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Um dia vocé aprende que...

Depois de algum tempo vocé aprende a diferenga, a sutil diferenca entre dar a
mao e acorrentar a alma.

E vocé aprende que amar n&o significa apoiar-se e que companhia nem sempre
significa seguranca.

E comeca a aprender que beijos ndo sao contratos e presentes ndo sao
promessas

E aprende a construir todas as suas estradas no hoje, porque o terreno do
amanha é incerto demais para os nossos planos e o futuro tem o costume de cair
em meio ao vao.

Depois de um tempo vocé aprende que o sol queima se ficar exposto por muito
tempo.

E aprende que n&o importa o quanto vocé se importe, algumas pessoas
simplesmente n&o se importam...

E aceita que nao importa quao boa seja uma pessoa, ela vai feri-lo de vez em
quando e vocé precisa perdoa-la por isso.

E aprende que falar pode aliviar dores emocionais.....

E descobre que se leva anos para se construir confianga e apenas segundos para
destrui-la.

E percebe que vocé pode fazer coisas em um instante das quais se arrependera
pelo resto da vida...

E aprende que verdadeiras amizades continuam a crescer mesmo a longas
distancias.

E que bons amigos sado a familia que nos permitiram escolher.

E descobre que devemos deixar as pessoas que amamos com palavras
amorosas, pois pode ser a ultima vez que as vejamos....

E aprende que as circunstancias e os ambientes tem influéncia sobre nos,

mas nGs somos responsaveis por nds mesmos.

E comecga a aprender que n&o se deve comparar com 0s outros, mas com o
melhor que pode ser.

E descobre que se leva muito tempo para se tornar a pessoa que quer ser....e
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que o tempo é curto.

E aprende que n&o importa onde ja chegou, mas onde esta indo....mas se vocé
nao sabe para onde esta indo, qualquer lugar serve.

E aprende que ser flexivel ndo significa ser fraco ou nao ter personalidade,

pois nao importa quao delicada e fragil seja uma situagao, sempre existirao dois

E descobre que algumas vezes a pessoa que vocé espera que o chute

quando vocé cai é uma das poucas que o ajudam a levantar-se.

E aprende que maturidade tem mais a ver com os tipos de experiéncias que se
teve e o que vocé aprendeu com elas, do que com quantos aniversarios vocé
celebrou.

E aprende que quando esta com raiva tem o direito de estar com raiva, mas isso
nao Ihe da o direito de ser cruel.

E descobre que s6 porque alguém ndao o ama do jeito que vocé quer que ame, nao
significa que esse alguém nao sabe amar... pois existem pessoas que nos amam,
mas simplesmente ndo sabem como demonstrar ou viver isso.

E aprende que nem sempre ¢é suficiente ser perdoado por alguém, algumas vezes,
vocé tem que aprender a perdoar-se a si mesmo.

E aprende que nao importa em quantos pedagos seu coragao foi partido,

0 mundo nao para para que vocé o conserte.

E aprende que o tempo nao é algo que possa voltar para tras, portanto, plante seu
jardim e decore sua alma, ao invés de esperar que alguém lhe traga flores...

(Autor desconhecido)

“...Nossas duvidas sao traidoras
e nos fazem perder o bem que poderiamos
conquistar, se nao fosse o medo de tentar...”

Willian Shakespeare
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RESUMO

A Ulcera péptica afeta cerca de 10% da populacdo ocidental. Estudos
relatam a participagdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) na etiologia e
patofisiologia das doengas humanas; como o processo inflamatério, infecgao viral,
doencas auto-imunes, doencgas gastrointestinais e na ulcera gastrica. Alteragcbes
bioquimicas s&o constatadas durante a formagdo da ulcera, indicando que os
radicais livres estdo envolvidos com o processo ulceroso. Na ulcera por etanol
ocorre formacdo de edema, liberacdo de substancias vasoativas, infiltracdo de
células inflamatdrias e aumento da permeabilidade da mucosa. H4 uma maior
formagdo de EROs a partir das células inflamatérias, devido a alteragdes na
cadeia respiratéria ou a atividade da xantina oxidase, utilizando acetaldeido como
substrato. Na ulcera gastrica por de isquemia e reperfusao, a liberagdo de EROs é
relatada como um evento patoldégico central, sendo a mesma por si s6 capaz de
provocar lesdes no tecido gastrico; entretanto, € apds a reperfusdo que ocorrem
os principais eventos lesivos. Neste trabalho foi avaliada a possivel atividade
antioxidante da fragao acetato de etila (FAc) de Byrsonima crassa e Byrsonima
fagifolia em ulcera induzida por etanol e por isquemia e reperfusdo em ratos
machos Wistar. Sob nossas condigdes experimentais, os modelos de indugao de
ulcera por etanol e por isquemia e reperfusdo provocaram alteragdes no sistema
antioxidante da mucosa gastrica de ratos, como nos niveis de grupamentos
sulfidrila (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). Também
observamos aumento na atividade da superéxido dismutase (SOD) e da
concentragdo de espécies que reagem com o acido tiobarbiturico (TBARs), como
indice de peroxidagao lipidica (LPO). As FAc de B. crassa e FAc de B. fagifolia no
modelo de etanol permitiram o restabelecimento dos niveis de GSH, de LPO e da
atividade da SOD. Com relagcdo as GPx e GR apenas o tratamento com FAc de
B.crassa permitiu o seu restabelecimento. O tratamento com FAc de B. crassa e
FAc de B. fagifolia no modelo de isquemia e reperfusao nao restabeleceu nenhum
dos paréametros estudados. A atividade antiulcerogénica da FAc de B. crassa e B.
de fagifolia pode estar envolvida com atividade antioxidante através do sequestro

de radicais livres aliado a outros mecanismos de protegao.
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ABSTRACT

The gastric ulcer is a pathology that affects about 10% of the world-wide
population. There is evidence concerning the participation of reactive oxygen
species (ROS) in the etiology and pathophysiology of human diseases, such as
inflammation, viral infections, autoimmune pathologies, and digestive system
disorders such as gastrointestinal inflammation and gastric ulcer. Studies have
shown alterations in the antioxidant status following ulceration, indicating that free
radicals seem to be associated with the ethanol-induced and ischaemia-
reperfusion-induced ulceration in rats. Ethanol promotes a strong and quick
venoconstriction, which is followed by arteriolar dilatation. The oxyradicals
generated during the episodes of ethanol can provoke severe changes leading to
cell death. In the ischaemia and reperfusion the release of ROS is reported as a
central pathological event. Thus, the objective of this work was to evaluate the
antioxidant activity of the ethila acetate fraction (FAc) of gross Byrsonima crassa
Nied. and Byrsonima fagifolia Nied. in the induced ulcer by absolute ethanol and
ischaemia and reperfusion in male rats Wistar. We observed the reduction of the
levels the sulfhydryl compounds (GSH), the increase in the concentration of
species that react with the tiobarbiturico (TBARS), as index of lipid peroxidation
(LPO), beyond the reduction in the activity in the activity of glutathione peroxidase
(GPX), glutathione reductase (GR.) and increase in superoxide dismutase (SOD).
The FAc B. crassa and FAc B. fagifolia administration in the ethanol induced the
reestablishment of the levels of GSH, LPO and activity of the SOD. Regarding to
the GPx and GR activities only the treatment with FAc B.crassa allowed its
reestablishment.
In ischaemia and reperfusion -induced gastric lesions, were observed the increase
of LPO, the reduction of the activity of the GPx and GR., and the increase of SOD.
The treatment with FAc B. crassa and Fac B. fagifolia in ischaemia and reperfusion
-induced gastric lesions did not reestablish none of the studied parameters. The
antiulcerogenic activity of gross FAc B. crassa and FAc B. fagifolia can be involved
with antioxidant activity, through the free radicals kidnapping associated with other

mechanisms of protection.
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1. INTRODUCAO

Radicais Livres

Radicais livres sao atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons
nao pareados em sua ultima camada de valéncia. A presenga deste elétron nao
pareado altera a reatividade quimica dos atomos ou moléculas tornando-os mais
reativos que as espécies nao radicalares (aqueles com os elétrons pareados)
(Juanior, 1998).

O elétron livre, que caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um
atomo de hidrogénio, oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais
de transigao (Junior, 2001).

Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar
radicais livres, o oxigénio no estado fundamental (O;) e o 6xido nitrico (NO), que
ocorre como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado em diversas
células e atualmente é identificado como fator relaxante do endotélio e um
importante vasodilatador (Junior, 2001). Estes radicais livres, cujo elétron
desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de oxigénio ou nitrogénio, sdo
denominados EROs (espécies reativas do oxigénio) e ERNs (espécies reativas do
nitrogénio) (Barreiros et al., 2006).

Um radical livre é capaz de existir independentemente, apresentar uma
grande instabilidade, uma meia vida muito curta, reagir rapidamente com diversos
compostos e poder atacar alvos celulares (Halliwell, 1994).

No organismo, os radicais livres encontram-se envolvidos na produgao de
energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizagao intercelular e

sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso apresenta
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efeitos prejudiciais, tais como; a peroxidagdao dos lipidios de membrana e
agressao as proteinas dos tecidos e membranas, as enzimas, carboidratos e DNA
( Husain, 1987).

