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RESUMO

A Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (Myrtaceae), conhecida popularmente
como gabiroba, € uma espécie originaria da regido amazoénica utilizada na medicina
tradicional para tratamento de distdrbios gastrintestinais. Em estudos anteriores, o
extrato etanodlico (EEC) e a fracdo acetato de etila (FAEC) apresentaram atividade
antioxidante in vitro e seu perfil fitoquimico foi determinado, indicando a presenca de
flavonoides e taninos, sendo catequina e quercitrina identificados e isolados. Porém,
ainda ndo existem estudos que comprovem a seguranca e atividade farmacol6gica
in vivo dessa espécie. No presente estudo, a toxicidade aguda e a atividade
gastroprotetora de EEC e FAEC foram avaliadas. O estudo de toxicidade oral aguda
foi realizado conforme o método de classes com dose inicial de 2000 mg/kg
(OECDA423). O efeito gastroprotetor induzido por EEC ou FAEC foi investigado em
ratos com lesbes gastricas induzidas por etanol (5 mL/kg, p.o) nas doses de 100,
200 ou 400 mg/kg (p.o); e, em ratos, com lesBes gastricas induzidas por
indometacina (40 mg/kg, p.0.) nas doses de 400, 800 ou 1200 mg/kg (p.o.). As
zonas hemorragicas e regides de necrose foram quantificadas por andlise
morfométrica. O conteldo de muco foi estimado utilizando a coloracdo acido
periédico de Schiff. EEC e FAEC foram considerados seguros no ensaio de
toxicidade aguda. Os extratos diminuiram significativamente a area de lesdo em
ambos os modelos avaliados de maneira dose-dependente, 0 que demonstra sua
atividade gastroprotetora em relacdo aos farmacos de referéncia, sucralfato e
cimetidina. A melhor resposta da FAEC, no modelo do etanol, e do EEC, no modelo
da indometacina, sugerem que mais de um modo de acdo podem estar envolvidos.
FAEC 400 mg/kg reverteu, de forma significativa, a deplecdo dos niveis de muco
gastrico induzida por etanol. EEC e FAEC exercem efeito protetor, provavelmente,
por mecanismos que envolvem o aumento da defesa da mucosa gastrica. Os
resultados contribuem para a validacdo dos dados etnofarmacoldgicos de C.
lineatifolia.

Palavras-chave: Campomanesia lineatifolia, Myrtaceae, Ulcera gastrica, toxicidade
aguda, gastroprotetor, muco gastrico.



ABSTRACT

The Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (Myrtaceae), popularly known as
gabiroba, is a native species of the Amazon region used in traditional medicine for
treating gastrointestinal disorders. In previous studies, the ethanolic extract (EEC)
and ethyl acetate fraction (EAFC) showed in vitro antioxidant activity and the
phytochemical profile reveled the presence of tannins and flavonoids. Catechin and
quercitrin were also isolated and identified. However, there are no studies providing
safety and pharmacological in vivo data for this species. In the present study, the
acute toxicity and gastroprotective activity of EEC and EAFC were evaluated. The
acute oral toxicity study was performed according to the method of classes with
starting dose of 2000 mg/kg (OECD 423). The gastroprotective activity of EEC or
EAFC was investigated in rats with ethanol (5 mL/kg, p.o.) induced gastric lesion at
doses of 100, 200 or 400 mg/kg (p.o.) and in rats with indomethacin (40 mg/kg, p.o.)
induced acute gastric lesion, at doses of 400, 800 or 1200 mg/kg (p.0.) The
hemorrhagic zones and regions of necrosis were assessed by using morphometric
analysis. The mucus content was estimated by using periodic acid of Schiff stain.
EEC and EAFC were found to be safe in acute toxicity test. The extracts significantly
decrease lesion area in both models in a dose dependent-manner, which
demonstrates their gastroprotective activity as compared to standard drugs sucralfate
and cimetidine. The better response of EAFC, in ethanol model, and of EEC, in
indomethacin model, suggest that more than one mode of action may be involved.
AEFC 400 mg/kg significantly replenished the ethanol-induced depleted levels of
gastric mucus. EEC and EAFC gastroprotective activity is possibly mediated through
enhance of gastric mucosal defense mechanisms. The results contribute to the
validation of the ethnopharmacological data of C. lineatifolia.

Keywords: Campomanesia lineatifolia, Myrtaceae, acute toxicity, gastric ulcer,
gastroprotective, gastric mucus
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1 INTRODUCAO E JUSTIFICATIVA

Atualmente, as condi¢cdes patoldgicas do trato gastrintestinal (TGI) como gastrite,
Ulcera péptica, refluxo gastroesofagico, sindrome do intestino irritado e colite tém
provocado grande impacto nas questdes envolvendo saude publica. Isto se deve
principalmente as mudancas do modo de vida das populagdes como condi¢bes de
estresse emocional, dieta inadequada, além do aumento do consumo de anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES) e outros medicamentos, cujos efeitos adversos
incluem sinais e sintomas gastrintestinais, tais como dispepsia, dor abdominal,
nausea, sangramentos gastrintestinais, ulceracdes, vomitos e diarreia (LAINE et al.,
2008; WALLACE e FERRAZ, 2010).

Diversos estudos publicados recentemente tém como objetivo melhorar a
compreensao da etiologia dessas condi¢cdes patologicas, bem como a busca de
novos agentes bioativos e tratamentos que possam trazer beneficios, menor risco e
melhor acesso aos pacientes (SCHUBERT e PEURA, 2008; DUDEJA et al., 2009;
MUSUMBA et al., 2009; MICHELFELDER et al., 2010; SULEYMAN et al., 2010).

Nesse contexto, a pesquisa de plantas medicinais e produtos naturais tém
fundamental importancia (ITOKAWA et al., 2008; ZAMORA et al., 2008; MOTA et al.,
2009; BHARTI et al., 2010). Estima-se que 25% dos farmacos prescritos em todo
mundo sejam oriundas de plantas utilizadas na medicina tradicional. Do total de 252
farmacos contidos na lista de medicamentos essenciais da Organiza¢cao Mundial de
Saude (OMS), 11% séo de origem exclusivamente vegetal (SAHOO et al., 2010).

Além disso, o mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de US$ 22 bilhdes
por ano e vem seduzindo a cada ano mais adeptos nos paises desenvolvidos, ndo
somente pela aceitabilidade cultural, como também pela comprovacao cientifica de
eficdcia e seguranca de algumas espécies vegetais. Em 2000, o setor faturou US$
6,6 bilhdes nos Estados Unidos e US$ 8,5 bilhdes na Europa (PINTO et al., 2002).
Ja no Brasil, o faturamento do segmento de fitoterapicos, no periodo de novembro
de 2003 a outubro de 2006, foi cerca de R$ 1,8 bilhdes e também vem crescendo
(FREITAS, 2007). O interesse das industrias farmacéutica e cosmética pode ainda

ser demonstrado pela concessao e licenciamento de patentes, em varios paises,
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compreendendo formulagbes composi¢cdes e usos terapéuticos de extratos vegetais
(BANERJEE et al.; ESPOSITO et al.; KIM; WANG et al.).

No Brasil, inUmeras espécies de plantas medicinais vém sendo utilizadas por
décadas pelas populagbes com base no conhecimento tradicional. No entanto, as
informagdes obtidas por farmacovigilancia e toxicovigilancia ainda sao restritas
(BRASIL, 2010). Como forma de aperfeicoar o marco regulatorio, inserido no contexto
da cadeia produtiva de plantas medicinais e fitoterapicos, a legislacdo sanitaria
brasileira que dispde sobre o registro de medicamentos fitoterapicos foi recentemente
atualizada, sendo publicada na forma de Resolu¢cdo de RDC n°. 14/2010, permitindo
o acompanhamento do desenvolvimento cientifico e tecnoldgico, e possibilitando a
ampliacdo do acesso da populacdo aos medicamentos (BRASIL, 2010). Além disso,
os esfor¢cos governamentais para a implementacdo da Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006b), entre outras politicas publicas, tais como
a Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de
Saude (SUS) (BRASIL, 2006b) e o Programa Nacional de Plantas medicinais e
Fitoterapicos (BRASIL, 2008) refletem o incentivo que € dado a pesquisa do potencial

terapéutico da flora brasileira.

Existem registros do uso tradicional do género Campomanesia para problemas
associados ao TGl ha mais de 50 anos (PIO CORREA, 1952 apud DICKEL et al.,
2007). No entanto, ainda sdo poucos o0s estudos na literatura em que foram
avaliadas a seguranca e atividade biologica, especialmente da espécie

Campomanesia lineatifolia.

Portanto, a avaliagdo da toxicidade aguda e da atividade gastroprotetora de extratos
de Campomanesia lineatifolia em roedores, contribui para que os dados
etnofarmacol6gicos possam ser validados e a planta e seus derivados possam, por
sua vez, serem incluidos como uma alternativa terapéutica segura e eficaz no

tratamento da Ulcera gastrica.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 A familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae compreende em torno de 140 géneros e mais de 3.000
espécies, 0 que a posiciona como a maior familia de Myrtales. As espécies dessa
familia tém folhas simples, com glandulas oleiferas, flores polisttmones, ovario
mediano a infero, floema interno e pontua¢des ornamentadas nos vasos do xilema
(GOMES et al., 2009).

Representada por aproximadamente 1.000 espécies, Myrtaceae é uma das familias
mais importantes do Brasil destacando-se, com mais de uma centena de espécies,
0S géneros Eugenia, Myrcia e Calyptranthes, enquanto o restante dos géneros
possui menos de 60 espécies brasileiras (LANDRUM e KAWASAKI, 1997).

Entre as mirthceas brasileiras, ha numerosas espécies frutiferas, algumas
exploradas comercialmente, como a Psidium guajava (goiabeira), a Myrciaria
cauliflora (jabuticabeira) e a Eugenia uniflora L. (pitangueira) (GRESSLER et al.,
2006). Também ha espécies de importancia medicinal cujas atividades biol6gicas
incluem: antioxidativa (Eugenia caryophyllata, Eugenia involucrata, Campomanesia
xanthocarpa, Psidium cattleyanum) (HALDER et al.,, 2011; MARIN et al., 2008),
antimicrobiana (Eugenia jambolana, Syzygium aromaticum) (JASMINE et al., 2010;
MACHADO et al., 2010), hipoglicemiante (Campomanesia xanthocarpa, Eugenia
jambolana) (BIAVATTI et al., 2004; HARI et al., 2010), anti-inflamatoria e
antinociceptiva (Eugenia discifera, Eugenia candolleana) (MARIDASS, 2008;
GUIMARAES et al., 2009), bem como imunomodulatéria (Syzygium aromaticum)
(CARRASCO et al., 2009) e hepatoprotetora (Eugenia jambolana) (SISODIA e
BHATNAGAR, 2009).

Infelizmente, algumas espécies dessa familia estdo desaparecendo da natureza
antes mesmo que se tenha conhecimento basico de sua biologia ou se tenha
qualquer estudo de seu perfil fitoquimico ou eficacia farmacologica (GRESSLER et
al., 2006).
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2.2 O género Campomanesia

O género Campomanesia Ruiz & Pav. compreende aproximadamente 80 espécies
das quais 11 sao frutiferas. A Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. (Figura 1) é
originaria da regido oeste da Amazénia e sua distribuicdo geografica compreende o
estado brasileiro do Amazonas, leste da Colémbia e Peru, parte da Bolivia
amazobnica além de regides ndo inundadas de clima quente e Uumido e solos
argilosos pouco drenados, podendo ser também encontrada nos vales interandinos
(D'EECKENBRUGGE e FERLA, 2000).

A C. lineatifolia € uma espécie arbérea que pode atingir de 8 a 10 metros de altura.
E conhecida popularmente como gabiroba, gaviroba, champa, palillo, guayaba de
leche ou guayaba de mono. O nome gabiroba, em guarani, significa “arvore com
casca acida”. Os frutos sdo comestiveis e bastante apreciados, sendo utilizados no
preparo de doces, sucos e licores (D')EECKENBRUGGE e FERLA, 2000). Outras
espécies do género Campomanesia sdo nativas da regido sudeste e sul brasileira,
do Uruguai e Argentina (Campomanesia xanthocarpa e C. reticulata) e do bioma
brasileiro conhecido por Cerrado (Campomanesia adamantium e C. pubescens),

apresentando como principal diferenca o tamanho (LORENZI et al., 2006).

As folhas e cascas do caule de Campomanesia ssp. sdo utilizadas na medicina
tradicional como decocto ou infuso para tratamento de distarbios gastrintestinais
como diarreia e dores estomacais, segundo Pio Corréa (1952 apud DICKEL et al.,
2007) e Cravo (1994 apud MARKMAN et al., 2004); para regulacdo do fluxo
intestinal e tratamento de uretrites e cistites, segundo D’Avila (1910 apud DICKEL et
al., 2007) e desordens hepaticas, segundo Moraes (1881 apud Dickel et al., 2007).
Também é relatado seu uso popular para controle da glicemia, colesterol e como
adjuvante no tratamento de obesidade (DICKEL et al., 2007).
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Figura 1 - Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav.: A) Folhas; B) Frutos; C) Flores;
D) tronco e folhas. Fonte: (LORENZI, 2006; BARBOSA, 2009)

Recentemente, foram publicados estudos com espécies do género Campomanesia
indicando diferentes atividades biolégicas (Tabela 1) que s&o atribuidas,
principalmente, a presenca de metabolitos especiais, como terpenos, flavonoides,
champanonas, taninos e saponinas. Varias dessas substancias ja foram
identificadas e isoladas (Tabela 2, Figura 2). Os flavonoides sdo derivados de
fenilcromonas que pertencem a um vasto grupo de componentes amplamente
distribuidos nas plantas vasculares. Além de suas propriedades antioxidantes, ha
evidéncias de que essas substancias podem afetar diversas func¢des bioldgicas

como a permeabilidade capilar, processos secretérios envolvidos na resposta



inflamatoria e a atividade de enzimas, receptores ou carreadores (NOROOZI et al.,
1998; HODEK et al., 2002; MOTA et al., 2009).

TABELA 1 - Atividade biologica de espécies do género Campomanesia

Espécie Atividade biol6gica Material vegetal Referéncia
e toxicidade

C. xanthocarpa Antiulcerogénica em ratos Extrato hidroalcoélico (MARKMAN

(folhas) et al., 2004)
Toxicidade aguda com ratos
indicando seguranca nas doses
testadas

C. xanthocarpa Reducéo do colesterol total (TC) Extrato seco (folhas) (KTAFKE et
e LDL em pacientes al., 2010)
hipercolesterolémicos
Antioxidante e inibitéria da
enzima 3-hidroxi-3-metilglutaril
coenzima A redutase in vitro.

C. xanthocarpa Reducéo do ganho de massa Extrato aquoso (BIAVATTI et
corporal e reducéo da glicemia (folhas) al., 2004)
em ratos submetidos a dieta
hipercaldrica.

C. adamantium Atividade anti-Mycobacterium Extrato (frutos) — (PAVAN et
tuberculosis fracéo acetato de al., 2009)

etila

C. adamantium Antioxidante e antimicrobiana ) (COUTINHO
contra Staphylococcus aureus, Oleo essencial et al., 2009)
Pseudomonas aeruginosa
e Candida albicans

C. pubescens Antioxidante Extrato hexanico (CARDOSO

(folhas) et al., 2008)
Toxicidade aguda com
microcrusticeo indicando
seguranca nas doses testadas

C. pubescens Antimicrobiana contra Extrato hexanico (CARDOSO

C. adamantium Staphylococcus aureus, (frutos) et al., 2010)
Pseudomonas aeruginosa,

Escherichia coli, Salmonella
setubal, Saccharomyces
cerevisiae e Candida albicans
C. lineatifolia Antioxidante Extrato etandlico e (BARBOSA,
fracdo acetato de 2009)

etila (folhas)




TABELA 2 — Substancias isoladas de espécies do género Campomanesia

Espécie Substancias Técnica  Material vegetal Referéncia
identificadas e/ou
isoladas
C. lineatifolia Champanonas A,B,C. UV, RMN Extrato metandlico (BONILLA et
v (sementes) al., 2005)
C. lineatifolia Componentes volateis Extrato pentano: (OSORIO et
terpenoides, alcoois, CG diclorometano(1:1) al., 2006)
acidos carboxilicos, CG-EM (fruto, sementes,
ésteres, C13- folhas)
norisoprenoides,
Compostos furanicos
B-tricetonas e
champanonas(150
compostos)
C. lineatifolia Quercitrina, catequina, CLAE Extrato etandlico e (BARBOSA,
flavonoides, taninos UV, RMN fracdo acetato de 2009)
etila (folhas)
C. xanthocarpa Flavonoides, CCD Extrato hidroalcolico (MARKMAN
saponinas, taninos (folhas) et al., 2004)
C. xanthocarpa Flavonoides, CCD Extrato seco (folhas) (KTAFKE et
saponinas, taninos al., 2010)
C. xanthocarpa,  Quercitrina, miricetina CLAE Extrato (folhas) (SCHMEDA-
C. guazumifolia 3-O-raminoglicosideo, HIRSCHMA
C. pubescens miricetina, rutina. NN, 1995)
C. adamantium Flavanonas e CLAE- Extrato (frutos) — (PAVAN et
chalconas (6 DAD-UV  fracdo acetato de al., 2009)
compostos) etila
C. adamantium Monoterpenos CG-EM Oleo essencial (COUTINHO
(limoneno, a-pineno et al., 2009)
and B-pineno e
sesquiterpenos
(biciclogermacreno e
globulol)
C. pubescens Sesquiterpenos CG-EM Extrato hexanico (CARDOSO
hidrocarbonetos e (folhas) et al., 2008)

oxigenados (23
compostos) e
[B-sitosterol

Nota: CCD: cromatografia em camada delgada; CG-EM: cromatografia gasosa acoplada a

espectrofotdmetro de massas; CLAE: cromatografia liquida de alta eficiéncia, DAD: detector de
arranjo de diodos; IV: espectrofotometria no infravermelho; RMN: ressonancia Magnética nuclear UV:
espectrofotometria no ultravioleta.
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Figura 2 — Estrutura quimica de substancias que podem ser encontradas em espécies do
género Campomanesia. Substancias flavonoidicas: catequina, miricetina, quercetina e
guercitrina (glicosideo). Fonte: DEWICK, 2002; BONILLA et al., 2005; COUTINHO et al., 2009;

MOTA et al., 2009 (adaptado).
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2.3 Anatomia funcional do estémago

Anatomicamente, o estbmago humano pode ser dividido nas regides céardica, corpo,
fundo e antropilorica. No que se refere a histologia gastrica, podem ser observadas
varias camadas concéntricas de tecido: a mucosa, que recobre o lumen estomacal;
uma fina camada de mausculo liso, conhecida como muscular da mucosa; a
submucosa, que consiste em tecido conjuntivo e vasos sanguineos; a tdnica
muscular, composta varias camadas de musculo liso e a serosa, que faz o limite do
estbmago com a cavidade peritonial (Figura 3) (JOHNSON et al., 2006).