As principais fontes enddgenas geradoras de espécies reativas de oxigénio
incluem as mitocdndrias e a atividade de algumas enzimas como: xantina oxidase,
citocromo P450-oxidase, monoaminooxidases, enzimas envolvidas na via de
produgao de prostaglandinas e tromboxanos, e a NADPH-oxidase da membrana
plasmatica de macréfagos, as quais produzem uma grande quantidade de EROs
em resposta ao estimulo fagocitario (Halliwell et al., 1991).

A geracao destas espécies quimicas acontece naturalmente nos sistemas
vivos, ocorrendo por vias endogenas, tais como; respiragao celular, inflamacgdes e
transporte de oxigénio pela hemoglobina. As vias exégenas que geram estas
espécies sao: ozonio, radiagao gama e ultravioleta, medicamentos, dieta e cigarro
(Halliwell et al., 1994, 1995, 1998).

Quando a concentracdo de radicais livres sobrepde-se a capacidade
antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipidios de membrana, a
proteinas estruturais e funcionais, e a acidos nucléicos. Este ataque é denominado
“estresse oxidativo” (McCord, 2000; Andreoli, 2000; Aruoma, 1995).

E grande o nimeros de doencas em que se sugere o envolvimento dos
radicais livres ou das espécies reativas de oxigénio. Questiona-se, na maioria dos
casos, se estas espécies representam a causa ou meramente a consequéncia

destas doengas (Halliwell, 1987).
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A oxidagao € parte fundamental da vida aerdbia e do nosso metabolismo e,
assim, os radicais livres sao produzidos naturalmente ou por alguma disfungao
biolégica (Halliwell, 2000; Pietta, 2000).

Uma das formas mais comuns de formagao de radicais livres de maior
importancia biolégica consiste na reducdo unieletrbnica do oxigénio a agua,
promovendo o aparecimento do radical superdxido (Oy"), peroxido de hidrogénio
(H202 ) e do radical hidroxila ("OH), intermediarios parcialmente reduzidos do
oxigénio molecular, conforme o esquema abaixo (Halliwell, 1991).

O2+18 > Oy + 1€ > H0, + 1€ > 'OH + 1é > H0.

O principal problema é que o H;O, atravessa facilmente as membranas
celulares e ao receber mais um elétron, normalmente proveniente do ferro ou do
cobre, origina o radical hidroxila, conhecido como o radical mais reativo. Estas
espécies reativas de oxigénio, para se estabilizarem devem doar ou receber
elétrons de alguma molécula, tornando esta ultima uma espécie radicalar; a
consequéncia disto € a oxidacdo dos fosfolipidios de membranas celulares e
subcelulares do DNA e das proteinas (Junior, 2001).

Nos organismos aerobios 95 a 99% do O, captado da atmosfera pelos
pulmdes sao utilizados como aceptor de elétrons na cadeia respiratoria das
mitocondrias. Este processo €& conhecido como respiragao celular, onde ha
consumo de O, para producgéo de H,O e Adenosina Trifosfato (ATP); 5% deste O,
porém, € reduzido a O, pelo vazamento de elétrons na cadeia respiratéria,
(Andreoll, 2000; Mccord, 2000; Halliwell e Gutteridge, 1998; Gutteridgde, 1993).

As principais EROs distribuem-se em dois grupos; dos radicalares: hidroxila

('OH), superdxido (Oy7), peroxila (ROO") e alcooxila (RO"); dos néo radicalares que
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sao o0 oxigénio, peroxido de hidrogénio e acido hipocloroso. Dentre as ERNs
incluem-se o oxido nitrico (NO’), 6xido nitroso (N2O3), acido nitroso (HNO,), nitritos
(NOy), nitratos (NO3), peroxinitritos (ONOQO)(Halliwell , 1999).

As membranas celulares sao alvos freqlientes de EROs por serem ricas em
complexos enzimaticos pertencentes as cadeias redutoras de O,. A composigao
majoritariamente de &cidos graxos poliinsaturados (AGP) nas membranas
celulares propicia a formagao de sitios geradores de EROs, fazendo com que
ocorra lipoperoxidagdo (LPO) pelo facil acesso dos EROs as insaturagcbes dos
acidos graxos (Mccord, 2000; Andreoli, 2000; Buege e Aust, 1989). Este processo
degenerativo envolvendo formagédo e propagacédo de radicais lipidicos peroxil e
alcooxil (LOO' LO), captacédo de O, e rearranjo de duplas ligagdes dos AGP altera
a integridade e fluidez das membranas (Gardner, 1989; Buege e Aust, 1989).

As células que compdem a mucosa gastrica sdo ricas em mitocéndrias
devido a sua alta atividade metabdlica e produgdo de muco; por esta razao
tornam-se sitios onde ocorrem danos oxidativos nos processos de geragdo de
lesdes da mucosa gastrica (Cabeza e Motilva, 2001; Das et al., 1997, 1998; Das e

Banerjee, 1993; Ito et al., 1998).

Defesas antioxidantes

Os processos oxidativos podem ser evitados através da modificagcdo das
condicbes ambientais ou pela utilizagdo de substancias antioxidantes com a
propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento das reacdes oxidativas

(Allen e Hamilton, 1983).
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O excesso de radicais livres no organismo € combatido por antioxidantes
produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta. De acordo com Halliwell (2000)
“Antioxidante é qualquer substancia que, quando presente em baixa concentracao
comparada a do substrato oxidavel, regenera o substrato ou previne
significantemente a oxidagdo do mesmo”.

Obviamente o organismo possui varios sistemas de defesa antioxidante que
atuam na detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio de formas diferenciadas.
Dentre eles, o sistema enzimatico antioxidante parece ser o principal meio de
remocao de EROs formadas durante o metabolismo intracelular (Zoppi et al.,
2003).

Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a exemplo
da GPx, SOD e catalase (CAT) ou ndo enzimaticamente, a exemplo da GSH.
Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o organismo utiliza aqueles
provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-E), B caroteno (pro-vitamina A),
acido ascérbico (vitamina C) e compostos fendlicos, onde se destacam os
flavondides e os poliflavondides (Husain et al., 1987; Halliwell, 1995).

Sé&o 3 os tipos de superodxido dismutase (SOD), as quais se distinguem em:
citoplasmatica, mitocondrial e extracelular (Havsteen, 2002; Kock et al., 2004). A
SOD catalisa a dismutacédo do anion superéxido (O2) em um radical menos
nocivo, como o peroxido de hidrogénio (H202), o qual é futuramente degradado
pela CAT ou GPx. A CAT é uma enzima que acelera a degradagao do H,O, em
agua e oxigénio (Baker et al., 2004). A segunda via de degradacgédo do H,O, é

através da acdo da GPx em cooperagdo com a GR. A redugao da H,O, em agua
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pela GPx é acompanhado pela conversao da glutationa na forma reduzida para a

forma oxidada (Imai e Nakagawa, 2003).

©

SOD

RADED +()
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CAT
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Figura 1: Esquema da atividade das enzimas antioxidantes frente a acdo dos radicais
livres.

Quando a concentragdo de radicais livres sobrepde-se a capacidade
antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipidios de membrana, a
proteinas estruturais e funcionais, e a acidos nucléicos (Mccord, 2000; Andreoli,
2000; Aruoma, 1995). Além disso, os produtos deste ataque oxidativo podem
atuar como mediadores inflamatoérios, estimulando a migracdo de
polimorfonucleares e ativagao da resposta inflamatéria (Andreoli, 2000; McCord,
2000).

O desequilibrio entre a formagdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuigdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento

da geracao de espécies oxidantes, gera um estado pré-oxidante que favorece a
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ocorréncia de lesbes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares,
inclusive podendo resultar em morte celular (Gutteridge, 1993; Halliwell, 1991).

Os antioxidantes sao capazes de inibir a oxidacao de diversos substratos,
de moléculas simples a polimeros e biossistemas complexos, por meio de dois
mecanismos: o0 primeiro envolve a inibicdo da formagcao de radicais livres que
possibilitam a etapa de iniciagao; ja o segundo abrange a eliminagcédo de radicais
importantes na etapa de propagagao, como alcoxila e peroxila, através da doacgao
de atomos de hidrogénio a estas moléculas, interrompendo a reagdo em cadeia

(Martinez-Florez et al., 2002).

Trato Gastrointestinal

O Trato Gastointestinal é constituido pelo tubo digestivo e suas glandulas
secretoras anexas, sendo responsavel pela digestdo e absor¢do dos nutrientes
encontrados no bolo alimentar, funcionando ao mesmo tempo, como barreira
seletiva de protecao entre o meio externo e o interno (Sanioto, 1991). Quando a
protecdo contra a autodigestdo falha, nés desenvolvemos lesdes nas paredes do
trato gastrointestinal, conhecidas como ulceras (Silverthorn, 2003).

De acordo com Kutchai (1996), o estdbmago pode ser anatomicamente e
funcionalmente dividido em quatro regides revestidas por mucosa: cardia, fundo,
corpo e antro. As células parietais (secretoras de acido cloridrico) e as células
principais (secretoras de pepsinogénio) estao localizadas primariamente no fundo
€ no corpo, enquanto que as células secretoras de gastrina estdo no antro

(WOLFE e SOLL, 1988).
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Figura 2: Visualizacao anatémica e histolégica do estdbmago.