Regido "
Cardia

Célula de superficie

Duodeno produtora de muco

de muco

B Célula
parietal
Mucosa
Muscular da
mucosa
Submucosa
Célula
rincipal
Muscular P P
Serosa

Figura 3 — Estdmago e glandulas gastricas. A) As regides anatdmicas do estdmago s&o
indicadas. A densidade de células parietais e a secrecdo acida geralmente predominam no
corpo, mas existem variacfes entre espécies; B) Um corte da parede gastrica indicando as
glandulas gastricas na mucosa e varias camadas de tecido; C) Esquema da glandula gastrica
indicando alguns tipos celulares presentes no epitélio gastrico. Fonte: JOHNSON et
al., 2006 (adaptado).
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7

A mucosa gastrica € composta de diversas células epiteliais que compdem o
empacotamento denso das glandulas tubulares. Do ponto de vista funcional,
identificam-se trés regides distintas de mucosa: a regido céardia, situada logo abaixo
da transicdo esOfago-gastrica; a regido oxintica (75 a 85% da superficie do
estbmago); e a regido antropildrica (15 a 25%). Na mucosa cardica sdo encontradas,
principalmente, células que produzem muco e lisozima (enzima que destroi a parede
de bactérias). A mucosa oxintica € a mais extensa, abrangendo o corpo e o fundo.
As glandulas oxinticas sdo caracterizadas pela presenca de células parietais,
produtoras de &cido cloridrico (HCI); células principais ou zimogénicas, produtoras
de pepsinogénio; células D, produtoras de somatostatina e células do tipo
enterocromafins (ECL), produtoras de histamina. A superficie luminal é também
recoberta por uma camada de células produtoras de muco e bicarbonato que
exercem funcdo protetora da superficie quanto a exposicdo direta do &cido. As
glandulas da mucosa pilérica se caracterizam pela presenca de células G,
produtoras de gastrina, além de apresentarem 0s mesmos tipos celulares das
glandulas oxinticas, porém sem a presenca de células parietais e principais (DANI e
CASTRO, 1993; JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004).

As células epiteliais gastricas estdo em constante estado de renovacdo. H4 uma
populacdo de pequenas células tronco pluripotentes que representam as células
progenitoras para todo o epitélio gastrico. Em um estudo de incorporacdo de °H-
timidina em estdmago de camundongo, Karam e Leblond (1995) estimaram o tempo
meédio de renovacéao celular. Nesse estudo, foi observado que as células epiteliais da
superficie ttm um tempo de vida relativamente curto, de aproximadamente trés dias,

devido a exposicdo luminal. Ja as células parietais apresentaram tempo de

renovacao de 71 dias.

2.4 Mecanismos da secrecdo acida

A secrecao acida é um processo fisiologico importante, pois induz a ativacao do

pepsinogénio na digestdo, além de garantir um ambiente intragastrico estavel,

eliminando bactérias e outros microrganismos (JAIN et al., 2007).
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A secrecdo &cida estd sob um complexo sistema de controle regulado de maneira
hormonal e neural e pardcrina (age na célula vizinha) que pode ser ilustrado
conforme a Figura 4 (SCHUBERT e PEURA, 2008).

VAGO

Tl )0

PACAP Ak  (VIPACK  (ACH GRP

[ ] [ ]
""'Cél. EC ‘ & céle
. (ANP) ]

—= Gastrina) i

histamina

Acido ANTRO - FUNDO

Figura 4 — Modelo ilustrando a regulagdo da secrecédo acida neural, paracrina e hormonal.
Fonte: SCHUBERT E PEURA, 2008 (adaptado).

Sinais sensoriais como o paladar, o cheiro, sensagéo ou visualizagdo dos alimentos
ativam neurbnios do sistema nervoso central (SNC). Os impulsos gerados séo
transmitidos, via nervo vago, a neur6nios intramurais gastricos sendo trés tipos nao
colinérgicos: peptideo liberador de gastrina (GRP), também conhecida como
bombesina, peptideo intestinal vasoativo (VIP), peptideo ativador de adenilato
ciclase pituitarias (PACAP); e um neurbnio do tipo colinérgico, para o qual é
atribuida a liberacdo de acetilcolina (ACh). A ACh exerce estimulacdo direta na
secrecdo acida ao atuar em receptores muscarinicos (tipo Ms) localizados na
membrana basolateral das células parietais. Além disso, a estimulagéo
parassimpatica resulta na liberacdo de histamina por células ECL, localizadas no
fundo gastrico. A histamina se liga a recepetores H, presentes na célula parietal,
induzindo a liberacdo do acido. Ja sua ligacdo em receptores Hs, acoplados em
células D, inibe a secrecédo de somatostatina (SST), aumentando de maneira indireta

a secrec¢do acida.
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A ACh também estimula a liberacdo de gastrina por células G localizadas no antro
pilérico. Esse horménio atinge posteriormente a circulagdo sanguinea e estimula a
secrecdo acida ao se ligar a receptores de gastrina localizados na célula parietal. A
gastrina também tem acao indireta ao estimular a liberacdo de histamina partir de
células ECL (JAIN et al., 2007; SCHUBERT e PEURA, 2008).

A distensdo local do estdbmago com a chegada de alimentos ativa reflexos
parassimpaticos que tém um efeito estimulatério direto nas glandulas gastricas. As
concentracdes celulares aumentadas de Ca?*, por gastrina/ACh, e de AMPc, por
histamina, convergem para a Ultima etapa da secrecido acida mediada pela H*/K"-

ATPase, presente na célula parietal, também conhecida como bomba de prétons.

Com o esvaziamento géstrico, a presenca de aminoacidos provenientes da digestédo
e de ions H" na luz intestinal inibe a secrecdo acida por trés acdes simultaneas.
Primeiramente, impulsos nervosos sao gerados de maneira a reduzir a estimulacéo
parassimpatica nas glandulas gastricas. Em seguida, iniciam-se reflexos locais que,
ao serem produzidos por neurdnios da mucosa do intestino, diminuem a secrecéo
acida. Por ultimo, ocorre o restabelecimento da secrecdo de SST produzida por
células D, localizadas no fundo e antro. A SST é a principal substancia inibitoria da
secrecdo acida e seu efeito € estabelecido por meio de um mecanismo paracrino
(SCHUBERT e PEURA, 2008).

Varias substancias endbégenas e exdgenas podem atuar na atividade gastrica
interferindo em uma ou mais vias. Enquanto gastrina, grelina, fator de crescimento-
alfa (TGF-a), PACAP e VIP, estimulam a secrecdo de histamina, SST,
prostaglandinas, peptideo YY e galanina inibem sua secre¢cédo. Enquanto ACh, GRP,
secretina, agonistas $2/83 adrenérgicos e calcio estimulam a secre¢do de gastrina,

SST, galanina e adenosina inibem sua secrecgao.
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2.5 Ulcera péptica

A JUlcera péptica (UP) é uma classificacdo ampla que compreende as Ulceras
gastricas e duodenais e pode ser caracterizada clinicamente pela presenca de uma
ou mais lesdes erosivas na mucosa do TGl em consequéncias da digestdo &cido-
péptica dos tecidos (BOGLIOLO, 2006; MALFERTHEINER et al., 2009). E uma
doenca de origem multifatorial que atinge um consideravel nimero de pessoas em
todo o mundo e cujos fatores etiologicos incluem estresse emocional, dieta
inadequada, fatores genéticos e, principalmente, uso continuo ou indiscriminado de
AINEs e infeccao por Helicobacter pylori (JAIN et al., 2007; MUSUMBA et al., 2009).

Estima-se que aproximadamente 10% da populacdo do mundo ocidental tenha, ou
venha a ter, pelo menos, um episddio de UP em algum momento de sua vida. Os
individuos acometidos podem apresentar uma variedade de sintomas como
dispepsia, dor epigéastrica, desconforto abdominal, vomitos e sintomas de refluxo.
Além disso, a UP é a causa mais comum de condi¢cbes mais complicadas, como a
hemorragia e a Ulcera perfurativa que, por sua vez, estd associada com alta
mortalidade e morbidade (BARKUN e LEONTIADIS, 2010).

Barkun e Leontiadis (2010) realizaram um estudo sisteméatico de artigos publicados
em bases referenciais no periodo de 1966 a 2007 relativos a UP. Quanto a avaliacdo
da qualidade de vida, os pacientes com a doenca apresentaram valores
significativamente mais baixos que a populacdo geral, medida pelo indice
psicolégico geral de bem estar (p<0,05; sete estudos) e questionarios (p<0,05; 2
estudos). Os custos diretos do tratamento da UP foram de 163 a 866 ddélares por
paciente, por ano. Ja os custos anuais do tratamento da uUlcera hemorragica, que
envolvem internacéo e medicacao, foram bem mais altos, 1883 a 25.444 délares por
paciente (estimativas baseadas em valores médios nacionais provenientes de varios
paises). Alem disso, existem o0s custos indiretos, que envolvem a perda de dias
trabalhados e de produtividade no trabalho. Um estudo realizado na Suécia revelou
que o total dos custos indiretos associados a UP e a dispepsia foi de 251 a 351
milhdes de déblares, no ano de 1997(BARKUN e LEONTIADIS, 2010).
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Nas ultimas décadas, observa-se o aumento do uso de farmacos que podem ter
como efeito adverso maior incidéncia de UP como AINES, agentes antiplaguetarios
em doses baixas (ex: acido acetilsalicilico) e inibidores seletivos de recaptacéao de
serotonina. Outro agravante é que 0 risco associado a doenca pode ser
particularmente relevante em pacientes com idade avancada (> 65 anos) e com
historico de complicagbes no TGI, dentre outros fatores de risco, como o tabagismo
e 0 consumo excessivo de bebidas alcodlicas (MALFERTHEINER et al., 2009;
BARKUN e LEONTIADIS, 2010).

2.6 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica e citoprotecéo

LeBes na mucosa gastrica podem ocorrer quando fatores nocivos prevalecem aos
mecanismos de defesa que mantém a mucosa gastrica intacta ou quando esses
mecanismos estao debilitados (SIVRI, 2004; MALFERTHEINER et al., 2009).

O primeiro mecanismo de defesa local da mucosa géastrica € uma barreira que
recobre toda a sua superficie, formada de uma camada de gel de muco, bicarbonato
e fosfolipides surfactantes (LAINE et al., 2008). O muco gastrico € composto de
aproximadamente 95% de agua e 5% de glicoproteinas, denominadas mucinas
(REPETTO e LLESUY, 2002). Devido a sua aderéncia e estabilidade, é capaz de
reter o bicarbonato secretado pelas células epiteliais superficiais do estbmago e
duodeno, mantendo um microambiente neutro (pH~7,0) que previne a penetracao de
pepsina e a digestdo proteolitica. Estimulam a produg¢do do muco os horménios
gastrintestinais gastrina e secretina, a prostaglandina E, (PGE,) e agentes
colinérgicos (LAINE et al., 2008). Outro elemento importante é o fator trefoil de baixa
massa molecular da familia de peptideos (TFF), que é cosecretado com o gel de
muco. Essa substancia integra as vesiculas secretoras de muco e participa da

assimilacao intracelular e/ou empacotamento das mucinas (NEWTON et al., 2000).

Depois da camada de muco, a préxima linha de defesa da mucosa € constituida pela
camada continua de células epiteliais. Essas células sdo de natureza hidrofébica
devido a presenca de fosfolipides. Além disso, sdo intimamente interligadas por

juncdes, o0 que permite a formacdo de uma barreira de defesa. As células epiteliais
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secretam muco, bicarbonato, prostaglandinas (PGs), TFFs e proteinas de choque
térmico. As Ultimas sdo geradas em resposta ao estresse, como aumento de
temperatura, estresse oxidativo e agentes citotoxicos. Elas previnem a desnaturacéo
proteica e o dano celular. Com isso, as TFFs regulam a reepitelizacdo e exercem
efeito protetor (LAINE et al., 2008).

Outra caracteristica que contribui para a manutencdo da integridade da mucosa
gastrica € o fato das células progenitoras estarem em continua renovagdo. A
proliferacdo dessas células € controlada por fatores de crescimento. O principal
receptor de fator de crescimento expresso pelas células progenitoras gastricas é o

receptor de fator de crescimento epidermal (EGF) (LAINE et al., 2008).

A microcirculacdo géstrica é essencial para a liberacdo de oxigénio e nutrientes e
remocdo de agentes toxicos. Os microvasos das células epiteliais geram potentes
vasodilatadores como o o6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGly), que protegem a
mucosa de lesbes e se opdem ao dano causado por vasoconstritores como
leucotrieno C4, tromboxano A; e endotelina. A PGl, e o NO mantém a viabilidade
das células endoteliais e previnem a aderéncia de plaguetas e leucécitos que
poderiam comprometer a microcirculagdo gastrica. O sulfeto de hidrogénio (H.S) é
outro composto enddgeno que exerce efeito protetor da mucosa similar ao NO, o
qual reduz a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNFa), diminui a aderéncia

de leucacitos e inibe lesdes induzidas por AINEs (LAINE et al., 2008).

A continua producéo de PGE; e PGl; é crucial para a manutencado da integridade da
mucosa gastrica frente a agentes ulcerogénicos e necrotizantes. Praticamente todos
0os mecanismos de defesa da mucosa sdo estimulados ou facilitados por PGs. As
PGs inibem secrecdo de acido, estimulam secrecdo de muco, bicarbonato e
fosfolipides, aumentam a circulagdo sanguinea e a restituicdo do epitélio, além de
inibirem a ativacdo de mastocitos e aderéncia de leucdcitos e plaquetas ao epitélio
vascular. (WALLACE, 2008; LAINE et al., 2008).

Além de fatores locais, a defesa da mucosa gastrica ainda é regulada, pelo menos
em parte, pelo SNC e fatores hormonais. Mecanismos centrais contribuem para as

alteracdes induzidas por estresse na motilidade do trato gastrintestinal e na funcéo
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da mucosa. A ativagcdo de receptores centrais opioides diminui a motilidade e
aumenta a defesa da mucosa gastrica (GYIRES et al., 2001; HERMAN et al., 2010).
Também podem atuar como gastroprotetores os esteroides adrenais produzidos na
resposta hormonal ao estresse (FILARETOVA et al., 1998).

2.7 Lesdo da mucosa gastrica induzida por AINEs

Uma das principais preocupacdes clinicas com relacdo a utilizacdo de AINEs € a
inducéo de efeitos adversos no TGIl. Segundo estudos observacionais, o0 risco de
complicagBes no TGI superior € aproximadamente quatro vezes maior em USUArios
de AINEs quando comparado a pacientes que nédo fizeram uso dessa classe de
medicamentos (HERNANDEZ-DIAZ e RODRIGUEZ, 2002). A andlise dos
resultados de quatro estudos prospectivos em pacientes com artrite que faziam uso
de AINEs tradicionais revelou incidéncia anual de efeitos adversos relacionados ao
TGl de 2,7% a 4,5% (SILVERSTEIN e GEIS, 1996; BOMBARDIER et al., 2000;
SILVERSTEIN et al., 2000; SCHNITZER et al., 2004).

Os AINEs provocam lesdes na mucosa gastrica por diversos mecanismos que se
encontram resumidos na Figura 5. O efeito local direto pode ser atribuido a
exposicao local apés administracdo oral e também, de maneira secundaria, a
excrecao biliar no TGI. Os efeitos sistémicos sdo manifestados ap6s a passagem por
todas as vias de absorcao, oral, intravenosa, retal, entre outras (MUSUMBA et al.,
2009).

Apesar da lipossolubilidade e o grau de ionizacdo dos AINEs acidos contribuirem
para sua toxicidade no TGI, foi sugerido que o desacoplamento da fosforilagéo
oxidativa mitocondrial e inibicdo da cadeia transportadora de elétrons podem ser
eventos patogénicos iniciais do efeito toéxico local direto dessa classe de
medicamentos (KHAZAEINIA e JAMALLI, 2004). A deplecéo de ATP e o aumento do
Ca”" intracelular resultam na formac&o de radicais livres (RL) e espécies reativas de
oxigénio (EROs) que, por sua vez, interagem com fosfolipides de membrana,
proteinas e &cidos nucleicos levando ao dano ou disfuncéo celular. Esses eventos
podem afetar as cascatas de sinalizacdo que levam a apoptose ou necrose, dando
inicio a processo de morte celular (MUSUMBA et al., 2009).
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Tomisato et al. (2001) demonstraram inducao de apoptose ou necrose induzida por
AINEs em cultura de células primarias de mucosa gastrica de porcos-da-india
dependendo das condi¢cdes de tratamento. Tratamento curto com alta concentracao
de AINE e tratamento longo com menores concentragbes induziram necrose e

apoptose, respectivamente.

Os efeitos sistémicos podem ser produzidos por mecanismos dependentes de PGs
(por meio de inibicdo de enzimas cicloxigenase, COX-1 e COX-2) ou mecanismos
independentes dessas (ex.: inibicdo de NO, H,S e poliaminas). A manutencdo da
integridade da mucosa gastrica depende da continua producdo de PGE; e PGI; ao
nivel basal (MUSUMBA et al., 2009). Diversos estudos suportam a teoria que tanto
COX-1 como COX-2 estdo envolvidas na manutencdo da integridade da mucosa
gastrica, pois em situacfes onde a sintese de PGs por COX-1 estad diminuida, a
COX-2 tem sua expressdo aumentada na tentativa de suprir essa deficiéncia
(TAKEUCHI et al., 2001; KATO et al., 2002; TANAKA et al., 2002).

Sugere-se que a hipermotilidade gastrica, mediada por inibicdo de COX-1, possa
reduzir a amplitude de contracdo microvascular resultando em dano por hipdxia,
ativacdo de neutrofilos endoteliais, além da diminuicdo da resisténcia da mucosa. A
retrodifusdo de &acido através da mucosa debilitada participa efetivamente na
conversdo de erosbes superficiais a necrose profunda ou Ulcera, ao alterar a
resposta proliferativa (MUSUMBA et al., 2009).

A maior concentracdo de acido pode, inclusive, aumentar indiretamente o dano a
mucosa ao propiciar maior absorcdo de AINEs acidos. A resposta protetora
hiperémica com liberacdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e
substancia P e vasodilatacdo subsequente (mediada por NO) também é mediada
por PGs, melhorando, dessa forma, o fluxo sanguineo na submucosa (MUSUMBA et
al., 2009).