Mecanismos de Protecao do Estomago

Dentre os fatores protetores da mucosa gastrica s&o considerados como
mais importantes o muco, o bicarbonato e o fluxo sanguineo.
Muco: O muco é um fator significativamente importante para a mucosa gastrica, o
qual se apresenta de forma viscosa, elastica, aderente, como um gel transparente,
que contém 95% de agua e 5% de glicoproteina, recobrindo toda a superficie da
mucosa gastrointestinal. O muco é capaz de agir como antioxidante e reduzir
danos da mucosa promovidos por radicais livres (Repetto et al., 2002). Quando

células contendo muco sédo danificadas por radicais de oxigénio extracelular, o
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muco intracelular é liberado no tecido gastrico prevenindo danos por varredura
(Seno et al., 1995).

Bicarbonato: Tanto a secrecdo de muco, quanto a de bicarbonato, sao
estimuladas por diversos fatores e formam a chamada “barreira mucoprotetora”
(Sanioto, 1991; Kutchai, 1996).

Fluxo _sanguineo: Um dos papéis do fluxo sanguineo €& suprir de oxigénio,

nutrientes e hormdnios a mucosa gastrica, além de participar da regulagdo da
saida do acido, da producdo de muco e da secre¢cao de bicarbonato. De fato o
aumento do fluxo sanguineo na mucosa gastrica diminui suscetivelmente o dano
causado por diversos agentes nocivos (Brzozowski et al., 2003).

Prostaglandina: A acao protetora das prostaglandinas (PGs) envolve fluxo

sanguineo, estimulagcdo de muco, secrecédo de bicarbonato (Hawkey, 2000).
Observacgao realizada por Gretzer et al. (1998) reportou que a expressao da
cicloxigenase-2 (COX-2) tem um importante papel na cicatrizagdo de Ulcera
gastrica. A diminui¢cado do fluxo sanguineo na area ulcerada e a falha da atividade
de enzimas antioxidantes na mucosa, podem contribuir para retardar a
cicatrizacdo da ulcera gastrica e agravamento de danos gastricos induzidos por

estresse.

Ulcera Gastrica

A fisiopatologia da ulcera péptica (gastrica ou duodenal) pode ser encarada
como um desequilibrio entre fatores agressivos (acido, pepsina, infecgéo por H.
pylori) e as defesas locais da mucosa, a secre¢ao de bicarbonato, muco e PGs

(Brozozowski, 2003). Originalmente, acreditava-se que todas as ulceras do trato
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gastrointestinal eram causadas apenas pela agao agressiva do acido cloridrico e
da pepsina sobre a mucosa; e por este motivo tornaram-se assim conhecidas
como “Ulceras pépticas” (Richardson, 1993).

Adicionalmente, outros fatores foram envolvidos na patogénese da ulcera
péptica gastrica, incluindo predisposi¢cao genética, secregédo acida alterada, rapido
esvaziamento gastrico, falha dos mecanismos de defesa da mucosa, estresse
fisico e psicolégico, além do tabagismo (Quan e Talley, 2002) e a ingestado de
bebidas contendo alcool ou cafeina (Richardson, 1993).

Por mais de um século, a ulcera péptica foi, com frequéncia, controlada
através de cirurgia, com alto indice de mortalidade. A efetiva supressao da
secrecao de acido gastrico comegou com a introdugdo dos antagonistas de
receptores H, em 1970, que resultou em grande avanco clinico. Durante a década
de 80, o numero de cirurgias de ulcera péptica reduziu em cerca de 85%, fato que
pode ser atribuido ao uso de antagonistas de receptores H,, como cimetidina e
ranitidina e a descoberta dos inibidores da bomba de prétons, como omeprazol e
lanzoprazol, cuja agao € promover a inibicdo da secregcao de acido gastrico. Nos
anos 90 houve a descoberta da H. pylori, causando grande repercussao mundial
para o tratamento de ulcera gastrica; entretanto, desde entdo, nada de novo surgiu
para o entendimento, diagnose e tratamento da ulcera péptica (Yuan, 2005).

A Ulcera péptica é considerada um grande fator de morbidade, havendo alto
indice de morte em casos extremos, como ulceras hemorragicas promovidas por
estresse (Kushima, 2006). Na média populacional o risco de complicagdo com
ulcera aumenta quatro vezes, resultando em 1,25 hospitalizacdes adicionais para

cada 100 pacientes por ano (Hawkey, 2000).

48



As EROs geradas durante o metabolismo do acido araquidbnico, por
macrofagos e por células musculares lisas podem contribuir para os danos na
mucosa gastrica (Repetto e Liesuy, 2002). Durante a ulcerogénese ocorre
ativagao da SOD, diminui¢cao da atividade das peroxidases, com geracao de ‘OH e
acumulo de H;O,, resultando em aumento da LPO na mucosa gastrica e formagao
de radicais lipidicos. Os radicais lipidicos, por sua vez, agem como propagadores
de danos oxidativos, levando a uma diminuicdo dos niveis de GSH e
desestruturacédo de grupamentos sulfidrila protéicos (Das et al., 1997; Parks,
1988).

Ja foi demonstrado que danos induzidos por administracdo de etanol ou de
antiinflamatérios nédo esteroidais, isquemia e reperfusdo (IR) e estresse na
mucosa gastrica representam uma significante diminuigdo dos niveis de GSH e
aumento das taxas de LPO. Também ocorre diminuicdo da atividade da GPx na
mucosa gastrica, tanto em animais de laboratério quanto em humanos. Isto mostra
que as EROs sao importantes agentes causadores de danos oxidativos nos
processos de geracao de lesbes da mucosa gastrica (Cabeza et al., 2001; Das et
al., 1997, 1998; Das e Banerjee, 1993; Ito et al., 1998; Szabo e Vattay, 1990;

Pihan et al., 1987).

Inducédo de Ulcera por etanol absoluto

O etanol é um agente que induz uma rapida e forte venoconstricdo
acompanhado de por uma rapida e vigorosa dilatagao arteriolar. Os radicais de
oxigénio gerados durante episodios de isquemia e reperfusdo provocam severas

mudangas celulares, levando em alguns casos, até a morte celular, devido ao
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ataque a constituintes essencias da célula, como acidos nucléicos, proteinas e
lipideos; também induz a peroxidagao lipidica da membrana, levando a formacéao
de compostos toxicos, como aldeidos e novos radicais livres (Giavin e Szabo,
1992).

A Administracdo aguda de etanol absoluto em ratos produz lesbes na
mucosa gastrica e erosdes similares as que ocorrem na ulcera gastrica (Repetto e
Liesuy, 2002). O subsequente aumento na permeabilidade da membrana,
juntamente com a queda de produtos vasoativos, mastdocitos, macrofagos e outras
células do sangue, podem causar danos vasculares, necrose e formacgao de Ulcera
(Bilici et al., 2002).

No processo de ulcera por etanol, além do dano direto a mucosa pelo
contato do etanol, o que ja inicia a LPO, ha também um aumento de radicais
hidroxil e superéxido gerados pela desestruturacdo de cadeias enzimaticas das
membranas, acentuando a LPO. Ha também infiltragao leucocitaria, aumento da
atividade da mieloperoxidase, fragmentacdo do DNA, aumento da xantina oxidase
e diminui¢cdo do nivel de GSH livre na mucosa. Este processo apresenta ainda
uma diminuicdo do muco aderido a mucosa e da atividade das PGs, o que pode
aumentar os danos a mucosa por radicais, ja que o muco além de barreira fisica,
atua também como antioxidante (Repetto e Llesuy, 2002).

O etanol na concentragcdo em que é empregado pode ser deletério na
medida em que possibilita estase e ruptura da parede dos vasos sanguineos,
favorecendo hemorragia e necrose da mucosa (Mincis et al., 1995).

Alguns experimentos tém demonstrado que EROs e a peroxidagao lipidica

exercem um importante papel na patogenesia de lesdes na mucosa gastrica
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induzidas por etanol. Em adigcado, produtos da peroxidagao lipidica podem ativar
leucdcitos polimorfonucleares. Tem sido relatado também na genesia da leséo
gastrica a infiltragao de neutrdéfilos na mucosa (Zimmerman e Granger, 1994).

Varios agentes endégenos como GSH nao protéicos, limitam a produgao de
EROs. No mesmo caminho, enzimas antioxidantes como a GPx estdo envolvidos
na eliminagdo de peréxido de hidrogénio e hidroperoxidos, atuando como
importante papel de protecao celular (Konturek et al., 1990).

Na ulcera induzida por etanol absoluto ocorrem diversas alteragdes no
sistema de defesa antioxidante endégeno, como redugao na atividade da enzima
GPx, deplecdo de GSH e aumento da atividade da SOD. A SOD, enzima
importante para a protegao antioxidante do organismo, catalisa a dismutagdo do
O,; a GPx facilita a “captura” de radicais livres pela glutationa, enquanto a GR
converte a glutationa oxidada em glutationa reduzida, usando como co-fator o

NADPH (Baker et al., 2004; Johnson e Giulivi, 2005).

Outra hipotese para explicar o dano oxidativo induzido pela administragao
de etanol na mucosa gastrica € o efeito constrictor sobre veias e artérias da
mucosa gastrica, produzindo inflamagao e danos ao tecido. A indugdo da leséo
pelo etanol depende da dose utilizada e pode ser prevenido pela PGE;, que inibe
a morte celular na parede gastrica e aumenta a secregdo de muco (Repetto e
Liesuy, 2002).

Inducédo de Ulcera por Isquemia e Reperfuséo

O modelo de ulcera por isquemia e reperfusao (IR) é utilizado para avaliar

resposta de farmacos em um processo de ulcerogénese sem utilizacdo de agentes
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quimicos, patégenos ou estresse somatico, como nos modelos de etanol, H. pilory
e estresse por contencao e frio, isolando os fatores ulcerativos relacionados a
radicais livres formados por processos inflamatérios e vasculares (Cabeza et al.,
2001; Zimmerman e Granger, 1994).

A geracao de espécies reativas do oxigénio (EROs) é apontada como um
dos fatores envolvidos no desenvolvimento da ulcera gastrica induzida por
diversos agentes, como etanol, antiinflamatérios nao-esteroidais, estresse e
isquemia e reperfusao (De la Lastra et al., 1997, EI-Abhar et al., 2003; Hassan et

al., 1997; Kwiecien et al., 2002).

Dependendo do tempo de isquemia e hipdxia, as lesdes teciduais podem
ser reversiveis ou irreversiveis (Perry, 1991). Para reverter o estado isquémico, ha
necessidade de restauracdo de fluxo sanguineo. Entretanto, o restabelecimento
do suprimento vascular normal paradoxalmente pode ser responsavel por lesdes

ainda mais graves do que as da isquemia per se (Campos e Yoshida, 2004).

Diversos trabalhos mostram o aumento da lipoperoxidacdo na Uulcera
gastrica, alguns deles apresentando uma estreita correlagao entre a concentragao
de TBARS e o indice de lesdo no estdbmago ulcerado por isquemia e reperfusao

(Naito et al., 1995; Naito et al., 1999 ).

Na ulcera gastrica derivada de isquemia e reperfusao, a liberagdo de EROs
€ relatada como um evento patoldgico central (Brzozowski et al., 1999; Andrews et
al., 1992; Itoh e Guth, 1985; Wadhwa et al., 1987; Yoshikawa et al., 1989) e a
utilizacdo de compostos antioxidantes e “scavengers” de radicais livres tém se

mostrado benéfica em animais expostos a este processo (Derin et al., 2004; Derin
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et al., 2005; Naito et al., 1999; Sakurai et al., 1994). A isquemia por si s6 é capaz
de provocar lesbes no tecido gastrico; entretanto, € apdés a reperfusdo que
ocorrem 0s principais eventos lesivos. Kitano et al. (2005) mostraram que apés a
reoxigenizagcao da mucosa gastrica as lesbes sdo aumentadas em cerca de trés
vezes em relagdo a aquelas ocasionadas no periodo de isquemia (Campos e

Yoshida, 2004).

O processo de reperfusdo, apds periodo de isquemia, inicia com um
aumento na concentragao de calcio interno e abertura dos canais inespecificos
na membrana interna mitocondrial, acompanhado por uma perda de proteinas
da matriz com alteracdo na densidade plasmatica. Também ocorre uma
despolarizagdo da membrana mitocondrial com inchamento (swelling) das
mitocondrias e diminui¢cao da atividade da ATPase. Assim, os danos causados a
mitocondria durante a isquemia-reperfusao podem ser irreversiveis e induzir a
morte celular por apoptose ou por necrose do tecido (Griffiths e Halestrp, 1995).

Muitos estudos citam a toxicidade celular por EROs em diferentes 6rgaos
e tecidos sujeitos a processos de isquemia-reperfusdo, em especial no trato
gastrintestinal, causando alteragdes nas fungdes e estabilidade das membranas
celulares, perda de atividade de enzimas e receptores, danos a acidos
nucléicos, induzindo a apoptose, além de estimulos na infiltragcdo de leucécitos
(Andrews e O’Brien, 1994, Cabreza et al., 2001 ).

O papel dos radicais livres no processo de IR causando lesao tecidual
tém sido extensamente estudados em intestino, estdbmago, figado, pancreas,

rins, coragao e cérebro (Campos e Yoshida, 2004).
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Diversos trabalhos mostram a reducao da atividade das enzimas SOD e
GPx na mucosa gastrica lesada pela oclusdo da artéria celiaca, seguida de
reoxigenacao do estdbmago (Derin et al., 2004; El-Abhar et al., 2003; Kwiecien et
al., 2002). Granger et al. (1986), em um estudo sobre IR no intestino delgado,
propuseram um mecanismo para explicar a origem dos radicais livres: “Durante
o periodo de isquemia, o ATP é catabolizado até hipoxantina, que se acumula
nos tecidos. Como resultado do estado de baixa energia, ha faléncia da
homeostase celular caracterizada pela perda do gradiente ibnico através da
membrana celular, permitindo o influxo de Ca™ para as células, que ativa a
protease a converter a xantina desidrogenase a xantina oxidase. A hipoxantina é
o primeiro substrato para a xantina oxidase, o que ocorre quando o segundo
substrato, o oxigénio, é fornecido na reperfusao, formando as espécies reativas

do metabolismo do oxigénio”.
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Figura 3: Via metabolica para a producao de O, durante o periodo de reperfusao de tecidos
isquémicos pela conversao da xantina oxidase.
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Outra origem dos radicais livres seria a producado de radicais superoxidos
pela mencionada quebra de elétrons do sistema de transporte de elétrons dentro
da mitocondria ou pela via da ciclooxigenase do metabolismo do acido aracdénico.
Por esse ultimo mecanismo haveria a ativacdo de proteases e fosfolipases
inespecificas induzidas pelo acumulo de calcio intracelular no periodo de
reperfusdo, que levaria a sintese de mediadores pré-inflamatérios; tais como o
fator de agregacéao plaquetaria (PAF) e os compostos eicosandides (leucotrienos,

tromboxano e prostaglandinas) (Campos e Yoshida, 2004).

Plantas Medicinais

A utilizagcao de plantas com fins medicinais era comum na Idade Média,
mas 0s primeiros registros remontam a milénios. Acredita-se que a flora mundial
esteja entre 250 a 500 mil espécies. O Brasil contribui com 120 mil espécies, a
grande maioria na regido amazodnica, das quais o saber popular selecionou cerca
de duas mil como medicinais. Dessas, apenas 10% foram cientificamente
investigadas do ponto de vista quimico-farmacolégico. Observa-se, portanto, uma
disparidade entre a quantidade e a diversidade da flora medicinal de um lado e a
auséncia de levantamentos etnofarmacolégicos criteriosos de outro lado. Quando
dizemos criteriosos, chamamos a atencgao para levantamentos etnofarmacolégicos
nos quais conste identificacdo taxondmica das plantas envolvidas, descricdo
botanica objetiva da espécie citada e usos, posologia, efeitos observados, enfim,
dados que auxiliem o wusuario final na busca de conhecimento que tais

levantamentos oferecem (Di Stasi e Hiruma-Lima, 2002).
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A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e apresenta um
carater multidisciplinar, principalmente quando o objetivo da pesquisa € encontrar
substancias ativas uteis para a terapéutica. Nessas pesquisas, a experiéncia
indica que a selecao da espécie a ser estudada deve levar em consideragédo a
indicacdo popular de uso medicinal e o trabalho conjunto de uma equipe que
tenha um esforco comum na identificagdo da espécie, no isolamento e
determinagcdo das substancias ativas, e na escolha e execucdo dos ensaios
farmacolégicos (Souza-Brito, 1996). Durante milénios, o homem empiricamente
aprofundou seu conhecimento para a cura de suas enfermidades, demonstrando
assim uma estreita relacido entre o uso de plantas medicinais e sua evolugciao
(Luiz-Ferreira, 2005).

Embora varias plantas estejam sendo usadas como fins terapéuticos (e
mesmo comercializadas) a grande maioria ndo possui dados cientificos que
comprovem sua eficacia e seu espectro toxicoldgico no homem, assim como sua
qualidade e sua producao. Apesar de trés ou quatro décadas de estudo, pode-se
dizer que até esta data ndo houve um estudo coordenado de todos os envolvidos
no processo (industria, farmacdlogos, fitoquimicos, quimicos, toxicologos,
investigadores clinicos, etc.) visando o desenvolvimento de drogas a partir de
plantas (Ferreira, 2002).

Muitas das propriedades terapéuticas das plantas sido relatadas pela
populacdo, as quais sdo confirmadas em sua maioria nos estudos cientificos,
comprovando a importancia da pesquisa etnofarmacoldgica. Tais propriedades
propiciaram o desenvolvimento de varios medicamentos (Maciel et al., 2002;

Simdes et al., 2002; Hostettmann, 2003).
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O valor intrinseco de uma planta medicinal esta no seu efeito terapéutico. A
Organizacdao Mundial de Saude (OMS) diz que planta medicinal é qualquer planta
que possua em um ou em varios de seus 0rgaos, substancias usadas com
finalidade terapéutica ou que estas substancias sejam ponto de partida para a
sintese de produtos quimicos e farmacéuticos. A estas substancias € dado o nome
de principios ativos e sao eles os responsaveis pelo efeito terapéutico que a planta
medicinal possui. As fungdes fisioldgicas dos principios ativos das plantas ainda
nao estdo completamente esclarecidas, mas associa-se sua produg¢ao a defesa da
planta contra agentes externos como doencgas, pragas, radiacdo solar, estresse
hidrico, etc, ou a residuos do metabolismo vegetal. Estes principios ativos
possuem fungdes ecoldgicas importantes para a sobrevivéncia da espécie e sao
produzidos (quase todos) pelo metabolismo secundario das plantas (Montanari,
2002).