Entre os mecanismos independentes de PGs, podem ser citados a hiper-regulagao
da producdo de mediadores pré-inflamatorios como TNF-q, interleucina-1p (IL-1B),

interleucina-8 (IL-8) e fator ativador de plaquetas (PAF) que ocorre apoés



33

administracdo de AINEs e a diminuicdo da producédo de substéncias importantes
para manutencdo da integridade da mucosa como poliaminas, NO e de H,S. As
duas ultimas sdo bem conhecidas por possuirem propriedades antiapoptoticas e
antinecroticas (MUSUMBA et al., 2009). As proteinas de estresse, incluindo a
proteina de choque térmico 72 (HSP-72), parecem ter importante papel na
citoprotecdo adaptativa induzida por AINEs quando a producdo de PGs esti
suprimida (DUDEJA et al., 2009).

AINEs
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Figura 5 — Patogénese celular e molecular de uUlceras induzidas por AINE: AINEs causam
Ulcera por um conjunto de mecanismos dependentes ou ndo de PGs. A deple¢do de PGs induz
aumento compensatério em outros mediadores de defesa da mucosa gastrica. As Ulceras se
desenvolvem quando esses mecanismos sdo sobrepujados. CSE: cistationa-y-liase; ECE-1:
enzima conversora de endotelina-1; COX-1: cicloxigenase-1; COX-2: cicloxigenase-2; ODC:
ornitina descarboxilase; NO: 6xido nitrico; H,S: sulfeto de hidrogénio; IL1-B: interleucina 1B;
MT: melatonina; SPs: proteinas de estresse; TFFs: fatores trefoil; cNOS: 6xido nitrico sintase
constitutiva; FSM: fluxo sanguineo da mucosa; EROs: espécies reativas de oxigénio. Fonte:
MUSUMBA et al., 2009 (adaptado).
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2.8 Lesdo da mucosa gastrica induzida por etanol

A quantificacdo de lesdes gastricas induzida por administracdo oral de etanol, entre
outros agentes necrotizantes em ratos, € amplamente utilizada para a avaliacdo da
atividade gastroprotetora e gastrotoxicidade de inUmeras substancias (SAIRAM et
al., 2001; CHANDRANATH et al., 2002; AL MOFLEH et al., 2007). A medida das
zonas hemorragicas foi base para o descobrimento de mecanismos e conceitos
importantes que se referem a maneira com a qual a mucosa gastrica se comporta e
reage frente a agentes agressores. Para isso, 0s primeiros trabalhos desenvolveram
métodos semiquantitativos, como a determinacao do indice de ulceracao calculado a
partir da intensidade e medida do maior diametro de lesdo (mm), sendo essas
aferidas manualmente com auxilio de um paquimetro por um observador treinado
gue desconhecia os tratamentos (ROBERTS et al.; 1983). Apesar da validade desse
método, na Ultima década, o maior acesso a ferramentas e sistemas informatizados
possibilitou melhor precisdo e exatiddo das medidas, sendo possivel atualmente
efetuar uma analise quantitativa da area total lesionada com menor subjetividade e

erro, principalmente associado a medicao.

O tratamento agudo com etanol induz estresse oxidativo intracelular, alteragdes na
permeabilidade mitocondrial e despolarizacdo que precedem a morte celular
observada nas células da mucosa gastrica. Além disso, observa-se dano ao DNA,
aumento da peroxidacdo lipidica, da atividade de xantina oxidase, bem como a
diminuicdo do conteudo de glutationa (GSH) nas células da mucosa gastrica
(REPETTO e LLESUY, 2002).

Apo6s a administragdo oral de etanol, a enzima xantina desidrogenase pode ser
convertida em xantina oxidase por proteases liberadas da superficie de células da
mucosa, danificadas diretamente pelo etanol. Além disso, o acetaldeido produzido
no processo de oxidacdo do etanol serve de substrato para a enzima e radicais
hidroxila sdo formados, iniciando, entdo, a peroxidacao lipidica (KAHRAMAN et al.,
2003).

Pode-se sugerir também o envolvimento de radicais superéxido na patogénese das

lesGes induzidas por etanol, considerando-se que a administracéo intragastrica de
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superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) tem efeito protetor nesse modelo
(POTRICH et al., 2010). Outro aspecto relevante € o efeito constritor exercido pelo
etanol nos vasos sanguineos existentes na mucosa gastrica, produzindo congestao,
inflamacédo e dano tecidual. Os danos vasculares provavelmente tém importante
papel no desenvolvimento das intensas zonas de erosdo hemorrdgicas que podem
observadas ap0s o tratamento com o etanol (REPETTO e LLESUY, 2002).

2.9 Farmacoterapia

Os tratamentos das doencas acido-pépticas (gastrites, Ulcera gastrica, sindrome do
intestino irritado, dispepsia e sindrome Zollinger-Ellison) podem estar direcionados
tanto a reducdo dos agentes agressores, como ao fortalecimento dos mecanismos
de defesa da mucosa gastrintestinal (JAIN et al., 2007). Muitas doencas
gastrintestinais ainda sdo pouco responsivas as terapias e, mesmo nos casos em
gue existe grande variedade de farmacos efetivos, ainda ha espaco para o
aprimoramento e pesquisa (WALLACE e FERRAZ, 2010). As estratégias e agentes

terapéuticos atualmente utilizados incluem:

2.9.1 Antiacidos

Os antiacidos compreendem carbonatos, sais de bismuto, hidroxidos de aluminio e
magnésio ou associagbes. Sao substancias amplamente utilizadas cujo mecanismo
de agdo consiste na neutralizacdo acida. Apesar de serem efetivos e de baixo custo
(DRUGDDEX, 2010a), podem reduzir a biodisponibilidade oral de um grande
namero de farmacos e de minerais presentes em suplementos alimentares
(SRINIVAS, 2009; TAYLOR et al.,, 2010). Os efeitos adversos comuns incluem
nausea, distensao abdominal, flatuléncia, diarreia e constipagéo (JAIN et al., 2007).
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2.9.2 Antagonistas de receptor H-

Compreendem agentes como a cimetidina, ranitidina e famotidina, cujo mecanismo
de acéo consiste na inibicdo da secrecdo acida atingida por antagonismo reversivel
de receptores de histamina H, presentes na membrana basolateral das células
parietais. Com a introdugédo da cimetidina no mercado farmacéutico, em 1976,
reduziu-se consideravelmente a necessidade de procedimentos cirdrgicos em
doencas gastrintestinais. Sdo farmacos rapidamente absorvidos e eliminados apos
administracdo oral. Sendo assim, apresentam curta duragdo de a¢ao, o que, muitas

vezes, reduz a adesao do paciente ao tratamento (JAIN et al., 2007).

Uma vez que os antagonistas de recepetor H, elevam o pH gastrico, inibem o
sistema enzimatico hepético do citocromo P-450 e sofrem secrec¢do tubular renal, é
possivel que ocorram interacdes medicamentosas com outros farmacos que
compartilham essas mesmas vias. Algumas dessas interacfes sdo clinicamente
relevantes, como é o caso da interacdo que ocorre com a teofilina e a varfarina,

quando o sistema enzimético do citocromo P-450 é inibido pela cimetidina e
ranitidina, situacéo na qual é necessario monitoramento terapéutico (SAX, 1987).

Embora relativamente seguros, Os efeitos adversos mais comumente relatados sao

dermatites, fotossensibilidade, alteracdo de funcdes hepaticas como o aumento das

concentracdes de alanina aminotransferase (NARHI et al., 2005).

2.9.3 Inibidores de bomba de prétons (IBPs)

Compreendem agentes como omeprazol, lanzoprazol, rabeprazol e pantoprazol,
cujo mecanismo de acdo consiste na inibicdo da secrecdo &cida em seu ultimo
estagio, por inibicdo irreversivel da H+/K+-ATPase na membrana canicular das
células parietais. Esses farmacos apresentam boa especificidade e atividade, sendo
considerados, em estudos clinicos, superiores aos antagonistas de receptor-H, em
doses padrao (BROWN et al., 2006; LEONTIADIS et al., 2007; MALFERTHEINER et
al., 2009).
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Desde o lancamento do omeprazol, em 1988 (JAIN et al., 2007), os IBPs atingiram
enorme sucesso comercial, sendo considerados os farmacos mais efetivos no
tratamento de doencas acido-pépticas. Contudo, existem limitacdes como a
necessidade de sua administracdo antes de uma refeicdo para que o efeito maximo
seja atingido. Para que a inibicdo ocorra, as bombas de prétons precisam ser
expressas nas células parietais, e essa expressao sO ocorre quando essas células
estdo ativamente secretando o acido, por exemplo, antes de uma refeicdo. Essa
limitacdo pode ter efeito significativo na adesdo do paciente ao tratamento
(WALLACE e FERRAZ, 2010).

Além disso, os IBPs sédo degradados em meio acido e, por isso, sdo administrados
em formulacdes que protegem o farmaco até seu local de absorcédo, o duodeno. A
essa caracteristica se atribui a auséncia do inicio rpido do efeito, que é uma
propriedade desejavel no alivio sintomatico (WALLACE e FERRAZ, 2010).

Embora sejam considerados relativamente seguros (TOLIA e BOYER, 2008;
THOMSON et al.,, 2010), os farmacos antissecretores podem apresentar como
inconveniente a supressao acida extrema. A baixa concentracdo de acido pode
desencadear infeccbes entéricas como febre tifoide, colera e disenteria (JAIN et al.,
2007). Alguns estudos ainda sugerem que a hipoacidez, associada ao uso
prolongado de IBPs, pode aumentar o risco de fraturas 6sseas em pacientes idosos
com baixo consumo de calcio (YU et al., 2008). Também s&o descritos como efeitos
adversos do uso prolongado a hipergastrinemia, aumento da hiperplasia de pélipos
gastricos e adenocarcinoma em pacientes susceptiveis, além de efeito “rebote” na

secrec¢do 4cida quando o tratamento € interrompido (MCCARTHY, 2010).

2.9.4 Misoprostol

O misoprostol é um analogo sintético de prostaglandina E; (PGE;) utilizado como
agente citoprotetor. Foi demonstrado que o misoprostol é efetivo na profilaxia da
ulcera gastrica em pacientes submetidos a tratamentos com AINEs (BALLINGER,

1994; LAINE et al., 2008). No entanto, esse farmaco apresenta efeitos adversos



38

como diarreia e colicas abdominais, sendo seu uso restrito principalmente devido ao
seu efeito abortivo (JAIN et al., 2007).

2.9.5 Sucralfato

O sucralfato € um complexo de hidréxido de aluminio e sacarose que exerce efeito
protetor direto na mucosa gastrica ao inibir a hidrélise proteica mediada por pepsina.
Também foram propostos como mecanismos de citoprotecdo a estimulacdo da
sintese de PGs, absorcao de pepsina e estimulacdo da producdo local de EGF
(JAIN et al., 2007).

O sucralfato apresenta boa efetividade no tratamento de ulceras gastrica; no
entanto, quanto ao alivio da dor, é inferior aos antagonistas-H, e aos IBPs. Como o
sucralfato ndo € absorvido, € considerado relativamente seguro apesar de poder
interferir na absorcdo de outros farmacos (ex.: varfarina, fenitoina, tetraciclina).
(DRUGDEX, 2010b).

2.9.6 Erradicacdo da Helicobacter pylori

A erradicacdo da H. pylori constitui importante estratégia terapéutica, considerando-
se que grande parte das UPs pode estar associada a essa infeccao (JAIN et al.,
2007). A infeccado por H. pylori pode levar a reducdo da producdo de SST que
resulta no aumento da secrecdo &cida juntamente com a reducéo da producgdo de
bicarbonato. Além disso, a infeccéo interfere na regulacdo da liberacdo de gastrina e
induz a resposta inflamatoria na mucosa gastrica com liberagcdo de citocinas. O
tratamento consiste basicamente na associagcdo de antibidticos e agentes

antissecretores (MALFERTHEINER et al., 2009).



39

2.9.7 Medicina tradicional

O uso de produtos naturais para tratamento de doencas gastrintestinais € bastante
difundido e, por séculos, praticado em diferentes culturas. Um texto egipcio, datado
de 1550 a.C., ja continha a indicacédo de dleo de ricino e sena para constipagcéo e
um decocto de cominho, gordura de ganso e leite para problemas estomacais.
Diversas plantas medicinais podem ser encontradas também em textos antigos
mesopotamicos e hindus. A origem transcultural e séculos de continuidade de uso
sao um indicativo do valor terapéutico dos constituintes vegetais para essa finalidade
(LANGMEAD e RAMPTON, 2001).

Estudos realizados nos Estados Unidos no periodo entre 1990 e 1997 revelaram que
aproximadamente 10% de toda a medicina alternativa foram direcionados para
tratamento de distarbios relacionados ao TGl (EISENBERG et al., 1998). Outro
estudo realizado na Alemanha indica que aproximadamente 50% dos pacientes com
sindrome do intestino inflamado ja utilizaram tratamentos alternativos, sendo a

homeopatia e a fitoterapia os mais comuns (LANGHORST et al., 2005).

Os extratos vegetais tém caracteristicas distintas das drogas sintéticas. Geralmente,
contém uma série de compostos e, muitas vezes, o(s) principio(s) ativo(s) é(séo)
desconhecido(s) (SAHOO et al., 2010). Estudos clinicos ja comprovaram a eficacia
de alguns produtos naturais para o tratamento de doencas gastrintestinais. Por
exemplo, a capsaicina (derivada de pimentas do género Capsicum) protegeu a
mucosa gastrica em voluntarios sadios que fizeram uso de acido acetilsalicilico
(YEOH et al., 1995). O extrato de Curcuma domestica demonstrou ser eficiente para
o alivio da dispepsia em um estudo duplo-cego com 116 pacientes (THAMLIKITKUL
et al., 1989). J4 pacientes tratados com extrato de Maytenus ilicifolia (espinheira-
santa) por 28 dias apresentaram melhora significativa, em relacdo ao grupo placebo,
no que diz respeito a sintomatologia dispéptica global, e principalmente nos
sintomas de azia e gastralgia (SANTOS-OLIVEIRA et al, 2009).

A atividade gastroprotetora das plantas medicinais é atribuida a presenca de
flavonoides, cumarinas, alcaloides, terpenos, taninos, acidos fendlicos e

micronutrientes, como Cu, Mn e Zn. Os mecanismos de a¢ao séo variados, podendo
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ser aditivos ou sinérgicos. Sao descritas atividade antisecretora, anti-H. pylori, anti-
inflamatoéria , antioxidante, aumento da producdo de muco e do fluxo sanguineo
local, estimulo de sintese de fatores de crescimento, PGs e NO dentre outros efeitos

relacionados com o aumento da defesa da mucosa gastrica (MOTA et al., 2009).

Em face dos inconvenientes dos tratamentos expostos, novas alternativas vém
sendo atualmente investigadas. Entre elas, a coterapia utilizando diferentes classes
de agentes, sejam gastroprotetores ou antissecretores; estudo de IBPs competitivos;
agentes pro-cinéticos; AINEs estruturalmente modificados, com menor
gastrotoxicidade, como os ligados a NO, metais ou H,S; além da pesquisa de
plantas medicinais ainda pouco estudadas, como € o caso da Campomanesia
lineatifolia.

2.10 Toxicidade de drogas vegetais e fitoterapicos

Apesar do amplo uso de medicamentos sintéticos no mercado mundial, a utilizacao
de produtos naturais vem aumentando de forma significativa, ndo somente pela
aceitabilidade cultural, como também pela comprovacao cientifica de eficacia de
algumas espécies vegetais. Contudo, varias plantas da medicina tradicional ainda
nao foram submetidas a algum tipo de avaliacdo toxicoldgica, como € o caso da C.
lineatifolia, podendo, dessa forma, representar risco tdéxico ao usuario (PAL e
SHUKLA, 2003; DA SILVEIRA et al., 2008).

A partir do final do século XX, as plantas medicinais passaram a ser veiculadas nos
meios de comunicacdo como produtos associados a um modo alternativo de vida.
Com o objetivo de atingir o publico-alvo dos adeptos do estilo de “vida natural”, a
propaganda camuflou os riscos da utilizacdo das plantas medicinais, atribuindo-lhes
uma fisionomia “ndo agressora” e passando para o paciente toda responsabilidade e
autonomia de seu consumo (TAGLIATI e FERES, 2009). Atualmente, a crenca na
“naturalidade in6cua” das plantas medicinais continua a ser um mito que deve ser
enfrentado. Trata-se de um conceito popular equivocado de que o0s produtos
naturais seriam isentos de efeitos indesejaveis ou desprovidos de toxicidade (DA
SILVEIRA et al., 2008).
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Como forma de contrastar essa afirmacdo, podem-se citar varias espécies vegetais
como a Datura suaveolens (trombeteira) e a Conium maculatum (cicuta), que séo
bem conhecidas por sua capacidade de produzir risco a saude humana. Outras,
ainda que de amplo uso na medicina popular, tiveram seu potencial toxico também
reconhecido apds serem submetidas aos testes de seguranca, como foi o caso do
efeito hepatotdxico verificado para a Symphytum officinale (confrei), hoje restrita ao
uso topico (TAGLIATI e FERES, 2009). Por outro lado, a utilizac&o inadequada de
um produto, mesmo que de baixa toxicidade, pode induzir a problemas graves desde
gue existam outros fatores de risco, tais como contraindica¢des, uso prolongado ou
concomitante de outros medicamentos, sintéticos ou naturais (DOS REIS e DE
SOUZA, 2006).

Por isso, a determinacao da seguranca de um medicamento, independentemente de
sua origem, é fundamental para a promoc¢édo da satde (KLEIN et al., 2009). E com
essa preocupacdo que as agéncias regulamentadoras de varios paises tém
preconizado a realizacdo de estudos que comprovem a eficacia e seguranca das
drogas vegetais e fitoterapicos (SAHOO et al., 2010). Essas diretrizes compreendem
0os estudos toxicolégicos pré-clinicos e ensaios clinicos, bem como ensaios de
controle de qualidade que comprovem a inexisténcia de contaminantes nocivos a
saude (metais pesados, agrotdxicos, microorganismos, aflotoxinas e produtos de
degradacdo) ou sua existéncia dentro dos limites considerados seguros (KLEIN et
al., 2009).