Desde a ultima década as industrias farmacéuticas tém demonstrado
grande interesse nos estudos de plantas; visando descobrir novas estruturas de
moléculas com potenciais atividades bioldgicas (Hamburger e Hostettman, 1991).

As novas tendéncias globais de uma preocupagao com a biodiversidade e
as idéias de desenvolvimento sustentavel trouxeram novos ares ao estudo das
plantas medicinais brasileiras. Novas linhas de pesquisa foram estabelecidas em
Universidades brasileiras, algumas delas buscando bases mais sélidas para a
validacao cientifica do uso de plantas medicinais (Lorenzi e Matos, 2002).

De acordo com Newman et al (2003), entre os anos de 1981 e 2002, de 877

novas moléculas introduzidas no mercado em torno de 49% eram substancias
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isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos ou entdo moléculas sintetizadas
tomando como modelo estruturas de origem natural (Gurib, 2006).

Um estudo etnofarmacoldgico da regido do Cerrado do Brasil encontrou um
grande numero de plantas usadas para o tratamento de ulceras gastricas e
gastrite (Hiruma-Lima, 2005).

Substancias com atividade antiulcerogénica, obtidas a partir de plantas
medicinais, exercem seus efeitos estimulando fatores de protecdo da mucosa
gastrica, aumentando a sintese de prostaglandina e/ou estimulando a secrecéo de
muco e bicarbonato, ou ainda inibindo a secregédo gastrica (Lewis e Shaw, 2001;
Boreli e 1zzo, 2000).

Na pesquisa envolvendo plantas com atividades antiulcerogénica, devemos
considerar como relevantes os seguintes dados:

- A Ulcera péptica é uma patologia que apresenta uma elevada incidéncia
€m nosso pais;

- Essa doencga crbnica, ja que € quase sempre reincidente, requer uma
intervengao endoscopica-terapéutica, que necessita, em muitos casos, de
processo cirurgico, acarretando transtornos financeiros para o individuo e
também para o sistema de saude;

- Nao existe no mercado farmacéutico nenhum produto com 100% de
eficacia os medicamentos existentes sdo de alto custo, efeitos limitados
na patologia crénica, além de apresentarem efeitos colaterais e reagdes

adversas;
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IV-  As plantas possuem compostos terapéuticos potencialmente ativos, os
quais constituem em grande estratégia para a descoberta de novos
farmacos;

V- A matéria-prima utilizada na produgdo dos produtos farmacéuticos é
importada, representando dependéncia para a industria farmacéutica
nacional.

E nesse contexto que os produtos naturais devem ser discutidos na
farmacologia e que, posteriormente, podem vir a ser usados para o tratamento e

cura da ulcera péptica (Lewis e Hanson, 1991).

Flavonodides

Os flavondides sao pigmentos naturais presentes em vegetais e que
protegem o organismo humano de danos produzidos por agentes antioxidantes,
como raios ultravioletas, poluicdo ambiental e substancias quimicas presentes nos
alimentos. O organismo humano né&o pode produzir estas substancias quimicas
protetoras, podendo obté-las através da alimentacdo ou em forma de
suplementos. Estdo amplamente distribuidos em plantas, frutas, verduras e em
diversas bebidas e representam componentes da parte energética da dieta
humana (Aherne e Brien, 2002).

Os flavondides estdo presentes, em larga escala, na dieta alimentar do
homem justificando o crescente interesse cientifico em elucidar os efeitos destas
substancias na saude humana. Seus efeitos benéficos sdo descritos em diversas
patologias, tais como: diabetes melitus, alergia, cancer, infec¢des virais, cefaléias,

ulceras duodenal e gastrica, inflamagdes, cardiopatias, arteriosclerose e
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osteoporose (Harbone e Williams, 2000). No entanto, a heterogeneidade quimica
aliada a extensa lista de propriedades farmacoldgicas desta classe de compostos
dificulta a elucidagao de seus mecanismos fisiolégicos e bioquimicos (Di Carlo et
al., 1999).

Os flavonoides contém em sua estrutura quimica um numero variavel de
hidroxilas fendlicas e excelentes propriedades de quelar ferro e outros metais de
transicdo, conferindo uma grande capacidade antioxidante (Havsteen, 1983,
Peres, 1994).

As maiores classes de flavondides incluem os flavondis, as flavonas,
flavononas, catequinas (ou flavonol), antocianidinas, isoflavonas, dihidroflavonas e
as chalconas. Muitos flavondides ocorrem naturalmente como flavondides
glicosilados, ou seja, apresentam acucares simples ou complexos como
substituintes nos anéis centrais; dentre eles destacam-se: D-glucose, L-raminose,
glucoramnose, galactose, ligninas, arabinose. No entanto, alguns flavondides
podem ser encontrados na forma de aglicona, sem agucares ligados aos anéis
centrais (Di Carlo et al., 1999)

Os flavondides sao compostos de baixo peso molecular que comportam um
esqueleto comum de difenilpiranos, composto por dois anéis de fenil (A e B)
ligados a um anel C de pirano (hetorociclo). A atividade dos flavondides como
antioxidantes depende da propriedade redox de seus grupos hidroxifendlicos e da
relacdo estrutural entre as diferentes partes da estrutura quimica (Bors et. al.,
1990).

As propriedades bioquimicas dos flavondides dependem da posi¢cdo das

duplas ligagdes, glicosilagbes, numero, espécie e disposicado dos radicais nos
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anéis fendlicos, como visualizados na figura 4 e tabela 1. A maior parte dos
estudos envolvendo flavondides se concentra em suas propriedades bioquimicas
e fisioldgicas relacionadas ao potencial antioxidante na protegdo dos sistemas
biologicos durante estresse oxidativo. Pode-se observar ainda que a protegao
oferecida por estas substancias contra o ataque oxidativo induzidos por radicais
livres esta relacionado as diferengas na estrutura quimica (Harbone e Williams,

2000; Di Carlo et al., 1999; Van Acker et al., 1998, Beecher, 2003).

Figura 4 - Esqueleto Quimico basico dos flavondides
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Tabela 1: Influéncia das caracteristicas quimicas dos flavondides no potencial antioxidante

Caracteristicas Quimicas

Potencial Antioxidante

Glicosilagcédo no C-7

Acao sequestradora de radicais livres

Dupla ligagao entre C3 e C4 e grupo

hidroxil em C3

Inibicdo da xantina oxidase

Hidroxila na posigédo B3 e C3

Potencial fator quelante de EROs

Carbonil na posi¢ao 4 e uma hidroxila

na posicao A5

Inibicdo da NADPH-oxidase

Presenca de ceto na posicao C4 ou

hidroxilana posi¢cao B3 e B4

Potencial inibidor de peroxidagao

lipidica
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As propriedades anti-radicais livres dos flavondides se dirigem
fundamentalmente para o radical hidroxila e superdxido, espécies altamente
reativas implicadas no inicio da cadeia de peroxidacgao lipidica (Jovanovic et al.,
1998). Ha também evidéncias da sua capacidade de modificar a sintese de
eicosanoides (com resposta anti-prostandide e antiinflamatéria), de prevenir a
agregacao plaquetaria (efeito antitrombdcito) e também de proteger as proteinas
de baixa densidade de oxidagao (prevencgao de ateroma) (Pace-Asciak et al, 1995;

Yang , 2000; Geleijinse, 2002).

Malpighiaceae

Familia de arvores e lianas com aproximadamente 60 géneros e 1200
espécies e distribuidas em regibes tropicais e subtropicais do mundo,
especialmente no continente americano. Os frutos de algumas espécies de
Byrsonima sao conhecidos popularmente como “murici”; sdo utilizados para fazer
sucos e doces, principalmente no norte e nordeste do Brasil. A casca é relatada
para diversos usos medicinais, desde picadas de cobras a inflamacido da
garganta. Com flores vistosas, frutos que atraem aves e pelo rapido crescimento,
espécies de Malpighiaceae, especialmente as Byrsonimas tém grande potencial
como ornamento e na recuperagao de areas degradadas (Anderson, 1981)

Vérias espécies pertencentes ao género Byrsonima ocorrem no nordeste
brasileiro, sendo algumas delas intensamente consumidas na forma de sucos,
licores, geléias e doces. As espécies deste género sdo comumente utilizadas
como antiasmaticas, antifebris e no tratamento de infecgbées cutaneas (Caceres et

al., 1993).
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Folhas e cascas de algumas espécies de Byrsonima s&o usadas
popularmente em disfungdes gastricas, infecgdes cutaneas, picadas de cobra e

ainda como anti-diarréicos (Amarquaye et al., 1994).

Byrsonima crassa (Nied)

Sannomiya et al. (2004) revelaram que o extrato metandlico de folhas da
Byrsonima crassa (Malpighiaceae) contém flavondides com atividade antioxidante.
Dentre estes estdo os monoglicosilados (quercetina-3-O-a-L-arabinose e
quercetina 3-O-B-D-galactoside) e um biflavondéide (amentoflavona), como

ilustrados na figura 5.

Amentoflavona

Quercetina OH

Figura 5: Estruturas quimicas dos flavondides FAc de B. Crassa

@) flavondide quercetina previne contra danos oxidativos e morte
celular, por inumeros mecanismos, como sequestradora de radicais livres,

protecao contra peroxidagao lipidica e quelante de alguns metais (Molina, 2003).
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A cromatograma de separagdo por HPLC de FAc de B. crassa revelou a presenga das seguintes substancas
quimicas AG: acido galico; cat: (+)-catequina; Pro: proantocianidina; epi: (-)-epicatequina; GM: galato de metila; Q-O-gal:
quercetina-3-O-B-D-galactopiranosideo;  Q-O-gal-gall:  quercetina-3-O-(2"-galoil)-p-D-galactopiranosideo;  Q-O-ara:
quercetina-3-O-a-L-arabinopiranosideo; Q-O-ara-gall: quercetina-3-O-(2”-galoil)- a-L-arabinopiranosideo (Sannomiya et

al.,2004).
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Figura 6 : Cromatografia de separa¢ao por HPLC da FAc de B. Crassa. EmeOH de B. Crassa (superior 215 nm). HPLC PU-2089/MD-
2010 Jasco®. Coluna Synergi Hydro-RP18 (250 x 4,6 mm ID, 4 uym). FM: A = H20+TFA 0,1%; B = ACN+TFA 0,1%. Gradiente de elui¢do. 5-
17% B (15 min), 17-23% B (25 min), 23-100% B (10 min) 100% B isocratico (5 min
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Byrsonima fagifolia (Nied)

Estudos fitoquimicos da FAc do EmeOH de folhas da Byrsonima fagifolia
(Malpighiaceae) desenvolvidos pelo laboratério de quimica organica da
Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) revelaram a
presenca de alguns derivados de quercetina, acido galico, galato de metila e acido

galoil quinico como ilustrados na figura 7.

Quercetina OH

COOC Hay

HO OH
oH

Galato de Metila

OH

HO OH
OoH

Acido Galico

HO OH
Acido galoilquinico op

Figura 7: Estruturas quimicas dos compostos fendlicos da FAc de B. fagifolia
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Baratto et al (2003) demonstrou a propriedade antioxidante do acido galoil
quinico através da sua atividade positiva para o teste de DPPH, do sequestro de
radicais superoxido e radical hidroxila.

O acido galico apresenta forte atividade antioxidante, antimutagénica e
atividade anticarcinogénica (Inoe et al., 1994; Inoe et al., 1995; Beljasnski e
Crochet, 1994). Extrato bruto de Anogeissus latifolia ROXB constituida de 0,95%
de acido galico revelou atividade antioxidante e antimicrobianno em modelo de
indugao de ulcera gastrica (Govindarajan et al., 2006).

Galato de metila € o principal constituinte fitoquimico dos chas verdes, uma
conhecida bebida antioxidante (Chen e Zang ,2003). A atividade sequestrante de
radicais livres e inibicdo da peroxidacdo lipiica tem sido comentada como a
principal atividade do galato de metila. (Cho et al., 2003). Em adi¢ao, o galato de
metila possui atividade antiplaquetaria e protege o DNA contra danos provenientes

do estresse oxidativo (Hsieh, 2004).
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A cromatograma de separagao por HPLC do EMeOH B. Fagifolia realizada no laboratério de quimica organica
da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho” (UNESP) revelou a presenga dos seguintes constituintes
quimicos; AG: acido galico; 3,4-di: acido 3,4-digaloilquinico; 3,5-di: acido 3,5-digaloilquinico; 3,4,5-tri: acido 3,4,5-

trigaloilquinico; 1,3,4,5-tetra: acido 1,3,4,5-tetragaloilquinico.
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Figura 8: Cromatografia de separacédo por HPLC da FAc B. Fagifolia. EmeOH de B. Fagifolia ( 215nm). HPLC PU-2089/MD-2010 Jasco®.
Coluna Synergi Hydro-RP18 (250 x 4,6 mm ID, 4 um). FM: A = H20+TFA 0,1%; B = ACN+TFA 0,1%. Gradiente de eluigdo. 5-17% B (15 min),
17-23% B (25 min), 23-100% B (10 min) 100% B isocratico (5 min).
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2. OBJETIVOS
Pesquisar os possiveis mecanismos antioxidantes de Byrsonima crassa e
Byrsonima fagifolia envolvidos na atividade antiulcerogénica em ulceras induzidas

por etanol e por isquemia e reperfusao.
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3. MATERIAL E METODOS
Preparo do material vegetal
Coleta das espécies em estudo

As folhas da B. crassa e B. fagifolia foram coletadas na estrada do Brejinho
de Nazaré, municipio de Porto Nacional, estado de Tocantins pela profé. Dr2. Clélia
Akiko Hiruma-Lima, da UNESP, Campus Botucatu-SP. A identificagcdo botanica
ficou a cargo do prof°. Dr. Eduardo Ribeiro dos Santos e as exsicatas foram
depositadas no herbario Universidade Federal do Tocantins sob os numEro 6398

e 3377, respectivamente.

Preraro dos Extratos

Folhas de B. crassa e B. fagifolia Nied (2 Kg e 1 Kg, respectivamente) foram
secas e trituradas em moinho de facas e em seguida, foram submetidas as
extragbes por maceragdo em cloroformio (CHCl;) e metanol (MeOH)
respectivamente. Apos a evaporacdo dos solventes em rotaevaporador foram

obtidos os extratos cloroférmico (ECHCI; ) e metanolico (EMeOH).
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Tabela 2: Rendimento obtido dos extratos cloroformicos e metandlicos preparados a partir
de folhas de B. crassa e B. fagifolia.

Folhas |2 Kg de B. crassa |1 Kg de B. fagifolia

Extratos

ECHCI3 (g) 53,8 (2,7%)) 47,3 (4,7%

EMeOH (g) 158,3 (7,9%) 24,6 (2,5%)

Porc¢des de 10g do extrato MeOH de Byrsonima crassa Nied e 8g do extrato
MeOH de Byrsonima fagifolia Nied foram particionadas em uma mistura
EtOAc/agua (1:1, v/v) rendendo fragbes Acetato de etila (FAc) e fragbes Aquosa

(FAQ) de ambas as espécies.

Tabela 3: Rendimento obtido das FAc e Faq de B. crassa e B. fagifolia preparados a partir do
EMeOH.

Extrato MeOH |10 g de B. crassa |8 g de B. fagifolia

Fracoes

FAC 4,3 (43%) 3,5 (44%)

FAq 4,5 (45%) 3,9 (48%)
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FOLHAS
Bc e Bf

Secagem
Moagem
Maceragcdo em CHCl;

[ EC;Cb ] [ TORTA ]

Maceracao com MeOH

[ EMeOH ] TORTA
DESPREZADA

Particao AcOEt / H20
(1:1, VIV)

[ FAc | | FAq |

Fluxograma 1: Preparo do EmeOH e das FAc e FAq de B. crassa e B. fagifolia.
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Animais utilizados em ensaios bioldgicos

Foram utilizados ratos Wistar machos (180 a 220 g) fornecidos pelo Centro
Multidisciplinar de Investigacdao Biologica (CEMIB) da UNICAMP e os
procedimentos experimentais foram analisados e aprovados pela Comissao de
Etica na Experimentacdo Animal (CEEA-IB-UNICAMP, protocolo nimero 853-2).
Os animais foram aclimatados as condicdes do biotério por pelo menos sete dias
antes da manipulacdo experimental, com temperatura ambiente de 23 + 2° C,
umidade relativa do ar em torno de 55 £ 5 % e ciclos claro-escuro controlados de
12 horas, alimentados com racdo Nuvital (NUVILAB®) e agua ad libitum. Os
animais foram distribuidos ao acaso nos diferentes grupos experimentais e
submetidos a periodos de 24 horas de jejum, de acordo com metodologias

aplicadas.

Procedimentos Experimentais

Para determinar as doses das FAc de B. crassa e B. fagifolia que melhor
protegem contra lesdes ulcerativas, foram realizados experimentos de indugéo de
ulcera por etanol, com doses crescentes das referidas doses, em ratos Wistar.
Com as doses ja definidas, foram realizados os experimentos de indugdo de
ulcera por etanol por IR, modelos estes envolvidos no processo de liberacao de
radicais livres. A partir dos homogenatos de estdbmago obtidos dos experimentos
de etanol e IR fez-se dosagens dos danos oxidativos a membrana e
determinacdes enzimaticas.

Para cada um dos modelos experimentais foram utilizados grupos de

animais com diferentes tratamentos: Tween 80® 12% (controle negativo), Rutina
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200mg/kg (controle positivo), Sham (animal que sofreu o estresse da
manipulagéo), grupo tratado com 50 mg/kg de FAc de B. crassa e grupo tratado
com 25 mg/kg de FAc de B. fagifolia .