No Brasil, os testes de toxicidade pré-clinica exigidos para registro e renovacao de
registro de fitoterapicos sdo estipulados pelo “GUIA PARA A REALIZACAO DE
ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS” da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), publicado pela Resolucdo RE 90/04.
Nesse guia, constam os ensaios de toxicidade aguda e o de doses repetidas (longa
duracédo); genotoxicidade, que deve ser efetuada quando ha indicacdo de uso
continuo ou prolongado em humanos; sensibilizacdo dérmica, irritacdo cutanea e
ocular, no caso de medicamentos fitoterapicos de uso topico. Nos estudos agudos, o
guia ndo especifica 0 método a ser utilizado, mas sugere a utilizacdo de doses

suficientes para se observarem efeitos toxicos e/ou adversos. No caso da néo
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observacdo destes, recomenda-se a utilizacdo da maior dose possivel (BRASIL,
2004).

A toxicidade aguda, anteriormente conhecida como dose letal 50 (DLsp), € 0 primeiro
teste pré-clinico a ser realizado. A DLso expressa a toxicidade relativa da substancia,
ou seja, é a dose capaz de levar 50% da populagdo em estudo a morte. Na década
de 1970, esse teste foi aceito como base de comparacdo e classificagcdo de
toxicidades de substancias quimicas, inclusive de extratos vegetais. Gradualmente,
a DLso tornou-se teste requerido por varias entidades regulatérias para registro de
novas drogas, aditivos alimentares e pesticidas. Atualmente, o termo DLsy esta
dando lugar ao termo “toxicidade aguda”, pois os protocolos ndo se baseiam na
morte de 50% dos animais (BOTHAM, 2004; GUBBELS-VAN HAL et al., 2005;
TAGLIATI e FERES, 20009).

O ensaio de toxicidade aguda oral avalia a exposicdo a uma dose Unica ou
fracionada no periodo de 24 horas em roedores (geralmente ratas). O uso de
apenas um sexo de animais, usualmente fémeas, é defendido pelo Guia 423 da
Organisation for Economic Cooperation and Development (OECD). A analise
estatistica de resultados provenientes de diversos testes convencionais de
toxicidade aguda (determinacdo da DLsg), com animais de ambos o0s sexos,
demonstrou que, embora a diferenca de sensibilidade entre 0s sexos seja pequena,
Nnos casos em que esta presente, observa-se que as fémeas sao ligeiramente mais
sensiveis (OECD, 2001b). O Guia 423 veio como alternativa ao Guia 401 (OECD,
1981), teste convencional da toxicidade aguda, eliminado em 2002 por razdes éticas
com animais. Por ja preestabelecer, no maximo cinco doses diferentes a serem
utilizadas, o método de classes (Guia 423) prima pela utilizacdo de pequena
guantidade de animais. Em principio, o método ndo € direcionado para o calculo
preciso da DLsy, mas permite determinar faixas de exposicdo em que se esperaria a
letalidade, uma vez que a propor¢ao de animais mortos continua sendo o principal
ponto final desse teste (OECD, 2001b).

Existem outros métodos atualmente aceitos para estudo de toxicidade aguda oral.
Entre eles, pode-se citar o Guia 420, método de dose fixa (OECD, 2001a) e o Guia
425, processo modificado Up-and-Down. Este, como o nome sugere, objetiva
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estimar o valor da DLsp testando sequencialmente animais individuais, com a dose
sendo ajustada para cada animal, para cima ou para baixo, dependendo do
resultado obtido com o animal anterior (OECD, 2006). Com o intuito de se atingir 0s
objetivos pretendidos e minimizar a dor e sofrimento dos animais, é necessario
coletar o maior numero possivel de informacdes acerca da substancia que sera
submetida aos testes de toxicidade. Nesse sentido, a execuc¢éo de estudos-pilotos, a
busca de informacbes de estudos anteriores com substancias similares e o
desenvolvimento e validacdo de métodos in vitro, como a toxicidade basal de uma
ou mais linhagens de célula, tém sido incentivados. Tais dados podem auxiliar na
definicdo da dose inicial dos testes in vivo, reduzindo o nimero de animais utilizados
em até 30% e atendendo, dessa forma, o principio dos trés Rs (Reducing,
Refinement, Replacement — reducao, refinamento e substituicdo) (OECD, 2000;
NIEHS, 2001).

Com o estudo de toxicidade aguda oral € possivel evidenciar risco de intoxicacdes
agudas, inadvertidas ou ndo, e a forma de preveni-las (KLEIN et al., 2009). No
Brasil, 1728 casos de intoxicagbes foram registrados pelo Sistema Nacional de
Informacbes Toxico-Farmacolbgicas (SINTOX) devido ao uso indevido de plantas
medicinais (ano-base 2002) (DA SILVEIRA et al., 2008). Os resultados obtidos no
ensaio agudo também dao suporte a escolha das doses para os demais testes de
toxicidade (KLEIN et al., 2009). Portanto, as informacgdes obtidas por meio do estudo
de toxicidade aguda oral sdo de crucial importancia na avaliagdo da seguranca de
substancias quimicas para uso humano e animal, entre as quais também se

encontram as drogas vegetais e fitoterapicos.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo geral

Avaliar a toxicidade aguda e a atividade gastroprotetora de extratos de

Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. em roedores.

3.2 Objetivos especificos

a) Avaliar a toxicidade aguda do extrato etanolico de Campomanesia lineatifolia

(EEC) e da fracao acetato de etila (FAEC) em ratas Wistar;

b) Avaliar o efeito induzido pela administracdo per os de EEC e FAEC em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol e indometacina em ratos

Wistar;

c) Correlacionar os resultados obtidos a fim de inferir possiveis mecanismos de

acao.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material vegetal

A coleta das folhas de Campomanesia lineatifolia Ruiz & Pav. foi realizada em um
remanescente de mata, no campus da Universidade Federal de Minas Gerais, Belo
Horizonte — MG (GPS 19° 52’ 9.87” S; 43° 58’ 12.04” W),em abril de 2007. O
material vegetal foi identificado pelo Dr. Marcos Sobral e uma exsicata foi depositada
no herbario da Universidade Federal de Minas Gerais sob o0 nimero BHCB 150606.

ApoOs coleta, as folhas de C. lineatifolia foram submetidas a secagem em estufa com
circulagcdo de ar e temperatura de 40 °C, por 72 horas. As folhas secas foram ent&o
trituradas em moinho de facas. Posteriormente, o material vegetal foi extraido por
percolacdo com etanol 96° GL e concentrado até residuo em evaporador rotatério
com temperatura maxima de 50° C. O extrato etandlico obtido (EEC) foi transferido
para capsula de porcelana mantida em dessecador, sob vacuo, até completa
eliminacao do solvente (BARBOSA, 2009).

EEC, em suspensdo com agua, foi submetido a particdes sucessivas com hexano,
diclorometano, acetato de etila e n-butanol. As fracdes obtidas foram secas em
evaporador rotatério, com temperatura maxima de 50° C. Posteriormente, essas
fracOes foram transferidas para capsulas de porcelana mantidas em dessecador sob

vacuo até completa evaporacdo dos solventes (BARBOSA, 2009).

Os derivados da droga vegetal, EEC e FAEC, utilizados neste estudo foram
fornecidos pela Professora Rachel Oliveira Castilho do laboratorio de Fitoquimica da
Faculdade de Farmacia da UFMG. Em todos os experimentos, utilizou-se 0 mesmo

lote do material vegetal.

O rendimento extrativo foi de 23,6% para EEC, a partir do p6 das folhas, e de 14,0%
para FAEC, a partir de EEC. Os extratos foram previamente caracterizados por perfil
fitoquimico, doseamento de taninos [EEC (18,7 + 0,1)%; FAEC (16,5 + 0,3)%] e
flavonoides totais [EEC (4,0 £ 0,1)%; FAEC (9,3 = 0,3)%], sendo também isolados e
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identificados dois marcadores: catequina (flavanol) e quercitrina (glicosideo de
flavonol) (BARBOSA, 2009).

4.2 Drogas e reagentes

Foram utilizados indometacina (Merck, Sharp & Dohme, Brasil), cimetidina (SKF,
Brasil) e sucralfato (Natures Plus Farm Ltda, Brasil). Os demais reagentes utilizados

no estudo foram obtidos comercialmente, todos de grau analitico.

4.3 Animais

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus, linhagem Wistar), adultos, fornecidos pelo
biotério da Faculdade de Farméacia da UFMG. Para o estudo de toxicidade aguda,
foram utilizadas fémeas com idade de 8 a 12 semanas com variacdo maxima de
massa corporal de aproximadamente 20% (OECD, 2001b). Para os estudos
farmacoldgicos, foram utilizados ratos machos, com massa variando entre 200 e
240g.

Durante o estudo, os animais foram mantidos em condicBes ambientais controladas:
ciclo claro-escuro de 12 horas (7:00 — 19:00h) e temperatura de (22 + 3) °C, em
gabinete Vidy®. Racdo comercial em pellet (Nuvilab®) e &gua potavel foram
disponibilizados ad libitum. ApdOs subdivisédo, os animais foram mantidos em suas
gaiolas por um periodo minimo de cinco dias antes do inicio dos experimentos para
aclimatacdo as condi¢cdes laboratoriais. A opgao pela linhagem Wistar foi
relacionada a experiéncia prévia de outros autores que realizaram estudos
semelhantes (ROZZA et al.,, 2011; UMAMAHESWARI et al., 2007; POLAT et al.,
2010).

Os protocolos experimentais estdo de acordo com as normas nacionais e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentagdo Animal da Universidade
Federal de Minas Gerais (CETEA) ( protocolo n®52/2010) (Anexo A).
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4.4 Toxicidade aguda

Para a avaliacdo da toxicidade aguda in vivo do EEC e FAEC, foi utilizado o método
de classes (Protocolo 423) descrito nas diretrizes da OECD (OECD, 2001b),
observando-se também os itens descritos no “GUIA PARA A REALIZACAO DE
ESTUDOS DE TOXICIDADE PRE-CLINICA DE FITOTERAPICOS” da ANVISA,
publicado pela Resolucdo RE 90/04 (BRASIL, 2004).

4.4.1 Tratamento e desenho experimental

As ratas foram subdivididas aleatoriamente em trés grupos de trés animais cada e
submetidas a jejum de oito horas. Apés esse periodo, as massas dos animais foram
determinadas e foi administrado nos grupos testes EEC ou FAEC na dose inicial de
2000 mg/kg por gavage (per os) conforme fluxograma (Figura 6). As ratas do grupo
controle receberam somente veiculo, solucdo aquosa de carboximetilcelulose 0,5%
p/V (CMC 0,5%), em mesmo volume e via da solucéo teste. O alimento foi restituido
trés a quatro horas apos a administracdo das drogas vegetais. O consumo de agua

foi ad libitum.

Durante as primeiras 24 horas, as ratas foram observadas quanto ao aparecimento
de sinais de toxicidade nos periodos de 0, 15, 30, 60 minutos, 2, 3, 4, 8, 24 horas e
diariamente durante catorze dias apos administracédo. A variacdo de massa corporal,

consumo de agua e alimento foram avaliados semanalmente.

Os sinais de toxicidade incluindo tempo de aparecimento, progressdo e
reversibilidade foram registrados para cada animal em ficha de screening
toxicolégico (Apéndice A). Foram observados parametros que permitiram avaliar

alteracGes em:

|. Estado consciente, disposicdo e comportamento: Atividade geral,
irritabilidade, vocalizacdo, recumbéncia, posicdo lateral, grooming,

comportamento compulsivo, auto-mutilagcado, permanéncia em canto de gaiola.
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Atividade motora e tonus muscular: Resposta ao aperto de cauda,

endireitamento, forgca para agarrar, tonus muscular, ataxia.
lll. Reflexos: corneal, auricular.

IV. Sistema nervoso central (SNC): Tremores, convulsdo, fenbmeno de Straub,

hipnose.

V. Sistema nervoso autbnomo (SNA):. lacrimejamento, salivacdo, miccéo,

defecacéo, piloerecéo, respiracao.

VI. Outras alteragfes: hipotermia, rigidez abdominal, edema, prurido, alteragbes
na pele, sangramento de orificios, diarreia e nimero de animais mortos ou
eutanasiados mediante morte iminente (estado moribundo), quando for o

caso.

As observacodes registradas foram tabuladas numa escala que depende da auséncia
ou presenca do evento no inicio do estudo (“animal normal”). Nos casos em que o
evento foi ausente (ex: convulsdo, tremor, comportamento compulsivo), foi atribuido
a pontuacdo 0 (zero) ao valor “normal” e considerou-se a escala de 0 a 4
correspondendo, respectivamente, a ausente, raro, pouco, moderado, intenso. Nos
casos em que o evento foi inicialmente presente (ex: tdnus muscular, respiracao,
defecacéo), foi atribuido a pontuacao 4 (quatro) ao valor “normal” e considerou-se a
escala de 0 a 8 correspondendo, respectivamente, a ausente, raro, pouco,
diminuido, presente (normal), aumentado, moderado, elevado, intenso (LUCIO et al.,
2000).

Ao fim do periodo de observagdo, todos os animais sobreviventes foram
eutanasiados e necropsiados. Os oOrgaos foram removidos e inspecionados
macroscopicamente quanto a alteragfes teciduais e fixados em formaldeido 10%

tamponado (pH 7,2) para analise microscopica em casos justificados.
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Figura 6 — Procedimento para execuc&o do teste de toxicidade aguda oral pelo método de classes com a dose inicial de 2000 mg/kg. FONTE: OECD,

2001 (adaptado)
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4.5 Atividade farmacoldgica

4.5.1Tratamento e desenho experimental

Para avaliagdo da atividade do EEC e da FAEC em modelo de lesbes da mucosa
gastrica, os ratos foram subdivididos aleatoriamente em grupos de seis animais cada
e submetidos a jejum sdlido de 24 horas em gaiola de contencéo, para evitar a
cropofagia (ingestdo das fezes). Durante as primeiras doze horas, tiveram livre
acesso a agua e solucao aquosa de leite condensado (proporcao de 5:1) e somente

a agua nas doze horas subsequentes até uma hora antes da primeira administracao.

Em todos os casos, os experimentos foram conduzidos aproximadamente na mesma
hora do dia, para que ndo houvesse variacoes decorrentes de alteracées no ritmo
diurno na regulagcdo das func¢des gastrintestinais (HEEBA et al., 2009). Todas as
suspensdes dos extratos ou das drogas indometacina, cimetidina ou sucralfato
foram preparadas imediatamente antes da administracdo, utilizando como veiculo
CMC 0,5%. As concentracfes das suspensfes administradas per os foram
ajustadas de maneira que o volume administrado fosse 0 mesmo para todos os
animais (0,5 mL/100g), respeitando-se o limite maximo recomendavel de 1 mL/100g
de massa corporal do animal (OECD, 2001). As suspensOes foram agitadas

vigorosamente antes de cada administragao.

As doses selecionadas para o presente estudo, tanto de etanol (UMAMAHESWARI
et al.,, 2007) e indometacina (NAGAI et al.,, 2009), como dos controles positivos
sucralfato e cimetidina (JORGE et al., 2004; ROZZA et al., 2011), estdo de acordo

com estudos publicados e com experiéncias anteriores do grupo de pesquisa.

Em estudo-piloto, foi verificado que no modelo de inducdo de lesdes por
indometacina, na dose de 40 mg/kg (p.o.), foram necessarias doses maiores de EEC
e FAEC para que o efeito pudesse ser observado, quando comparado ao modelo de
lesdes induzidas por etanol absoluto (5 mL/kg). Sendo assim, EEC e FAEC foram
avaliados nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, no modelo do etanol, e nas doses de

400, 800 e 1200 mg/kg no modelo de indometacina. As doses dos controles
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positivos foram ajustadas para os diferentes modelos sendo também maiores para o
modelo da indometacina (sucralfato, 400 mg/kg e cimetidina, 100 mg/kg) e menores

para o modelo do etanol (sucralfato, 200 mg/kg e cimetidina, 50 mg/kg).

Foi incluido no estudo um grupo controle ndo tratado (intacto) cujos animais
receberam somente CMC 0,5% apoés o periodo de jejum e ndo foram submetidos a
inducao de lesdes, seja por etanol ou indometacina. O grupo intacto foi utilizado com
a finalidade de se avaliar os parametros fisiologicos (pH, caracteristicas histologicas
e volume gastrico) na auséncia de qualquer tratamento, nas mesmas condi¢des
experimentais. Os demais grupos tiveram lesdes géstricas induzidas por etanol ou

indometacina conforme descrito em 4.5.2 e 4.5.3.

4.5.2 Modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol

Para a avaliacdo da atividade do EEC e da FAEC no modelo de lesdes gastricas
induzidas por etanol, foram utilizados seis grupos testes nos quais 0s animais
receberam EEC ou FAEC nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg (p.o.).
Paralelamente, foi utilizado um grupo controle, no qual os animais receberam pré-
tratamento somente com o veiculo (CMC 0,5%), e dois grupos controles positivos,
nos quais o0s animais receberam sucralfato na dose de 200 mg/kg (p.o.) ou
cimetidina na dose de 50 mg/kg (p.o.).

Para a avaliacdo do efeito protetor cumulativo, foram utilizados dois grupos
adicionais que receberam EEC ou FAEC na dose de 200 mg/kg (p.0.), uma vez ao

dia, durante os trés dias que antecederam a inducéo das lesoes.

Uma hora apés os pré-tratamentos, foram administrados 5 mL/kg de etanol absoluto
(p.0.) em cada rato (ROBERT et al., 1983). Uma hora ap0s a administracdo do
etanol, os animais foram eutanasiados em camara de CO,. Em seguida, os
estbmagos foram removidos, abertos ao longo da grande curvatura e lavados
suavemente com solucéo salina (cloreto de sodio 0,9% em 4gua). A mucosa gastrica
foi esticada, com auxilio de alfinetes, sobre plataforma de isopor de espessura de 15

mm. As plataformas contendo os estdmagos foram armazenadas temporariamente
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em recipiente plastico contendo solugédo de formaldeido 10% tamponado (pH 7,2)
para fixacdo e posterior avaliacdo das lesdes e analise histopatologica.

4.5.3 Modelo de lesdes gastricas induzidas por indometacina

Para a avaliacdo da atividade do EEC e da FAEC no modelo de lesdes gastricas
induzidas por indometacina, foram utilizados seis grupos teste nos quais 0s animais
receberam EEC ou FAEC nas doses de 400, 800 ou 1200 mg/kg (p.o.).
Paralelamente, foi utilizado um grupo controle, no qual os animais receberam pré-
tratamento somente com o veiculo (CMC 0,5%), e dois grupos controles positivos,
cujos animais receberam sucralfato na dose de 400 mg/kg (p.o.) ou cimetidina na
dose de 100 mg/kg (p.o.).

Uma hora apos os pré-tratamentos acima descritos, foi administrada suspensao de
indometacina 40 mg/kg (p.0.) em cada rato. Seis horas ap6s a administracdo da
indometacina, os animais foram eutanasiados (GUIDOBONO et al., 1997), sendo

realizado o mesmo procedimento descrito no item 4.5.2.