Em todos os experimentos de indugdo de ulcera gastrica, as lesdes
ulcerativas foram contadas e classificadas de acordo com a severidade da lesédo
como proposto por Szelenyi e Thiemer (1978): lesdao de nivel 1 (pontos
hemorragicos < 1 mm), nivel 2 (Ulceras de 2 mm de extensdo) e nivel 3 (ulceras
profundas de 3 mm de extensado). Para cada grupo de tratamento foi calculado um

indice de lesao ulcerativa (ILU), obtido através da equacgéo:

ILU =) (lesbes de nivel 1) + (lesdes de nivel 2 X 2) + (lesdes de nivel 3 X 3)

Inducdo de ulcera por administracido de etanol

Esse modelo foi realizado de acordo com Morimoto et al. (1991). Apds 24
horas de jejum, os animais foram divididos em grupos e submetidos a diferentes
tratamentos 1 hora antes da inducdo da lesdo pela administragcao de etanol. A
lesdo gastrica foi induzida pela administragdo oral de 1 ml de etanol absoluto.
Apds 1 hora os animais foram sacrificados por deslocamento cervical; em seguida,
os estdmagos foram retirados e abertos ao longo da grande curvatura. Apds esse
procedimento, foram determinados os indices de lesbes ulcerativas (ILU). Em
outro momento, este mesmo experimento foi realizado; porém, a mucosa foi
raspada, homogeneizada e congeladas a -70°C para a realizagdo dos testes

antioxidantes.
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Inducéo de Ulcera por Isquemia e Reperfuséo

Este modelo é descrito segundo metodologia descrita por Ueda (1989).
Apods 24 horas de jejum, os animais foram divididos em grupos e submetidos a
diferentes tratamentos em seguida foram anestesiados com Ketamina (30 mg/Kg)
e Xilazina (0,3 mg/Kg), por injegao intramuscular e submetidos a tricotomia.
Decorridos 30 minutos apds o tratamento fez-se uma incisdo de aproximadamente
3cm do lado esquerdo e direito do abdémen. Apds localizacdo da artéria aorta, a
artéria celiaca foi isolada e submetida a um processo de limpeza e eliminagao de
aderéncias; um “clamp” microvascular foi colocado nessa artéria. Transcorridos 30
minutos da isquemia o clamp foi retirado para permitir a reperfusdo da mucosa
gastrica durante os 60 minutos seguintes. No final desse periodo, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. Os estdmagos entdo foram

removidos, abertos ao longo da grande curvatura e lavados com solugao salina.

Figura 9: Identificacao da artéria celiaca no estdmago de rato Wistar.
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Coleta do homogenato de tecido

ApoOs os animais terem sido submetidos ao protocolo de etanol e IR, os
estdbmagos foram removidos, lavados com solugao salina (NaCl 0,9%) e raspados
para coleta da amostra. As amostras apds coletadas foram homogeneizadas em
homogeneizador de tecidos com 1 ml de solugdo tampao fosfato tamponado
(PBS), imediatamente imersas em nitrogénio liquido e armazenadas em biofreezer
(-70 °C). Para as dosagens bioquimicas, as amostras foram descongeladas,
centrifugadas a 12.000 rpm, 4°C por 15 min. O sobrenadante foi aproveitado. A
concentragao de proteina foi determinada pelo método de Bradford (1976), usando

como padrao albumina bovina.

Testes antioxidantes in vivo

Danos oxidativos de Membrana

Peroxidagéao lipidica (Ohkawa et al., 1979)

O homogenato de tecido estomacal deve ser misturado a KCI (0,15 M) na
proporcao de 1:10, v/v: 1 mL do raspado: 10 mL de KCI. Aliquotar 0,5 mL deste
homogenato e adicionar: 0.2 mL de SDS (8.1%), 1.5 mL de acido acético (20%,
pH = 3.5, ajustado com NaOH), 1.5 mL de &acido tiobarbiturico (0.8%, p/v) e H,O
destilada até completar 4 mL. Colocar as amostras em banho-maria, a
temperatura de 95°C, por 1 hora. Apds, resfriar as amostras, adicionar 1 mL de
H,O destilada + 5 mL da mistura de n-butanol + piridina (15:1, v/v). Fechar os
tubos e agitar por 1 minuto, centrifugar a 2600g, por 10 minutos. A absorbancia da

capa organica sera determinada a 532 nm. Para calcular a concentragao, pode-se
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utilizar o coeficiente de extingdo de tetraetoxipropano como padrédo. Valores

expressos em pmol MDA/mg proteina.

Determinag&o de grupamentos sulfidrila (Faure e Lafond, 1995)

As amostras foram centrifugadas (12000rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em tampéao fosfato de sédio (0, 1 M, pH = 7,4). A
seguir, fez-se a leitura da absorbancia de 100 ul da amostra, acrescidos de 100 pl
de solugéo de Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Apds esta leitura
adicionou-se 20 pul de acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzdico) diluido em metanol
(DTNB — 0,01mM) e realizou-se nova leitura (A2), a 412 nm, decorridos 15
minutos de reagdo, para determinagdo de grupamentos sulfidrila n&o
protéicos(GSH). A concentragdo de grupamentos sulfidrila (tiol) € dada por (A1-

A2) x 1,57.

Atividade Enzimatica

Determinagdo da atividade da GPx (Yoshikawa et al., 1993)

O homogenato de tecido estomacal foi diluido em tampéo fosfato (1: 10).
Em 100 pL desta solugéo adicionou-se 50 uL H20O2 (0.25 mM), 20 uL de Glutationa
Reduzida (GSH) (10 mM), 20 uL NADPH (4mM), 10 uL (1 U) de enzima glutationa
redutase em PBS, pH 7,8. A absorbancia foi lida em espectrofotdmetro a 365 nm..

Os resultados serao expressos em mM/mim por mg de proteina.
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Determinag&o da atividade da GR (Carlberg e Mannervik, 1985)

A atividade dessa enzima foi determinada seguindo-se
espectrofotometricamente a oxidagao de NADPH a 340 nm. A reacao enzimatica é
constituida de 100 uL do homogenato previamente diluido em tampao fosfato
(1:10), 50 uL de tampéao fosfato (1M), pH=7, 10 uL de EDTA (0,2 mM, 20 uL de
GSSG (1 mM) e 20 uL de NADPH (0,1 mM). O consumo de NADPH foi
determinado pela diminuicdo da absorbancia a 340 nm. A atividade da enzima é
definida como mM NADPH consumido/min/mg de proteina. O coeficiente de

extingdo para o NADPH é 6,22 M ecm™.

Determinagao da atividade da SOD (Winterbourn et al., 1975)

A Atividade da SOD foi determinada pela inibicdo da redugdo do NBT (nitro
blue tetrazolium) pelo radical supéroxido gerado através do sistema hipoxantina/
xantina oxidase (XO) a 37° C. O homogenato de tecido estomacal foi diluido em
tampao fosfato (1: 10). Em 100 uL desta solugdo, adicionaram-se 40 uL de
tampao fosfato 0.1 M (pH: 7.4), xantina 0.07U/ml, 20 uL de hipoxantina (100 uM) e
20 uL de NBT. A absorbancia foi lida em espectrofotbmetro a 560 nm.. Os

resultados serao expressos em U/mg de proteina.
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4. RESULTADOS

Byrsonima crassa na indugao de ulcera por etanol

e indice de les3o ulcerativa (ILU):

Na tabela 4 sdo apresentados os dados obtidos com a FAc de B. crassa com 3

niveis de dose; 25, 50 e 100 mg/kg apds indugéo de ulcera por etanol.

Tabela 4: Efeito da FAc de B. crassa sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos.

ihicAa ()
Modelo Tratamento (rlzo/slg ) N ILU Inibicao (%)
Empregado 9'hg
Tween 80 12% 10 (mlI/Kg) 6  48.8+4.90 -
B. crassa 25 5 454+ 2.88 7
Etanol
B. crassa 50 5 12.8+10.44* 74
B. crassa 100 5 33.2+1.48" 32

ANOVA: F 3 17= 139.9 para IU; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01

As doses de 50 e 100 mg/kg promoveram a inibicdo das lesdes gastricas
em cerca de 74% e 32%, respectivamente, quando comparadas com o controle
negativo (Tween), indicando a presenga do potencial efeito gastroprotetor. A dose
de 50 mg/Kg foi a escolhida para prosseguimento nos ensaios antioxidantes por

apresentar a melhor eficacia.
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e Testes antioxidantes:

Danos oxidativos de membrana:

Determinacao da peroxidacao lipidica (LPO) e compostos sulfidrila (GSH)

Na tabela 5 sdo ilustrados dados referentes a determinacédo da LPO e GSH apods
tratamento com FAc de B. crassa e rutina em modelos de ulcera gastrica por

etanol

Tabela 5: Mecanismos antioxidantes (LPO e GSH) das FAc B. crassa envolvidos na atividade
antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol

LPO (pmol MDA/mg GSH (mM/mg

Tratamentos Dose (mg/Kg) proteina) proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/Kg) 88.66 + 0.98 0.17 £ 0.01
Sham - 37.91 £ 0.60* 0.39 £ 0.03*
Rutina 200 27.39 + 2.50* 0.29 £ 0.01*
B. crassa 50 69.40 + 2.66* 0.34 + 0.03*

ANOVA: F30= 304.1 para LPO e F16= 17.43 para GSH; com teste a posteriori de Dunnet
*p<0,01

Os tratamentos com rutina e FAc de B. crassa produziram uma reducao
estatisticamente significativa de LPO quando comparados com o grupo controle
negativo (Tween); o tratamento com rutina apresentou uma diminuicdo
significativa nos niveis de LPO em comparagédo aos niveis do grupo sham. Com
relacdo a determinacdo de GSH, os tratamentos com rutina e FAc de B. crassa
promoveram um aumento estatisticamente significativo na produgdo destas

substancias, quando comparados com o grupo controle negativo (Tween).
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Atividade enzimatica:

Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase

(GR)

Na tabela 6 sao ilustrados dados referentes as atividades das enzimas
antioxidantes (GPx) e (GR) apés tratamento com FAc de B. crassa e rutina em

modelos de ulcera gastrica por etanol.