4.6 Volume e pH géstricos

Apos a retirada dos estbmagos, foi realizada uma pequena incisao proxima ao piloro
para a coleta do conteudo gastrico e posterior determinacdo de volume utilizando
proveta graduada de 10 mL. Para a determinacdo de pH, foram utilizadas fitas
indicadoras Merck® imediatamente apés a abertura dos 6rgdos (JORGE et al.,
2004).
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4.7 Avaliacdo macroscopica das lesfes gastricas

Apoés o periodo de fixacdo, os estbmagos foram fotografados por meio da camera
digital Sony® DSC-H50 9.1 megapixels, a uma distancia de 5,7 cm da mucosa
géastrica e com a funcdo zoom desativada. A area das estrias e focos hemorragicos
(zonas hemorragicas) (ARISAWA et al., 2006) presentes na mucosa gastrica foi
obtida por intermédio do programa KS300 contido no analisador de imagens Carl
Zeiss (Oberkochen, Germany). Os pixels com tons de marrom, referentes as zonas
hemorragicas, foram selecionados para a criagdo de uma imagem binaria e

obtenc&o da area (mm?).

A porcentagem de protecdo foi calculada utilizando-se a area total das zonas
hemorragicas quantificadas (mm?) ap6s cada tratamento, por meio da seguinte
férmula (SULEYMAN et al., 2009):

% de protecdo do tratamento =1 —J ATL-t (mm?) \x 100
mATL-c (mm?)

Onde,
ALT-t: area total de zonas hemorragicas no animal do grupo teste (ou controle
positivo);

MATL-c: média da area total de zonas hemorragicas obtida com o grupo controle

4.8 Analise histopatologica e morfométrica

A porc¢ao glandular da mucosa gastrica foi dividida em quatro fatias paralelas a linha
longitudinal que limita a porcdo glandular e ndo glandular de mucosa gastrica dos
ratos. Os fragmentos obtidos foram desidratados em série crescente de alcoois 70,
80, 90 e 100%, diafanizados em xilol, parafinizados e incluidos em parafina
histoldgica purificada (PF 56-58 °C). Os blocos foram seccionados em micrétomo de
rotacdo manual (American Optical), com espessura de 4 ym e os quatro cortes

histologicos foram corados pela técnica de Acido periddico de Schiff (PAS).
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4.8.1 Analise quantitativa das zonas de necrose superficiais (erosdes) e

Ulceras na mucosa gastrica

Todas as zonas de necrose, das mais superficiais as mais profundas, foram
quantificadas nos quatro cortes histolégicos de cada estdmago. Tais lesGes foram
visualizadas através da objetiva de 4X e digitalizadas com o uso da microcamera
JVC TK-1270/RGB (Tokyo, Japan). As areas de necrose (um?) dos quatro cortes
histologicos foram quantificadas por meio do programa KS300 e somadas para a
obtenc&o da &rea total de necrose (um?) por animal.

A éarea total dos cortes histolégicos (area de parede gastrica) foi determinada atraves
da digitalizacdo das laminas em scanner (HP scanjet 2400), na resolucdo de 300
dpi, da selecdo dos pixels, criacdo da imagem real e célculo da area por meio do
programa KS300 (FAHEL et al., 2010). Para que pudessem ser comparadas, todas
as areas de necrose (Um?) foram normalizadas pela menor area de parede gastrica
detectada (45,3006 mm?). Também foi determinada a porcentagem de necrose por

meio da seguinte férmula:

% necrose = média da area total de necrose (um?) x 100
média da area do corte histolégico (mm?) x 10°

4.8.2 Andlise quantitativa da area de muco gastrico

Todos os cortes histolégicos de cada estdmago, corados pelo PAS, foram
visualizados através da objetiva de 10X para a digitalizacdo de 32 imagens
aleatérias (oito de cada corte) utilizando-se a mesma microcamera. A area PAS
positiva foi calculada utilizando-se o mesmo analisador de imagens mencionado
acima. Em cada imagem, todos os pixels com tons de bonina das regides coradas
pelo PAS foram selecionados para a criacdo de uma imagem binaria e obtencéo da

area em pm?®. Posteriormente, na mesma imagem, todos os pixels da mucosa
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géastrica foram selecionados para a obtencdo da area total de mucosa (um?). A
metodologia empregada para o0 imageamento microscopico, segmentacdo de
imagens e a definicdo das condi¢ées de morfometria foi a descrita por Caliari (1997).

A quantidade de muco na mucosa gastrica foi estimada com a andlise da razéo

entre a area PAS+ e a area de mucosa (UMEGAKI et al., 2010) .Determinou-se o

indice de muco para cada animal por meio da seguinte férmula:

indice de muco (1.M.) = média de 4rea PAS+ nas 32 imagens (um?)

média da area de mucosa nas 32 imagens (um?)

4.9 Analise estatistica

As andlises estatisticas foram realizadas utilizando-se o programa Graph Prism 5.0,
Os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média. A comparacao
entre dois grupos foi realizada empregando-se o teste T de Student ndo pareado.
Para a comparacdo de mais de dois grupos, empregou-se o teste one way ANOVA
seguido de teste para comparacdes multiplas de pequenas amostras. A escolha
desses testes foi realizada de acordo com a dispersdo relativa dos dados na
estatistica descritiva. Dessa forma, foram utilizados os testes de Tukey, quando o
coeficiente de variacdo (CV) < 25%, e o teste de Newman-keus quando CV > 25%.

As diferencas foram consideradas significativas quando p< 0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Toxicidade aguda

A dose de 2000 mg/kg, tanto do EEC como da FAEC, ndo ocasionou 0bito as ratas
Wistar durante o estudo de toxicidade aguda pelo método de classes. Sinais de
toxicidade como perda de massa corporal, inibicdo do crescimento, alteracdes

comportamentais e clinicas graves nao foram observadas.

Observou-se leve reducdo da atividade geral na primeira hora para o0 grupo que
recebeu FAEC, porém essa reducao foi reversivel no periodo de observacao
subsequente (duas horas). Apds oito horas da administracdo de ambos os extratos,
foi detectada constipacéo leve, com reducéo da defecagcédo, quando comparados ao
grupo controle. Tal alteracdo foi reversivel apés 24 horas. Demais sinais de
toxicidade nao foram encontrados nas observacdes diarias realizadas nos treze dias
subsequentes do screening toxicologico (Tabela 3). Sendo assim, o periodo de

observacéo néo precisou ser prolongado.

Ao se avaliar a variacdo da massa corporal, percebeu-se ligeira reducdo de ganho
de massa na primeira semana nas ratas que receberam FAEC, quando comparadas
aos outros grupos (EEC e controle) (Figura 7). No entanto, essa diferenca foi
revertida ao término do experimento (catorze dias). ApGs os catorze dias, houve
ganho de massa em todos os grupos e ndo houve diferencas significativas entre as

massas médias finais (Figura 8).

Quanto ao consumo de agua e alimentos, nenhuma alteracdo foi detectada, tanto na
primeira como na segunda semana. Foi registrado aumento do consumo de agua e

racao para EEC, FAEC e controle de maneira semelhante (Figura 9 e 10).
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TABELA 3 — Sinais observados no teste de toxicidade aguda oral (dose tnica) de EEC e
FAEC em ratas.

Periodo de
Grupo Dose T/IM  observacéo dos Sinais de toxicidade observados
(mg/kg) sinais
EEC 0 3/0 5’ - 14° dia Sem sinais de toxicidade
2000 3/0 5 —8h Sem sinais de toxicidade
8h — 24h Defecacéo (3)
24h - 14° dia Sem sinais de toxicidade
2000 3/0 5 —8h Aspectos normais
8h —24h Defecacéo (3)
24h - 14° dia Sem sinais de toxicidade
FAEC 0 3/0 5’ - 14° dia Sem sinais de toxicidade
2000 3/0 10’ —1h Atividade geral (3)
2h —8h Sem sinais de toxicidade
8h —24h Defecacéo (3)
24h - 14° dia Sem sinais de toxicidade
2000 3/0 10’ —1h Atividade geral (3)
2h —8h Sem sinais de toxicidade
8h — 24h Defecacéo (3)
24h - 14° dia Sem sinais de toxicidade

Nota:T/M = nimero de ratos tratados / nimero de mortes. Observac¢des apds administracdo = 5 min,
15, 30, 45 minutos, 1, 2,3, 4, 8, 24 hora, e diariamente até o 14° dia. Escore normal: atividade geral
(4), defecacao (4).
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Figura 7 — Ganho de massa corporal de ratas apds sete dias no teste de toxicidade aguda.
Os grupos testes receberam dose Unica de 2000 mg/kg de EEC e FAEC e o grupo controle
recebeu o veiculo (CMC 0,5%). As barras representam o erro padrdo da média. (N=6 animais
por grupo) * significativamente diferente do grupo controle. Teste Tukey’s (p<0,05).
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Figura 8 — variagcdo da massa corporal de ratas durante catorze dias no teste de toxicidade
aguda. Os grupos teste receberam dose Unica de 2000 mg/kg de EEC e FAEC e o0 grupo
controle recebeu o veiculo (CMC 0,5%). Cada ponto representa a média de seis animais. As
barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 9 — Consumo de agua por ratas durante catorze dias no teste de toxicidade aguda. Os
grupos teste receberam dose Unica de 2000 mg/kg de EEC e FAEC e o grupo controle recebeu
o veiculo (CMC 0,5%). Cada ponto representa a média de seis animais. As barras representam
0 erro padrdo da média.
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Figura 10 — Consumo de ragéo por ratas durante catorze dias no teste de toxicidade aguda.
Os grupos teste receberam dose Unica de 2000 mg/kg de EEC e FAEC e o grupo controle
recebeu o veiculo (CMC 0,5%). Cada ponto representa a média de seis animais. As barras
representam o erro padrdao da média.
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Como o0s extratos ndo ocasionaram Obito aos animais, ao fim do periodo de
observacéo de catorze dias os mesmos foram eutanasiados. Os érgaos de todos os
animais dos grupos EEC e FAEC submetidos a eutanasia apresentaram os mesmos
aspectos morfolégicos macroscopicos daqueles do grupo controle. Nao foram
detectadas alteragces na estrutura, rigidez ou coloracdo das superficies dos 6rgaos

avaliados macroscopicamente.

Para que as massas dos 6rgdos pudessem ser comparadas, as massas relativas
(peso do érgao para 200g de animal) foram calculadas e se encontram descritas no
Apéndice B. Nao foram detectadas diferencas significativas entre as massas do
baco, rins, estbmago, coracdo e cérebro dos grupos tratados com EEC e FAEC
guando comparados ao grupo controle (Figura 11 e 12). Ja as massas relativas do
figado e dos pulmdes foram ligeiramente menores para ambos 0S Qrupos.
Intestinos, pancreas, aparelho reprodutor e esb6fago ndo tiveram as massas

determinadas, pois foi coletado apenas um segmento desses 6rgaos.
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Figura 11 — Avaliagdo da massa do figado, bago e rins (g/200g animal) de ratas ap6s catorze
dias, no teste de toxicidade aguda. Os grupos teste receberam dose Unica de 2000 mg/kg de
EEC e FAEC e o grupo controle (C) recebeu o veiculo (CMC 0,5%). As barras representam o
erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo) * significativamente diferente do grupo
controle. Teste Tukey’s (p<0,05).
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Figura 12 — Avaliagdo da massa do coragdo, pulmdes, estbmago e cérebro (g/200g animal)
de ratas apo6s catorze dias, no teste de toxicidade aguda. Os grupos teste receberam dose
Unica de 2000 mg/kg de EEC e FAEC e o grupo controle (C) recebeu o veiculo (CMC 0,5%). As
barras representam o erro padrao da média. (N=6 animais por grupo). * significativamente
diferente do grupo controle. Teste Tukey’s (p<0,05).

5.2 Modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol

A administracdo oral de etanol absoluto produziu lesées na mucosa gastrica dos
ratos do grupo controle que puderam ser visualizadas macroscopicamente como
estrias hemorragicas. Ndo foram observadas alteracdes na zona cérdica ou cornea.
Esta apresentou aspecto morfolégico macroscoépico translicido e cor levemente
acinzentada tanto para o grupo controle como para os demais grupos (Figura 13). A
atividade protetora de EEC e FAEC foi evidenciada pela reducédo significativa da

area de lesao (Tabela 4, Figura 14). O efeito observado foi dose-dependente.

Neste modelo, as porcentagens de protecéo induzida por EEC e FAEC, na dose de
100 mg/kg, foram de 68,8% e 90,9%, respectivamente. As doses de 200 e 400
mg/kg produziram protecao superior a 93%. A protecao induzida pela dose de 400
mg/kg foi de 99,6% para EEC e 99,9% para FAEC (Tabela 4). Em alguns animais
desse mesmo grupo ndo foram encontradas lesGes macroscopicas que pudessem

ser quantificadas, embora a mucosa gastrica apresentasse aspecto levemente



62

hiperemiado com petéquias em toda sua extensdo, visualizadas logo apls a
necropsia. Nos grupos que receberam as doses de 400 mg/kg de EEC e FAEC,
puderam ser observadas manchas decorrentes da prépria coloracdo dos extratos

(verde escuro).

De maneira semelhante, a administracdo per os de sucralfato 200 mg/kg ou
cimetidina 50 mg/kg diminuiu o dano gastrico, e a protecao exercida foi de 98,6% e

47,7%, respectivamente (Tabela 4).

Os tratamentos com EEC 200 mg/kg ou com FAEC 200 mg/kg por trés dias
consecutivos antecedendo a inducédo das lesGes por etanol (dose Unica diaria) ndo
apresentaram vantagem terapéutica quando comparados aos tratamentos com dose

Unica, uma hora antes da administragcao do etanol (Figura 15).

N&o houve diferenca significativa entre o pH gastrico do grupo intacto (pH 3,1) e os
grupos tratados com sucralfato 200 mg/kg, EEC ou FAEC. Foi verificado aumento
para os animais do grupo controle (pH 5,8) ou tratados com cimetidina 50 mg/kg (pH
7,7) (Tabela 4).

Os animais tratados com EEC 400 mg/kg e FAEC 200 e 400 mg/kg apresentaram
volumes gastricos equiparaveis aos animais intactos (1,3 mL). Verificou-se aumento

para os animais do grupo controle (2,6 mL) ou demais tratamentos (Tabela 4).
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Figura 13 — Aspecto macroscoépico dos estdémagos dos ratos. Modelo experimental: lesdes
gastricas induzidas por etanol. (A) grupo controle, veiculo (CMC 0,5%); (B) grupo intacto, ndo
recebeu etanol; (C) EEC, 100 mg/kg; (D) FAEC, 100 mg/kg; (E) EEC, 200 mg/kg; (F) FAEC, 200
mg/kg; (G) EEC 400 mg/kg; (H) FAEC 400 mg/kg; (I) sucralfato, 200 mg/kg, (J) cimetidina 50
mg/kg.
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TABELA 4 - Efeitos induzidos pela administragdo per os de EEC e FAEC (100, 200 ou 400
mg/kg), sucralfato (200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) sobre o volume,
pH e areas de lesdes gastricas (zonas hemorragicas) induzidas por etanol absoluto.

Dose AreaNde Protecéo Vplur_ne
Grupo (mg/kg) Iesag (%) pH gastrico
(mm?) (mL)
Intacto - - - 3,1+0,1 1,3+0,1
Controle - 90,7 + 8,6 - 58+05  2,6+0,1°
EEC 100 28,3+2,7° 68,8 4,4 +0,7 3,0+0,2°
FAEC 100 8,3+0,5° 90,9 38+08 25+0,2°
EEC 200 57 +2,7° 93,7 42+0,7 24+0.2°
FAEC 200 48+1,2° 94,7 43+0,9 1,9+0,3
EEC 400 0,41 +0,22° 99,6 43+0,6 1,9+0,3
FAEC 400 0,06 + 0,04° 99,9 28+0,5 1,9+0,1
Sucralfato 200 1,30 + 0,71° 98,6 42+06  24+0.1°
Cimetidina 50 47,4 + 8,6° 47,7 77+02° 27+0,3°

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. Médias seguidas por letras distintas
diferem estatisticamente; ® significativamente diferente do grupo intacto (que ndo recebeu etanol).
Teste Newman-Keus (p<0,05) (N=6 animais por grupo)

— 100+ — 1004
tig “ig
E E
w
e 8
o

= b ) b
© &
= =
S 50+ 5 so-
E £
o ]
= =
© ®
S c 5
~ = c c N c c

0- T T T e T

controle 100 200 400 sucralf cimetidina controle 100 200 400 sucralf cimetidina
EEC (mg/kg) FAEC (mg/kg)

Figura 14 — Area de zonas hemorragicas (mm?) em estdmago de ratos submetidos a inducéo
de lesdes gastricas por etanol, apés administracdo p.o. de EEC e FAEC nas doses de 100, 200
ou 400 mg/kg, sucralfato (200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou veiculo (controle). As barras
representam o erro padrao da média. (N=6 animais por grupo). Letras minuUsculas distintas
diferem estatisticamente - teste Newman-Keus (p<0,05).
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Figura 15 — Area de zonas hemorréagicas (mmz) em estdmago de ratos submetidos a inducéo
de lesBes géstricas por etanol, apdés administracdo p.o. de EEC e FAEC na dose de 200 mg/kg,
em dose Unica diaria ou por trés dias consecutivos, antecedendo a inducdo das lesdes. As
barras representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo). Ndo houve diferenga
significativa entre os grupos —teste Newman-Keuls (p<0,05).

Os resultados da avaliacdo macroscépica foram consistentes com a avaliacdo
microscoépica. Foram observadas regifes extensas de necrose na por¢cado glandular
da mucosa gastrica dos ratos do grupo controle. Em algumas regides, zonas de
necrose profundas puderam ser detectadas, nas quais houve comprometimento do
tecido até a camada submucosa ou muscular da mucosa com perda da arquitetura

tecidual (Figura 16).

As areas e porcentagem de necrose e areas de parede gastrica foram quantificadas
e se encontram descritas no Apéncice C. A protecdo gastrica induzida por
sucralfato, cimetidina, EEC e FAEC foi perceptivel também em nivel microscopico,
sendo observada reducgdo significativa da area de necrose em todos 0S grupos
(Figura 17). A porcentagem de necrose na parede gastrica foi de 4,95% para 0s
animais do grupo controle e de 2,09% e para os animais tratados com EEC na dose
de 100 mg/kg e de 0,52% quando tratados com FAEC, nessa mesma dose. Ja a
administracédo per os de EEC e FAEC na dose de 400 mg/kg, reduziu a porcentagem
de necrose para 0,25 e 0,02%, respectivamente. Nos ratos tratados com cimetidina

e sucralfato, foi de verificado, respectivamente, 2,50% e 0,16% de necrose.
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Figura 17 — Area de necrose (umz) na mucosa gastrica de ratos submetidos a inducéo de
lesBes por etanol, ap6s administracdo p.o. de EEC e FAEC nas doses de 100, 200 ou 400
mg/kg, sucralfato (200mg/kg), cimetidina (50mg/kg) ou veiculo (controle). As barras
representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo). Letras minUsculas distintas
diferem estatisticamente - teste Newman-Keus (p<0,05).

Na andlise microscopica, verificou-se a diminuicdo da area total de mucosa gastrica
em todos os grupos de animais que receberam etanol quando comparados ao grupo
de animais intactos. Nao houve diferencas entre os grupos controle e tratados com

EEC, FAEC, sucralfato ou cimetidina (Figura 18, Apéndice D).
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Figura 18 — Area de mucosa gastrica (umz) de ratos néo tratados (intacto) e submetidos a
inducédo de lesdes por etanol, apds administracédo p.o. de EEC e FAEC (400 mg/kg), sucralfato
(200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou veiculo (controle). As barras representam o erro padrao
da média. (N=6 animais por grupo). *significativamente diferente do grupo controle — teste
Newman-Keuls (p<0,05).
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O muco géstrico pode ser observado em tons de bonina, por meio da coloracdo PAS
(Figura 19). A quantificacdo das areas de mucossubstancias coradas pelo PAS
(PAS+) se encontra descrita no Apéndice D. Observa-se diminuicdo significativa
para o grupo controle quando comparado ao grupo intacto. Com excecéao de FAEC
400 mg/kg, a administracdo dos demais tratamentos, inclusive dos controles
positivos, ndo foi capaz de reverter essa diminuicdo. O I.M. foi maior para intacto e
FAEC 400 mg/kg e similar para controle, sucralfato, cimetidina e EEC (todas as
doses) e FAEC (100 e 200 mg/kg) (Figura 20 e 21).

Ao se analisar comparativamente a distribuicdo da coloracdo PAS+ nas fatias dos
cortes histoldgicos, pode ser percebida diferenca significativa entre a primeira e
guarta fatia dos animais do grupo intacto e do grupo que recebeu FAEC 400 mg/kg.
Apesar disso, os valores de I|.M. foram comparaveis para esses grupos. Foi
encontrada diminuicdo da porcentagem de coloracdo PAS+ na primeira fatia dos
animais tratados com FAEC 400 mg/kg quando comparado ao grupo intacto. Essa
diminuicdo foi compensada por aumento na quarta fatia (Figura 22), de modo que
as meédias do total de areas coradas pelo PAS foram similares. Ndo houve
diferencas significativas entre a segunda e terceira fatia dos grupos de animais
intactos e tratados com FAEC 400 mg/kg.
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Figura 19 — Fotomicrografias da regido glandular dos estémagos de ratos, evidenciando o
efeito sobre o muco gastrico, corado pelo PAS. Modelo experimental: lesdes gastricas
induzidas por etanol. (A) grupo intacto, ndo recebeu etanol; (B) grupo controle, veiculo (CMC
0,5%); (C) EEC, 400 mg/kg; (D) FAEC, 400 mg/kg; (E) sucralfato, 200 mg/kg; (F) cimetidina 50
mg/kg. (PAS, 100x)
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Figura 20 — indice de muco (I.M.) de ratos ndo tratados (intacto) e submetidos a indugéo de
lesGes géstricas por etanol, ap6és administracdo p.o. de EEC (200 mg/kg), FAEC (400 mg/kg),
sucralfato (200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou veiculo (controle). As barras representam o
erro padrao da média. (N=6 animais por grupo). *significativamente diferente do grupo controle
—teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 21 — indice de muco (I.M.) de ratos submetidos & indugdo de lesdes gastricas por
etanol, apés administracdo p.o. de EEC ou FAEC nas dose de 100, 200 ou 400 mg/kg ou veiculo
(controle). As barras representam o0 erro padrao da média. (N=6 animais por grupo).
*significativamente diferente do grupo controle — teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 22 — Distribui¢éo da coloragdo PAS+ nas fatias 1 e 4 da mucosa géstrica de ratos néo
tratados (intacto) e submetidos a inducdo de lesdes por etanol, apés administracdo p.o. de
FAEC na dose 400 mg/kg. 100% = area total corada por PAS. As barras representam o erro
padrdo da média. (N=6 animais por grupo). Letras minuUsculas distintas diferem
estatisticamente - teste Newman-Keuls (p<0,05) (n=6 animais por grupo).

5.3 Modelo de lesdes géstricas induzidas por indometacina

A administracdo per os de indometacina 40 mg/kg induziu lesGes gastricas nos ratos
do grupo controle que puderam ser visualizadas macroscopicamente como focos
hemorragicos distribuidos em toda a extensdo da mucosa. Também ndo foram

observadas altera¢ges na zona cardica ou cornea (Figura 23).

A atividade protetora de EEC e FAEC foi evidenciada pela reducéo significativa da
area de zonas hemorragicas (Tabela 5, Figura 24). O efeito observado foi dose-
dependente. Nesse modelo, a porcentagem de protecéo induzida por EEC e FAEC
foi respectivamente de 67,0% e 32,3% (400 mg/kg); 89,2% e 74,7% (800 mg/kg) e
98,8% e 98,1% (1200 mg/kg). Os tratamentos com administragdo per os de
sucralfato (400mg/kg) e cimetidina (100mg/kg) também diminuiram o dano gastrico e

a protecéo exercida foi de 81,3% e 95,0%, respectivamente (Tabela 5).
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Figura 23 — Aspecto macroscopico dos estdbmagos dos ratos. Modelo experimental: lesées
gastricas induzidas por indometacina 40 mg/kg p.o.. (A) grupo controle, veiculo (CMC 0,5%);
(B) grupo intacto, ndo recebeu indometacina; (C) EEC, 400 mg/kg; (D) FAEC, 400 mg/kg; (E)
EEC, 800 mg/kg; (F) FAEC, 800 mg/kg; (G) EEC, 1200 mg/kg; (H) FAEC, 1200 mg/kg; (I)
sucralfato, 400 mg/kg, (J) cimetidina 100 mg/kg.
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TABELA 5 - Efeitos da administrac&o per os de EEC e FAEC (400, 800 ou 1200 mg/kg),
sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) sobre o pH e areas de
lesdes géstricas (zonas hemorragicas) induzidas por indometacina (40 mg/kg).

Dose AreaNde Protecéo
Grupo leséo o pH
(mg/kg) (mm?) (%)

Intacto - - - 3,1+0,1
Controle - 11,78 + 1,14° - 3,4+0,2
EEC 400 3,89 + 0,52° 67,0 3,0+0,4
FAEC 400 7,98 + 0,96° 32,3 39+0,2
EEC 800 1,27 + 0,4° 89,2 35+0,2
FAEC 800 2,98 + 1,2 74,7 45+0,2°
EEC 1200 0,14 + 0,09° 98,8 42+0,2
FAEC 1200 0,22 + 0,16 98,1 45 +0,2°
Sucralfato 400 2,21 + 0,74 81,2 42+0,3
Cimetidina 100 0,59 + 0,30° 95,0 4,9+0,5°

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas diferem estatisticamente.(N=6 animais por grupo); s significativamente diferente do grupo

intacto (que ndo recebeu indometacina). teste Newman-Keus (p<0,05)
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Figura 24 — Area de zonas hemorragicas (mm? na mucosa gastrica de ratos submetidos a
inducéo de lesdes por indometacina 40 mg/kg p.o., ap0s administracédo p.o. de EEC ou FAEC
nas doses de 400, 800 ou 1200 mg/kg, sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou
veiculo (controle). As barras representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo).
Letras minUsculas distintas diferem estatisticamente - teste Newman-Keus (p<0,05).
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Quanto a avaliacdo do pH gastrico, foi verificado discreto aumento para os animais
tratados com cimetidina 100 mg/kg (pH 4,9) e com FAEC nas doses de 800 mg/kg
(pH 4,5) e 1200 mg/kg (pH 4,5), diferindo estatisticamente do grupo intacto (pH 3,1).
Os demais grupos apresentaram pH gastrico similar ao grupo intacto (Tabela 5). No
presente modelo, o volume gastrico nao foi aferido, pois os animais tiveram livre

acesso a agua uma hora apoés a inducgéo das lesoes.

Na analise microscopica, foram observadas regibes de necrose e erosées desde
moderadas a profundas na por¢éo glandular da mucosa géstrica dos ratos do grupo
controle. Na analise histopatoldgica, foi possivel visualizar a perda da arquitetura

tecidual, com destacamento do tecido (Figura 25).
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Figura 25 — Fotomicrografias da regido glandular dos estdémagos de ratos, evidenciando
regido de necrose. Modelo experimental: lesdes géstricas induzidas por indometacina 40
mg/kg p.o.. (N) Necrose. (A) grupo intacto, ndo recebeu etanol; (B) grupo controle, veiculo
(CMC 0,5%); (C) EEC, 400 mg/kg; (D) FAEC, 400 mg/kg; (E) sucralfato, 400 mg/kg; (F)
cimetidina, 100 mg/kg. (PAS, 100x)



76

Os resultados da avaliagdo macroscopica foram consistentes com a avaliagdo
microscoépicas. A protecao gastrica foi perceptivel também em nivel microscépico ao

se comparar a reducédo das areas de necrose tecidual (Figura 26).

As areas e porcentagem de necrose e areas de parede gastrica foram quantificadas

e se encontram descritas no Apéncice E.
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Figura 26 — Area de necrose (umz) na mucosa gastrica de ratos submetidos a inducédo de
lesGes por indometacina 40 mg/kg p.o. apés administragdo p.o. de EEC ou FAEC (400, 800 ou
1200 mg/kg), sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou veiculo (controle). As barras
representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo). Letras minUsculas distintas
diferem estatisticamente - teste Newman-Keus (p<0,05).

O muco gastrico pode ser observado em tons de bonina, por meio da coloracdo PAS
(Figura 27). A administragdo per os de indometacina induziu redugdo da area de
mucossubstancias coradas pelo PAS (PAS+) em todos os grupos tratados e
controles, quando comparados ao grupo de animais intactos (Apéndice F). As
administracdes per os de EEC e FAEC nas doses de 400, 800 ou 1200 mg/kg, bem
como de sucralfato (400 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg) ndo induziram efeito
sobre I.M. (Figura 28). Nao houve diferenca da &rea total de mucosa gastrica entre

os grupos (Figura 29).
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Figura 27 — Fotomicrografias da regido glandular dos estdémagos de ratos, evidenciando o
efeito sobre o muco gastrico corado pelo PAS. Modelo experimental: lesbes gastricas
induzidas por indometacina 40 mg/kg p.o..(A) grupo intacto, ndo recebeu etanol; (B) grupo
controle, veiculo (CMC 0,5%); (C) EEC, 1200 mg/kg; (D) FAEC, 1200 mg/kg; (E) sucralfato, 400
mg/kg, (F) cimetidina 100 mg/kg. (PAS, 100x)
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Figura 28 — indice de muco (I.M.) de ratos néo tratados (intacto) e submetidos a indugdo de
lesGes gastricas por indometacina 40 mg/kg p.o. apés administragcdo p.o. de EEC ou FAEC na
dose de 1200 mg/kg, sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou veiculo (controle). As
barras representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo). *significativamente
diferente do grupo controle — teste Newman-Keuls (p<0,05).
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Figura 29 — Area de mucosa gastrica (umz) de ratos néo tratados (intacto) e submetidos a
inducédo de lesbes gastricas por indometacina 40 mg/kg p.o. apés administracédo p.o. de EEC e
FAEC na dose de 1200 mg/kg, sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou veiculo
(controle). As barras representam o erro padrdo da média. (N=6 animais por grupo). Ndo houve
diferenca significativa entre os grupos. Teste Newman-Keuls (p<0,05).
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5.4 Analise comparativa entre modelos

A partir dos resultados obtidos na analise macroscopica, foram construidas curvas
dose-resposta de EEC e FAEC, plotando-se a area das zonas hemorragicas (mm?)
ou a porcentagem de protecao (%) versus log da dose para os modelos de lesdes

gastricas induzidas por etanol (Figura 30) ou indometacina (Figura 31).
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Figura 30 — Curva dose-resposta de EEC e FAEC em modelo de lesdes gastricas induzidas
por etanol em ratos. Doses: 100, 200 ou 400 mg/kg. Resposta expressa em area de lesdo em
mm? (A) e % de protecéo (B). As barras representam o erro padrdo da média.
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Figura 31 — Curva dose-resposta de EEC e FAEC em modelo de lesdes gastricas induzidas
por indometacina 40 mg/kg p.o. em ratos. Doses: 400, 800 ou 1200 mg/kg. Resposta expressa
em éarea de lesdo em mm® (A) e % de protecao (B). As barras representam o erro padrdo da

média.



81

A diferenga de protecdo obtida com EEC e FAEC foi mais acentuada para as
menores doses avaliadas, ou seja, 100 mg/kg, para modelo do etanol e 400 mg/kg,
para modelo da indometacina. Nessas doses, verifica-se maior protecdo gastrica

com FAEC no modelo do etanol e com EEC no modelo da indometacina (Figura 32).
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Figura 32 — Porcentagem de proteg&o gastrica (%) em ratos submetidos a inducéo de lesdes
por etanol e indometacina 40 mg/kg p.o, apés administragao p.o. de EEC ou FAEC nas doses
de 100 mg/kg ou 400 mg/kg. As barras representam o erro padrdo da média (N=6 animais por
grupo). *diferenca significativa entre os grupos —teste T-Student ndo pareado (p<0,05).
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6 DISCUSSAO

6.1 Toxicidade aguda

Devido a auséncia de 6bito no estudo de toxicidade aguda, assim como auséncia de
sinais clinicos e alteragcbes comportamentais graves ou moderadas no screening
toxicoldgico, EEC e FAEC foram enquadradas na Classe 5 (droga com DLsg superior
a 2000 mg/kg e menor que 5000 mg/kg), sendo considerada de baixa toxicidade
aguda. O uso tradicional (MARKMAN et al., 2004; DICKEL et al., 2007),
conhecimento do perfil fitoquimico (OSORIO et al.,, 2006; BARBOSA, 2009),
auséncia de substancias potencialmente téxicas, tais como alcaloides pirrolidinicos
(BARBOSA, 2009), além do conhecimento cientifico de outras espécies da familia
Myrtaceae (UGBABE et al., 2010; YELE e VEERANJANEYULU, 2010) e do género
Campomanesia (MARKMAN et al., 2004; CARDOSO et al., 2008) deram suporte a
escolha da dose inicial de 2000 mg/kg para o estudo de toxicidade aguda dos
extratos de C. lineatifolia pelo método de classes, sendo essa a dose maxima
recomendada pelo Guia 423 (OECD, 2001b).

A constipagdo leve induzida por ambos os extratos estid de acordo com 0 usO
tradicional como antidiarreico de espécies do género (PIO CORREA, 1952, apud
DICKEL et al., 2007). Como essa alteracao foi leve e reversivel apds algumas horas,
nao foi considerada indicativa de toxicidade aguda relevante. No entanto, seria
interessante uma avaliacdo especifica do efeito induzido pelos extratos sobre a
defecagdo de animais sadios ou em estados patologicos. Foi revelado que a
quercitrina, uma das substancias flavonoidicas presente nos extratos, possui
atividade no modelo de colite experimental em ratos, nas doses de 1 e 5 mg/kg
(DEMEDINA et al., 1996). A quercitrina também apresentou atividade, na dose de 50
mg/kg, em modelo de diarreia induzida por 6leo de ricino e polietilenoglicol em
camundongos (GALVEZ et al., 1993). Dessa forma, essa pode ser uma possivel

nova aplicacéo do extrato, também relacionada ao TGI.

A reducao da atividade geral, detectada na primeira hora, do grupo de animais que
recebeu FAEC foi leve e reversivel na segunda hora. Sendo assim, ndo foi

considerada um sinal de toxicidade aguda relevante. A FAEC, por ser um produto
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de particdo de EEC, contém menor numero de substancias que, por sua vez, estao
presentes em maior concentracdo. E possivel que uma ou mais dessas substancias
possam induzir efeito sedativo leve que sé possa ser observado no grupo de ratas
tratadas com FAEC devido a maior dose relativa de substancia ativa nessa fracao
em relacdo ao EEC. Isso possibilitaria atingir a concentragdo minima efetiva, isto é,
a concentracdo a partir da qual o efeito € observado. A atividade sedativa de
glicosideos de flavonol é uma propriedade previamente descrita na literatura.
Quercitrina e isoquercitrina foram avaliadas por Kang et al. (2000), e ambos os
compostos aumentaram o tempo de sonoléncia induzido por pentobarbital em

camundongos de maneira dose-dependente.

No estudo de toxicidade aguda foi também observado que o grupo tratado com
FAEC apresentou ligeira redu¢cdo no ganho de massa corporal na primeira semana.
Tal reducao foi também reversivel, sendo que, ao final do experimento, os animais
desse grupo apresentaram massa corporal média equiparavel aguela dos animais
controle ou do grupo EEC. A variacdo de massa corporal e o0 consumo de agua e
racdo sdo dados de facil obtencdo, mas sao varidveis de extrema importancia no
que se refere a toxicidade. Um rato saudavel pode ingerir até 20 g de alimento seco
por dia, equivalente a 50 kcal. Alteracbes na massa e consumo de agua e alimentos
de modo diferente do esperado podem ser sinal do desenvolvimento de doencas e
alteracdes tanto centrais como periféricas (SUCKOW et al., 2006). Existem registros
na medicina tradicional do uso de espécies do género Campomanesia para perda de
peso (DICKEL et al., 2007). Além disso, Biavatti et al. (2004) demonstraram que
ratos submetidos a dieta hipercal6érica e tratados com infusdo aquosa de
Campomanesia xanthocarpa por quatro semanas apresentaram menor ganho de

massa quando comparados ao grupo controle.

Outro parametro que indica a seguranca do EEC e da FAEC foi a auséncia de
alteracdes morfolégicas nos 6rgdos avaliados. Além disso, ndo houve aumento da

massa relativa do baco, rins, figado, pulmdes, cérebro e estdmago.

A menor massa relativa dos pulmdes e figado dos animais tratados com EEC e
FAEC, embora estatisticamente diferente do grupo controle, ndo sugere uma

alteracdo clinicamente importante no que se refere a toxicidade aguda. Nos estudos
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de toxicidade, é mais comum observar o aumento da massa relativa dos 6rgaos
como sinal de alteracdes estruturais decorrentes da toxicidade da preparagao
avaliada (DIALLO et al., 2010; BEVILACQUA et al., 2011). O aumento da massa
tecidual pode caracterizar uma resposta inespecifica do organismo frente a droga e
pode ocorrer devido a formacdo de edema, nodulos ou expansao fibrosa, por
exemplo (BOGLIOLO, 2006). Cabe também ressaltar que alteracdes pulmonares
podem ser decorrentes de aspiracdo de particulas durante a administracao
intragastrica e, por isso, devem ser analisadas com cautela (BROWN et al., 2000;
SUCKOW et al., 2006). EEC e FAEC sao extratos parcialmente solUveis nas
concentracdes utilizadas nesse estudo, o que implica em maior nimero de particulas
presentes nessas suspensdes passiveis de aspiracdo pulmonar quando comparadas

ao veiculo somente (CMC 0,5%).

A similaridade entre a maioria dos parametros e variaveis avaliadas no estudo de
toxicidade aguda sugere que o EEC e a FAEC possuem perfis de seguranca

similares.

6.2 Atividade farmacolégica

A quantificacdo de lesbBes gastricas em ratos € um método amplamente utilizado
para se avaliar atividade gastroprotetora tanto de substancias sintéticas como de
produtos naturais (CHANDRANATH et al., 2002; ALQASOUMI et al., 2009;
ARAWWAWALA et al., 2010). No presente estudo, o efeito gastroprotetor de EEC e
FAEC foi evidenciado pela inibicdo significativa das areas de zonas hemorragicas e
de necrose induzidas tanto por etanol, como por indometacina. O extrato e a fracao
reduziram as lesdes gastricas de maneira significativa em ambos os modelos,

inclusive nas doses mais baixas.

A atividade antiulcerogénica de extratos vegetais contendo flavonoides é reportada
com frequéncia em modelos experimentais de Ulcera gastrica (LEWIS et al., 1999;
JORGE et al., 2004; ZAMORA et al., 2008; ALQASOUMI et al., 2009; POTRICH et
al., 2010). Markman et al. (2004) avaliaram a atividade gastroprotetora de um extrato

de Campomanesia xanthocarpa obtido de maneira semelhante ao EEC, por
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percolagdo com etanol e secagem em temperatura de 40 a 45 °C. Nesse estudo, 0
rendimento extrativo reportado para o extrato C. xanthocarpa foi igualmente
semelhante (18,2%) ao extrato de C. lineatifolia utilizado no presente estudo
(23,6%). Com a dose de 400 mg/kg de C. xanthocarpa, foi obtido 62,0% de
protecdo no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol (Markman et al., 2004).
No presente estudo, o resultado obtido com EEC, também na dose de 400 mg/kg, foi
superior (99,6%), o que pode ser indicativo da maior atividade da espécia C.
linatifolia quando comparada a C. xanthocarpa nesse modelo.

No modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol, verificaram-se extensas zonas
hemorraricas e areas de necrose na mucosa gastrica dos animais controle, o que
comprova a gastrotoxicidade desse agente. Um dos principais mecanismos
atribuidos para o efeito gastrotoxico do etanol € a alteracdo da homeostase celular
gastrica com dano tecidual resultante de sua acao direta na mucosa e formacao de
RLs e EROs (ROZZA et al, 2011.; REPETTO e LLESUY, 2002). Os RLs e EROs
sdo produzidos por acdo direta (ataque oxidativo) ou indireta (consequéncias dos
mecanismos de defesa celular). Grande variedade de biomoléculas organicas, como
vitaminas A, C e E, aminoacidos e GSH reagem com radicais produzindo um
segundo radical menos reativo que o primeiro. Por isso, muitos autores consideram
essas substancias como sequestradores ou antioxidantes naturais que podem
proteger o organismo contra os efeitos deletérios dos radicais decorrentes de
processos patolégicos (ROBERFROID e CALDERON, 1995). Os resultados obtidos
no presente estudo, no modelo de lesGes gastricas induzidas por etanol, estdo de
acordo com o potencial antioxidante in vitro obtido anteriormente (BARBOSA, 2009).
Sugere-se que a maior protecéo induzida pela FAEC (90,9%) quando comparado ao
EEC (68,8%), na dose de 100 mg/kg, pode estar relacionada ao seu maior teor de
flavonoides e maior potencial antioxidante (BARBOSA, 2009).

A protecdo exercida por EEC (93,7%) e FAEC (94,7%) foi equivalente a protecéo
exercida pelo sucralfato (98,6%) na dose de 200 mg/kg. Os resultados obtidos para
0 sucralfato no modelo do etanol estdo de acordo com os dados encontrados na
literatura (ARISAWA et al., 2006; ARAWWAWALA et al., 2010). Foi reportado que o
sucralfato exerce efeito protetor e acelera a cicatrizagdo das lesdes gastricas ao

estabilizar e adsorver varios fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento
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de fibroblastos (ARISAWA et al., 2006). Outros mecanismos pelos quais o sucralfato
exerce a citoprotecdo gastrica incluem a supressao de necrose in vitro (HOSHINO et
al., 2003) e a prevencao da diminuicdo do fluxo sanguineo induzida pelo etanol que
€ mediada pelo aumento das concentracdes de PGs e NO (KONTUREK et al.,
1992).

Para a cimetidina, na dose de 50 mg/kg, a protecdo obtida (47,7%) foi menor que
aguelas induzidas por todas as doses de EEC ou FAEC. De acordo com alguns
estudos, as lesfes induzidas por etanol sdo inibidas principalmente por agentes que
aumentam a defesa da mucosa gastrica (MALAIRAJAN et al., 2007). A cimetidina &
um antagonista de receptor H, e produz seus efeitos principalmente por meio da
inibicdo da secrecdo acida (SCHUBERT e PEURA, 2008; GUSTAFSON e
WELLING, 2010). E bem estabelecido que &cido intragastrico exerce papel
importante na progressao das lesdes (SCHUBERT e PEURA, 2008).

Alguns trabalhos relatam a auséncia de efeito induzido pelos agentes
antissecretores frente a agressdo por etanol. Contudo, essa auséncia pode ser
explicada pelo uso do etanol acidificado (EtOH-HCI) como agente agressor
(ARISAWA et al.,, 2006). Sendo assim, a cimetidina ndo induz efeito direto na
reducdo das lesdes induzidas por etanol, mas efeito indireto, ao impedir o
agravamento das lesGes formadas por diminuicdo da retrodifusdo acida, que é
acentuada nas células danificadas. Isso explica a menor protecdo exercida pela
cimetidina no modelo do etanol. A boa resposta obtida por EEC e FAEC nesse
mesmo modelo indica que os extratos atuam provavelmente aumentando a defesa
da mucosa gastrica. Diante de caracteristicas inerentes do proprio modelo
experimental de lesGes gastricas induzidas por etanol, como o curto periodo de
tempo entre a administracdo dos agentes gastroprotetor e agressor e da eutanasia

dos animais, parece claro que a acao local (tépica) de EEC e FAEC é importante.

O pré-tratamento com todas as doses de EEC e FAEC também resultou na reducao
substancial das lesGes gastricas induzidas por indometacina. A indometacina € um
AINE que se tornou de primeira escolha em modelos experimentais de Ulcera
gastrica devido ao seu alto potencial ulcerogénico quando comparado a outros

AINEs. Embora seu mecanismo de acdo ulcerogénico nao esteja totalmente
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esclarecido, acredita-se que a indometacina e outros AINEs induzam o dano gastrico
principalmente devido aos seus efeitos sistémicos, ou seja, ao inibir as enzimas
COX-1 e COX-2, reduzindo assim as concentracdes locais de PGs (SULEYMAN et
al., 2010).

O efeito protetor géastrico induzido pelas PGs é exercido por meio de reducdo da
secrecdo acida, aumento da producdo de muco, bicarbonato e fatores de
crescimento. Outros mecanismos descritos na literatura para farmacos capazes de
reduzir lesbes gastricas induzidas por indometacina incluem aumento de NO,
inibicdo de granuldcito elastase, abertura de canais de potassio ATP dependentes,
reducdo das concentracfes de adrenalina e proteinas de choque térmico (VANE e
BOTTING, 1998; WALLACE, 2008; MUSUMBA et al., 2009).

O papel dos EROs também é descrito para a toxicidade induzida pela indometacina.
Duas horas apés a sua administracdo oral, ocorre aumento agudo na producao de
superoxido e peréxido de hidrogénio na mucosa gastrica (HASSAN et al., 1998). Por
isso, a atividade antioxidante de EEC e FAEC pode contribuir efetivamente na
protecdo frente ao dano induzido por indometacina. Contudo, diferentemente do
modelo de lesbes induzidas por etanol, a maior protecdo de EEC 400 mg/kg
(67,0%), quando comparado a FAEC na mesma dose (32,3%) no modelo de lesdes
gastricas induzidas por indometacina, indica que existem outras substancias,
presentes exclusivamente em EEC, que podem contribuir de maneira efetiva para a

protecdo gastrica por meio de mais de um mecanismo.

E possivel que a protecdo gastrica de EEC e FAEC seja mediada por mecanismos
descritos na literatura para a quercitrina, catequina ja que essas substancias foram
identificadas no perfis fitoquimicos e isoladas tanto de EEC como de FAEC
(BARBOSA, 2009). Foi demonstrado que esses polifenois relaxam a musculatura
vascular e musculatura lisa, inibem a degranulacdo de mastécitos e protegem contra
o dano gastrico causado por RLs (DOUBOVA et al., 2007; RAO e VIJAYAKUMAR,
2007; CAPASSO et al., 2008).

Sato et al. (2002) demonstraram que a catequina inibe a liberacdo de gastrina, SST

e histamina, em ratos com lesdes gastricas induzidas por estresse (SATO et al.,
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2002) e induzem efeito vasodilatador em diferentes tecidos, incluindo estbmago de
rato. Nesse estudo, foi sugerido que o efeito vasodilatador da catequina é mediado
por multiplas vias, como o bloqueio do influxo de Ca** e o estimulo da producéo de
NO (GHAYUR et al.; 2007). Uma vez que a regulacdo da secrecdo acida e o fluxo
sanguineo da mucosa sao fatores essenciais para a manutencado da integridade
gastrica (LAINE et al., 2008) e que a catequina € uma das substancias presentes em
EEC e FAEC (Barbosa, 2009), é possivel que os mecanismos hormonal e
vasodilatador descritos para essa substancia possam também contribuir para a

atividade gastroprotetora do extrato e da fragcéo.

Devido ao maior nimero de substancias potencialmente ativas em EEC, é possivel
gue ocorra sinergismo, o que poderia explicar, em parte, seu maior efeito no modelo
de lesbes induzidas por indometacina. O termo sinergia significa que a mistura de
duas ou mais substancias confere efeito biolégico maior que a soma dos efeitos
individuais ministrados na mesma dose. Tal efeito pode ocorrer por associacao
guimica entre as substancias, facilitando o transporte celular e biodisponibilidade,
pela contribuicdo de multiplos mecanismos de acdo farmacolégica, pelo
antagonismo de mecanismos de resisténcia a patégenos, entre outros fatores que
permanecem obscuros. Ha evidéncias de que extratos totais ou parciais
provenientes de plantas, muitas vezes, apresentam atividade farmacoldgica superior

a dose similar de uma substancia isolada desses (WAGNER et al., 2010).

Os taninos presentes em EEC e FAEC (BARBOSA, 2009) podem ser incluidos no
grupo de substancias potencialmente responsaveis pela atividade gastroprotetora
demonstrada no presente estudo. Alguns taninos podem aumentar ou diminuir a
atividade de enzimas e hormonios dependendo da sua concentragdo (OKUDA,
2005). Por exemplo, diversos taninos hidrolizados inibiram a liberacdo de histamina
de mastocitos de rato (KANOH et al., 2001). Ja os acidos cafeoilquinicos, derivados
de Lychnophora ericoides, em baixas concentragdes, reduziram as concentragoes
de PGE,, ao passo que, em concentracdes mais elevadas, estimularam tanto a
producdo de PGE, como TNF- a em cultura de células (DOS SANTOS et al., 2010).
Alguns taninos hidrolizados e proantocinanidinas induziram a expressdo da cNOS
(KOLODZIEJ et al., 2005). Aléem disso, alguns autores relatam que 0s taninos

presentes em extratos vegetais podem formar uma barreira fisica na mucosa
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gastrica ao se ligar a proteinas do muco e, dessa forma, poderiam tanto evitar a
formacdo de Ulceras, quanto facilitar a sua cicatrizacdo (DA SILVA et al.,, 2010;
VASCONCELOS et al., 2010).

Até o momento, ndo foram encontrados estudos com espécies do género
Campomanesia em modelos de lesGes gastricas induzidas por AINEs. Os resultados
obtidos com EEC e FAEC, embora sejam provenientes de um estudo agudo, dao
suporte a continuidade da linha de pesquisa dos derivados vegetais de C. lineatifolia
como alternativa para tratamento de sintomas gastricos em pacientes usuarios

cronicos de AINESs.

O aumento do volume gastrico em relacdo aos animais intactos observado no grupo
controle, EEC (100 e 200 mg/kg), FAEC (100 mg/kg), sucralfato e cimetidina pode
ser atribuido ao extravasamento de liquido extracelular para o limem, possivelmente
pelo edema causado pelo dano tecidual. Diferentemente do pH géastrico humano (1-
2), o pH gastrico dos ratos em condi¢des fisioldgicas € ligeiramente mais elevado (3-
4) (SUCKOW et al.,, 2006). O maior pH verificado para o grupo tratado com
cimetidina (pH 7,7) esta de acordo com sua propriedade de inibir a secrecéo acida
(YEOMANS, 2009). O pH gastrico do grupo controle (pH 5,8) pode ser explicado
considerando a extensa zona hemorragica, ou seja, a presenca de sangue no

conteudo gastrico pode ser responsavel pela elevacédo do pH desse grupo.

No modelo da indometacina, o pH gastrico foi ligeiramente mais elevado nos grupos
tratados com cimetidina (pH 4,9), FAEC nas doses de 800 mg/kg ou 1200 mg/kg,
ambos com pH de 4,5; quando comparados as grupo intacto (pH 3,1). Como
esperado, o aumento do pH do grupo que recebeu cimetidina, apesar de existente,
foi menos intenso que aquele observado no modelo do etanol, ja que o tempo de
meia-vida dessa droga é curto (JAIN et al., 2007; LE TRAON et al., 2009) e a
medida de pH foi realizada, apos seis horas da inducdo das lesdes, enquanto, no

modelo com etanol, esse tempo foi bem menor (uma hora).

O ligeiro aumento de pH induzido pelas doses mais elevadas da fracdo pode ser
atribuido a leve atividade sobre a secre¢do acida. No entanto, andlises mais

aprofundadas e especificamente relacionadas com a secrecdo acida sao
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necessarias para confirmar esse dado preliminar. Alguns flavonoides, como a
quercetina, inibem a histidina descarboxilase, diminuindo assim a producédo de
histamina, o que leva a redu¢éo da secrecdo acida pelas células parietais (MOTA et
al., 2009). Beil et al. (1995) demonstraram que a quercetina induz efeito inibidor na
atividade da H+/K+ ATPase, o qual foi relacionado a sua capacidade de reagir com 0
ATP.

A quercetina corresponde a aglicona da quercitrina, substancia presente em EEC e
FAEC. Grande parte dos flavonoides se encontra glicosilada nas espécies vegetais.
Entretanto, estudos a respeito da farmacocinética dessas substancias indicam que
elas podem ser rapidamente absorvidas apds acdo de glicolisades epiteliais-
presentes no TGI. A deglicosilacdo é, portanto, uma etapa critica na absorcédo e
biodisponibilidade desses compostos (NEMETH et al., 2003; GEE et al., 2004). Lu et
al. (2010) demonstraram que, ap0s administracdo per os em ratos de glicosideos de
luteolina e apigenina, a magnitude de deglicosilacdo foi de 30% no estémago e
intestino delgado, sendo a concentracdo plasmatica detectada nos primeiros cinco
minutos apos a ingestdo. Esses dados sao indicativos que EEC e FAEC podem
exercer efeitos topicos e, pelo menos em parte, sistémicos, uma vez que existem

substancias potencialmente ativas facilmente absorvidas pelo TGI.

Apesar das diferencas anatbmicas e na area relativa de superficie de absorcéo,
existem grandes similaridades morfologicas, principalmente em nivel microscépico,
entre o TGl de ratos e humanos (DESESSO e JACOBSON, 2001). A analise
microscoépica permitiu visualizar as lesfes gastricas evidenciando dano tecidual,
Ulceras e morte celular por necrose. A distribuicdo das lesdes foi difusa e
relativamente homogénea, ou seja, as areas de necrose ou Ulcera se encontravam
espalhadas por todas as regides do corte histologico entre regides sem alteracbes
aparentes. Como esperado, o dano tecidual microscépico foi evidente para 0s

grupos controles tratados tanto com etanol como com indometacina.

Morini et al. (1995) relataram que, apds trés horas de sua administracdo oral em
ratos, a indometacina causa extensa vasoconstricdo, edema na regiao subepitelial,
erosdes superficiais e marginacdo de leucocitos. No presente estudo, foi verificado o

dano gastrico por necrose de 4,95% e 1,68% da area da parede gastrica (mucosa,
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submucosa, muscular e serosa) para etanol e indometacina, respectivamente. Um
estudo, também com ratos, mostrou que, ap0s quatro horas, a indometacina, na
dose de 20 mg/kg, induziu dano gastrico compreendendo 10% da area total da
mucosa. Ja a analise histolégica da mucosa gastrica apdés administracao
intragastrica de etanol absoluto mostrou lise celular com esfoliagéo, células epiteliais
vacuolizadas com nucleos picnéticos e citoplasma fracamente corado. O dano total
foi de 13% da &rea da mucosa gastrica (NATALE et al., 2001).

Os achados microscopicos encontrados para EEC e FAEC estdo de acordo com 0s
macroscopicos. As areas de necrose e Ulcera dos grupos tratados com EEC e FAEC
também foram reduzidas de maneira dose-dependente em ambos os modelos
avaliados quando comparados ao grupo que recebeu somente o agente agressor.
Bharti et al. (2010) relataram a preservacdo da integridade da mucosa de ratos
tratados extratos de Calotropis procera, e extenso dano da mucosa e submucosa
com perda da integridade tecidual e estrutura glandular dos animais que receberam
apenas etanol. Porém, os resultados apresentados foram qualitativos. Sao escassos
os estudos na literatura envolvendo extratos vegetais que avaliam quantitativamente

o dano microscopico em modelos de Ulcera géstrica.

A andlise quantitativa da area de mucosa mostrou ligeira reducdo em todos os
grupos que receberam etanol quando comparados ao grupo intacto. JaA no modelo
da indometacina, ndo houve diferenga significativa entre os grupos. A redugao na
area de mucosa gastrica € um sinal de toxicidade importante, uma vez que a
mucosa mais fina apresenta menor resisténcia. O encurtamento tanto da area de
superficie como no comprimento circular e longitudinal do estbmago é relatado com
o envelhecimento do 6rgéo, o que o torna, pelo menos em parte, mais susceptivel a
manifestacdes patoldgicas (IWABUCHI, 2008). Embora estatisticamente significativa,
a alteracao detectada para EEC e FAEC foi pequena e, por isso, nao foi considerada

clinicamente relevante.

A gquantificacdo da coloracdo PAS+ e determinacdo de I.M. é um método eficiente
para se estimar o muco gastrico, uma vez que as glicoproteinas coradas pelo PAS
sdo as mais abundantes e possivelmente as mais importantes na mucosa gastrica

(DELALASTRA et al., 1994). No presente estudo, foi observado que o etanol e a
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indometacina induziram a deplecdo dos niveis de muco. Pode-se inferir que a
restituicdo quantitativa do I.M. até valores comparaveis aqueles observados em
animais intactos indica a recuperacdo da capacidade de defesa da mucosa frente a
agressao produzida, seja por etanol ou indometacina. Esse efeito foi evidenciado

com a administracéo da FAEC (400 mg/kg) no modelo do etanol.

A camada aderente de gel de muco que recobre toda a extenséo do epitélio gastrico
€ amplamente descrita como importante barreira pré-epitelial frente a autodigestao
da mucosa pelo acido cloridrico e pepsina (LAINE et al., 2008; WALLACE, 2008). No
entanto, mesmo em condicdes fisioldgicas, a pepsina promove lenta digestdo dessa
camada na superficie luminal, formando mucina degradada soluvel. Em condi¢des
patolégicas, como € o caso da UP, hd aumento da atividade mucolitica do suco
gastrico que pode ser associado com o comprometimento da estrutura polimérica
das mucinas (COPEMAN et al., 1994). Foi relatado que, no estbmago de pacientes
H. pylori positivos, a camada aderente de gel de muco se torna mais fina com o
envelhecimento (NEWTON et al., 2000; KISHIMOTO et al., 2001).

O fato da diminuicdo de I.M. nado ter sido revertido para a maioria dos grupos
tratados, inclusive com sucralfato e cimetidina, pode ser explicado pela elevada dose
dos agentes agressores utilizados. Nos modelos experimentais, a agressao extrema
induzida por etanol e indometacina permitiu visualizar a eficacia dos tratamentos na
reducdo das lesdes, porém essa mesma eficacia ndo pode ser observada no que se
refere ao muco gastrico. Essa evidéncia da suporte a teoria de que a camada de gel
de muco é a principal barreira protetora, sendo também a primeira linha de defesa
da mucosa gastrica (LAINE et al., 2008). E possivel que com maior tempo de
tratamento ou com doses menores de agentes irritantes os efeitos sobre o0 muco

possam ser mais perceptiveis.

Embora os tratamentos, inclusive com os controles positivos, hdo tenham propiciado
diferenca significativa no I.M., o resultado obtido para o grupo tratado com FAEC
400 mg/kg (etanol), confirma que o aumento da secre¢cdo de muco pode estar
envolvido nos mecanismos de acdo da C. lineatifolia. Nesse mesmo grupo, foi
detectada diferen¢a na distribuicdo do muco na mucosa gastrica, com reducdo da

coloracdo PAS+, na primeira fatia, e aumento, na quarta fatia, quando comparado ao
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grupo de animais intactos. A maior secrecdo de muco na quarta fatia se deve,
provavelmente, a tentativa de compensar o dano da primeira regido. Esse resultado
ilustra o restabelecimento da homeostase que caracteriza o processo de defesa da
mucosa gastrica amplamente descrita na literatura (SIKIRIC et al., 1999; LAINE et
al., 2008; TULASSAY e HERSZENYI, 2010).

Mesmo a dose mais elevada de EEC e FAEC (1200 mg/kg) nao foi capaz de reverter
a reducdo de I.M. no modelo de lesbes gastricas induzidas por indometacina.
Nesses grupos, apesar de valores de protecdo superiores a 98%, calculados a partir
da area das zonas hemorragicas e confirmados microscopicamente pela reduzida
area de necrose, a perda do muco ja indica sinais de toxicidade inicial, decorrentes
da elevada dose de indometacina, que impediu a visualizacdo do efeito em I.M..
Além disso, como a indometacina induz a formagédo de EROs preferencialmente no
microambiente hidrofébico da mucosa géastrica (camada de muco ou interface entre
as células epiteliais) (UTSUMI et al., 2006), sua administracdo pode ter efeito mais

drastico que a acao por etanol no que se refere ao I.M..

Diferentemente do etanol, que induz formacao imediata de RLs e EROs devido ao
seu efeito téxico direto, com a indometacina ocorre sua formacédo e decaimento de
maneira gradual. Utsumi et al. (2006) verificaram a concentracdo maxima dessas
espécies em uma hora ap6s administracdo per os e decaimento apés trés horas,
utilizando espectroscopia de ressonancia por spin eletrébnico. Nesse mesmo estudo,
ainda foi destacado que o coeficiente de particdo dos antioxidantes pode interferir de
maneira significativa na prote¢édo exercida no modelo de indometacina, enquanto em

outros modelos isso ndo é observado.

Outro aspecto importante € que a inibicdo da formacdo de PGs induzida pela
indometacina pode ter contribuido para que secrecdo de muco néo fosse restituida a
valores equivalentes ao do grupo intacto, mesmo com o aumento da dose dos
extratos. Phillipson et al. (2008) demonstraram que a administragao de indometacina
na dose de 3 mg/kg (i.v.) diminui tanto a secrecao como a espessura da camada de
gel de muco em ratos. Por outro lado, a administracdo luminal de PGE, (10 pug/mL)

aumentou a taxa de acumulo de muco em mais de quatro vezes.
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Nos ultimos anos, os tratamentos da medicina classica baseados em longo tempo
de uso de um unico farmaco, geralmente quimiosintético, tem sofrido transicao
gradual para uma nova abordagem multiterapéutica. Essa mudanca de paradigma
também pode ser caracterizada por novos tratamentos com multiplos alvos
direcionados, principalmente, para a ativacdo de mecanismos de defesa, protecdo e
reparo. Tais estratégias se baseiam em experiéncias clinicas e na constatagdo de
que processos patofisiolégicos complexos, como é o caso da Ulcera gastrica, podem
ser influenciados de forma mais efetiva e com menor incidéncia de efeitos adversos
graves com a combinacdo de varios compostos ativos em baixa dosagem do que
com uma alta dose de um composto isolado (WAGNER, 2005). Diante dessa
afirmacao, destacamos a vantagem que o extrato e a fracao de C. lineatifolia, EEC e
FAEC, poderiam oferecer quando comparados ao tratamento exclusivo com drogas

referéncia, como o sucralfato e a cimetidina.
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7 CONCLUSAO

Concluimos que o EEC e a FAEC apresentaram seguranca, no estudo de toxicidade
aguda, e induziram efeito gastroprotetor em roedores. Pela primeira vez foi
demonstrada a atividade farmacolégica in vivo de extratos de C. lineatifolia, o que
contribui para a validagdo dos dados etnofarmacolégicos dessa espécie. Apds 0s
estudos, foi verificado que o EEC representa o extrato mais promissor para o
tratamento da ulcera gastrica, devido sua seguranca e atividade, além do mesmo

apresentar menor custo de obtencdo quando comparado a FAEC.

Sendo assim:

a) EEC e FAEC apresentaram seguranca no teste de toxicidade aguda, o que

viabiliza a realizacao de testes de toxicidade pré-clinicos de multiplas doses;

b) EEC e FAEC apresentaram atividade gastroprotetora em ratos, de maneira
dose-dependente, nas doses de 100, 200 ou 400 mg/kg, em modelo de
lesbes gastricas agudas induzidas por etanol, e nas doses de 400, 800 e
1200 mg/kg, no modelo de lesBes gastricas agudas induzidas por

indometacina;

c) EEC e FAEC induzem efeito gastroprotetor, provavelmente, por mecanismos
gue envolvem o aumento da defesa da mucosa gastrica e atividade

antioxidante devido, principalmente, a alta concentracao de polifenais;
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Ficha de screenig toxicolégico

APENDICE A - Ficha de screening toxicologico

Experimento:

toxicidade aguda

pro

eto:

Campomanesia

Local:

Lab exp animal FAFAR/UFMG

|data: |

Animal:

rato wistar

sexo:

T

via ad:

oral Idose: |

ID

110

Tempo

0-5mim  |15min

30min

45min

2h

3h

4h

8h

24h

2°dia

3°dia

4°dia

5°dia

6°dia

7°dia

8°dia

9°dia

10°dia

11°dia

12°dia

13°dia

14°dia

atividade geral

irritabilidade / vocalizagdo

recumbéncia / posigdo lateral

grooming

comp. compulsivo/ auto-mutilagdo

canto de gaiola

resp aperto cauda

endireitamento

forga p/ agarrar

tonus muscular

ataxia

reflexo corneal

reflexo auricular

tremores

convulgdo

straub

hipnose

lacrimejamento

salivagdo

mic¢do

defecacdo

piloeregdo

respiracdo

VI

hipotermia

edema

prurido/ alteracdes da pele

rigidez abdominal

diarréia

sangramento de orificos

outros

morte

| - Estado consciente, disposi¢cdo e comportamento; Il - Atividade motora e tdnus muscular; 1l - Reflexos; IV - Sistema Nervoso Central; V - Sistema Nervoso Autdénomo; VI - alteragdes diversas
Norma "0" - escala de 0 a 4, Normal "4" - escalade 0 a 8
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APENDICE B - Avaliacdo das massas dos érgéos (gramas por 200 gramas de animal) apos

catorze dias da administragdo de dose Unica per os de CMC 0,5% (controle), EEC e FAEC
2000mg/kg em ratas, no teste de toxicidade aguda.

Controle EEC FAEC
Figado 8,97 + 0,15° 8,10 + 0,09" 8,04 +0,39"
Bago 1,04 + 0,09 0,91 + 0,02 1,15 + 0,12
Rins 2,14 + 0,09 2,13 + 0,09 2,06 + 0,11
Coragé&o 0,88 + 0,02 0,79 + 0,03 0,77 + 0,04
Pulmées 1,48 + 0,06" 1,28 +0,03° 1,25 + 0,05°
Estémago 1,28 + 0,07 1,38 + 0,05 1,23 + 0,05
Cérebro 1,57 + 0,06 1,61 + 0,04 1,61+ 0,04

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas diferem estatisticamente pelo teste de comparac¢des multiplas Tukey’s (p<0,05) (n=6 animais
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APENDICE C - Areas de necrose na mucosa gastrica (um?) e porcentagem (%) em relacdo a
area de parede gastrica analisada (mm?), ap6s administracdo de EEC e FAEC (100, 200 ou 400
mg/kg), sucralfato (200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) em ratos com
lesBGes gastricas induzidas por etanol absoluto.

Area de parede Area de necrose

Grupo Dose gastrica Area deznecr503e normalizada Necrose
0,
(mg/kg) (mm?) (um*)x10 (UM?)x10° (%)

Controle - 91,43 + 13,31 45,25 + 6,80 22,42 +3,42° 4,95
EEC 100 65,25 + 15,46 13,61 + 1,33 9,45 + 0,971° 2,09
FAEC 100 92,17 + 13,11 4,80 + 0,32 2,36 +0,47° 0,52
EEC 200 106,7 + 15,84 9,96 + 2,04 4,23+1,29° 0,93
FAEC 200 75,05 + 6,94 2,00 + 0,59 1,21 +0,27° 0,27
EEC 400 81,22 + 10,37 2,01 + 0,29 1,12 +0,27° 0,25
FAEC 400 84,17 + 6,05 0,15 + 0,10 0,08 + 0,05°¢ 0,02
Sucralfato 200 89,05 + 14,25° 1,40 + 0,27 0,71+0,16°¢ 0,16
Cimetidina 50 60,45 + 8,09° 15,11+ 2,41 11,32 +1,94° 2,50

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas diferem estatisticamente pelo teste de comparacdes multiplas Newman-Keus (p<0,05) (n=6
animais por grupo). Area de necrose normalizada: |Jm2/45,30mm2 parede gastrica.
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APENDICE D - Efeitos induzidos pela administracido de EEC ou FAEC (100, 200 ou 400
mg/kg), sucralfato (200 mg/kg), cimetidina (50 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) na area de
mucosa (umz), indice de muco (1.M.) e area de necrose (um“) em ratos com lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto.

Grupo Dose Area de2 mucosa AreaZPAS; LM.
(mg/kg) (UM“)x10 (UM“)x10

Intacto - 475,1 + 12,9* 57,84 + 12,04* 0,122 + 0,025*
Controle - 385,9+12,7 6,74 + 2,02 0,018 + 0,005
EEC 100 414,4 + 24,0 15,03 + 1,53 0,036 + 0,003
FAEC 100 437,1+6,9 14,16 + 0,22 0,032 + 0,001
EEC 200 378,4 + 15,3 19,61 + 4,25 0,051 + 0,010
FAEC 200 379,3+11,0 15,53+ 1,52 0,041 + 0,004
EEC 400 385,0 + 14,7 9,30 +1,55 0,024 + 0,003
FAEC 400 405,2+5,5 42,70 + 1,78* 0,104 + 0,003*
Sucralfato 200 398,1+19,8 8,76 + 2,05 0,021 + 0,004
Cimetidina 50 342,1+11,6 7,38 +2,33 0,022 + 0,007

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. (n=6 animais por grupo);
* significativamente diferente do grupo controle - Newman-Keus (p<0,05).
I.M.: &rea PAS+/area mucosa
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APENDICE E - Area de necrose na mucosa gastrica (um?) e porcentagem (%) em relagéo a
area de parede gastrica analisada (mmz), apo6s administracéo per os de EEC ou FAEC (400, 800
ou 1200 mg/kg), sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) em
ratos com les@es gastricas induzidas por indometacina 40 mg/kg.

Area de parede Area de necrose

Grupo Dose gastrica Area deznecrsose normalizada Necrose
0,
(mg/kg) (mm?) (um*)x10 (UM?)x10° (%)

Controle - 100,30 + 7,57 16,87 + 1,27 7,62 +0,722 1,68
EEC 400 97,86 + 13,24 5,18 + 0,26 2,40 + 0,22° 0,53
FAEC 400 78,78 + 6,18 8,31 +1,02 4,78 +0,49° 1,06
EEC 800 95,94 + 8,11 1,57 + 0,78 0,74 +0,37° 0,16
FAEC 800 98,71 + 12,31 2,48 + 0,80 1,14 + 0,45° 0,25
EEC 1200 95,27 + 10,82 1,14 + 0,99 0,54 + 0,39 ° 0,12
FAEC 1200 117,2 + 13,81 2,01+ 0,23 0,78+ 0,10° 0,17
Sucralfato 400 110,70 + 5,45 2,03 +0,36 0,83 +0,20° 0,18
Cimetidina 100 105,40 + 8,18 1,19 + 0,17 0,51 + 0,59° 0,11

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. Médias seguidas por letras mindsculas
distintas diferem estatisticamente pelo teste de comparagdes multiplas Newman-Keus (p<0,05) (n=6
animais por grupo). Area de necrose normalizada: |Jm2/45,30mm2 parede gastrica.
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APENDICE F - Efeitos induzidos pela administracido de EEC ou FAEC (400, 800 ou 1200
mg/kg), sucralfato (400 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou controle (CMC 0,5%) na &rea de
mucosa (umz), indice de muco (1.M.) e area de necrose (pmz) em ratos com les8es gastricas
induzidas por indometacina 40 mg/kg.

Dose Area de mucosa Area PAS+

GrupPo mgikg) (um2)x10° (um?)x10° M.
Intacto - 475,1+129 57,84 + 12,04* 0,122 + 0,025*
Controle - 4116 + 11,5 13,97 +1,01 0,034 + 0,003
EEC 400 417,1+ 27,3 17,12+ 2,75 0,041 + 0,004
FAEC 400 459,8 + 22,7 19,86 + 3,12 0,043 + 0,006
EEC 800 406,0 + 33,1 16,40 + 2,40 0,040 + 0,004
FAEC 800 400,4 + 23,5 11,34 + 3,56 0,028 + 0,007
EEC 1200 380,1+12,2 9,88 +2,28 0,026 + 0,004
FAEC 1200 432,0 + 26,5 21,92 +2,24 0,051 + 0,004
Sucralfato 400 379,0 +10,3 13,84 + 1,41 0,036 + 0,003
Cimetidina 100 373,8+3,7 15,15+ 1,29 0,041 + 0,004

Nota: Os valores representam média + erro padrdo da média. (n=6 animais por grupo);
* significativamente diferente do grupo controle - Newman-Keus (p<0,05).
I.M.: &rea PAS+/area mucosa
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CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 52/2010, relativo ao projeto intitulado
“Campomanesia lineatifolia ruiz e pav.: fitoquimica, atividade antioxidante
e antitilcera géstrica', que tem como responsavel(is) Rachel Oliveira Castilho ,
esta(d0) de acordo com os Principios Eticos da Experimentacdo Animal, adotados
pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal (CETEA/UFMG), tendo sido
aprovado na reunido de 12/ 05/2010.

Este certificado expira-se em 12/ 05/ 2015.

CERTIFICATE

We hereby certify that the Protocol n°® 52/2010, related to the project entitled
“Campomanesia lineatifolia ruiz e pav.: phytochemistry, antioxidant and
antiulcerogenic activity', under the supervisiors of Rachel Oliveira Castilho, is
in agreement with the Ethical Principles in Animal Experimentation, adopted by the
Ethics Committee in Animal' Experimentation (CETEA/UFMG), and was
approved in May 12, 2010.

This certificate expires in May 12, 2015.

Belo Horizonte, 2Q de Maio

Prof. Humberto Pereira Oljveira
Coordenador do CETEA/UFMG

Universidade Federal de Minas Gerais
Avenida Anténio Carlos, 6627 — Campus Pampulha
Unidade Administrativa Il - 2° Andar, Sala 2005
31270-901 - Belo Horizonte, MG - Brasil
Telefone: (31) 3499-4516
www.ufma.br/bioeticalcetea - cetea@prpg.ufmg.br
(Mod.Cert. v1.0) ! &
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