Tabela 6: Mecanismos antioxidantes (atividade da GPx e GR) de FAC de B. crassa envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol

GPx GR
Tratamentos Dose (mg/Kg) (mM/min/mg (mM/min/mg
proteina) proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/Kg) 17.58 + 1.02 11.63 + 0.70
Sham - 35.95 + 2.39** 17.10 £ 0.71*
Rutina 200 32.92 + 2.49** 26.00 + 2.64**
B. crassa 50 22.41 + 1.69* 22.10 + 2.10**

ANOVA: F3 1= 19.30 para atividade da GPx e F319= 14.08 para atividade da GR; com teste a
posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01

A atividade da GPx apds tratamentos com rutina e FAc B. crassa
permitiram observar um aumento estatisticamente significativo na atividade desta
enzima quando comparados com o grupo controle negativo (Tween); sendo
restabelecidos os niveis do grupo sham apdés o tratamento com rutina. Com
relacdo a GR, os tratamentos com rutina e FAc de B. crassa produziram um
aumento significativo na atividade desta enzima quando comparados com o

controle negativo (tween).
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Atividade da superéxido dismutase (SOD)

Na tabela 7 sdo ilustrados dados referentes a atividade das enzimas antioxidantes
(SOD) apds tratamento com FAc de B. crassa e rutina em modelos de ulcera

gastrica por etanol.

Tabela 7: Mecanismos antioxidantes (atividade da SOD) de FAc de B. crassa envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol

SOD
Tratamentos Dose (mg/Kg) (U/mg proteina)
Tween 80 12% 10 ( ml/Kg) 34.68 £2.73
Sham - 22.23 +0.81*
Rutina 200 4.38 + 0.63*
B. crassa 50 19.75 £ 2.78*

ANOVA: F 3 17y= 39.68 para atividade da SOD; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01.

Os tratamentos com rutina e FAc de B. crassa levaram a uma queda
estatisticamente significativa da atividade da enzima SOD quando comparados
com o grupo controle negativo (Tween); o tratamento com FAc de B. crassa
possibilitou o restabelecimento dos niveis do grupo sham e o tratamento com

ruitna produziu uma melhora dos niveis de SOD do grupo sham em até 4 vezes.
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Byrsonima fagifolia na indug&o de ulcera por etanol

= ndice de lesdo ulcerativa (ILU):

Na tabela 8 sdo apresentados dados obtidos com a FAc de B. fagifolia em trés

niveis de dose: 12.5, 25 e 50 mg/kg apos indugao de ulcera por etanol.

Tabela 8: Efeito da FAc de B. fagifolia sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos.

Modelo Dose Inibicao
Empregado Tratamento ( mg/Kg) N ILU (%)
Tween 80 12% 10 (ml/Kg) 6 48.5+4.9 -
B. fagifolia 12.5 5 25.6 £ 2.0* 47
Etanol
B. fagifolia 25 5 14.8 +1.3* 69
B. fagifolia 50 5 26.0+2.1* 46

ANOVA: F317y= 117.3 para ILU; com teste a posteriori de Dunnet * p<0,01.

As trés doses de FAc de B. fagifolia estudadas promoveram inibicdo das
lesdes gastricas em cerca de 47%, 69% e 46%, respectivamente, quando
comparadas ao controle negativo (Tween), indicando a presenga do potencial
efeito gastroprotetor. A dose de 25mg/Kg foi a escolhida para dar prosseguimento
aos ensaios antioxidantes por apresentar melhor eficacia em comparagéo com as

outras doses.
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= Testes antioxidantes:

Danos oxidativos de membrana:

Determinacao da peroxidacao lipidica (LPO) e compostos sulfidrila (GSH)

Na tabela 9 sdo ilustrados dados referentes a determinacdo de LPO e GSH apds
tratamento com FAc de B. fagifolia e rutina em modelos de ulcera gastrica por

etanol.

Tabela 9: Mecanismos antioxidantes (LPO e GSH) das FAc de B. fagifolia envolvidos na atividade
antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol

LPO (pmol MDA/mg GSH (mM/mg

Tratamentos Dose (mg/Kg)

proteina) proteina)

Tween 80 12% 10 ( ml/Kg) 79.24 +5.39 0.17 £ 0.01
Sham - 34.03 + 2.29* 0.38 + 0.02*
Rutina 200 26.65 + 2.40* 0.29 £ 0.01*
B. fagifolia 25 28.53 + 2.46* 0.29 + 0.03*

ANOVA: F320) = 51.97 para LPO e F316= 22.33 para GSH; com teste a posteriori de Dunnet
*p<0,01

Os tratamentos com rutina e FAc de B. fagifolia produziram uma reducéo
estatisticamente significativa da LPO quando comparados com o grupo controle
negativo (Tween), sendo restabelecidos os niveis do grupo sham. Com relagéo a
determinacdo de GSH, os tratamentos com rutina e FAc de B. fagifolia levaram a
um aumento significativo na produ¢do de GSH quando comparados com o grupo
controle negativo (Tween); os niveis do grupo sham apds os tratamentos foram

restabelecidos.
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Atividade enzimatica:

Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase

(GR)

Na tabela 10 sao ilustrados dados referentes as atividades das enzimas
antioxidantes GPx e GR apds o tratamento com FAc de B. fagifolia e rutina em
modelos de ulcera gastrica por etanol.

Tabela 10: Mecanismos antioxidantes (atividade da GPx e GR) de FAc de B. fagifolia envolvidos
na atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol

GPx GR
Tratamentos Dose (mM/min/mg (mM/min/mg
(mg/Kg) proteina) proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 17.18+ 0.87 12.32 +1.03
Sham - 36.18 + 1.99* 16.97 + 0.64*
Rutina 200 32.92 + 2.49* 26.06 + 2.64**
B. fagifolia 25 8.07 £0.72* 10.32 £ 0.39

ANOVA: F317= 58.91 para atividade da GPx e F319= 23.71 para atividade da GR; com teste a
posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01;

A atividade da GPx apds o tratamento com rutina apresentou um aumento
estatisticamente significativo quando comparados com o grupo controle negativo
(Tween); sendo restabelecidos os niveis do grupo sham. O tratamento com FAc
de B. fagifolia levou a uma queda significativa na atividade da GPx quando
comparado com o grupo controle negativo (Tween). Com relagcdo a GR, o
tratamento com rutina produziu aumento significativo na atividade da GR quando
comparados com o grupo controle negativo (Tween) e os niveis sham foram
restabelecidos com pequena melhora. O tratamento com FAc de B. fagifolia
produziu uma diminuicdo estatisticamente significativa na atividade da GPx

quando comparados com o grupo controle negativo (Tween).
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Atividade da superéxido dismutase (SOD)

Na tabela 11 sdo ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes SOD apods o tratamento com FAc de B. fagifolia e rutina em

modelos de ulcera gastrica por etanol.

Tabela 11: Mecanismos Antioxidantes (atividade da SOD) de FAc de B. fagifolia envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de etanol.

SOD
Tratamentos Dose (mg/Kg) (U/mg proteina)
Tween 80 12% 10 ( ml/Kg) 26.10 + 2.68
Sham - 15.25 + 1.93*
Rutina 200 6.76 £ 0.42*
B. fagifolia 25 8.34 £ 0.75*

ANOVA: F 3 17)= 32.74 para atividade da SOD; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01.

Os tratamentos com rutina e FAc B. fagifolia apresentaram uma queda
estatisticamente significativa da atividade da enzima SOD quando comparados
com o grupo controle negativo (Tween). Os tratamentos permitiram observar uma

melhora em relagdo aos niveis do grupo sham em cerca de duas vezes.
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Byrsonima crassa na indug&o de ulcera por IR

= ndice de lesdo ulcerativa (ILU):

Na tabela 12 sao relatados os efeitos gastroprotetores de FAc de B. crassa rutina

modelo de inducdo de ulcera por IR.

Tabela 12: Efeito da FAc de B. crassa sobre Ulceras géastricas induzidas por IR em ratos.

Modelo Tratamento Dose N ILU Inibicao
Empregado ( mg/Kg) (%)
Tween 80 12% 10 (ml/Kg) 8 77.16 £6.33 -
Sham - 7 9.12+1.12* 88.2%
IR Rutina 200 8 2499+196* 67.6%
B. crassa 50 8 35.75+449* 53.7%

ANOVA: F 3 17)= 267.6 para IU; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01

Os tratamentos com FAc de B. crassa e rutina promoveram uma diminui¢ao
significativa das lesGes ulcerativas no estbmago em até 67,6% e 53,7%,
respectivamente, quando comparados ao controle negativo (Tween). O grupo
sham € o controle do experimento, mostrando inibicdo da lesdo ulcerativa em
88,2%, apresentando uma diferenga estatisticamente significante em comparagao

com o controle negativo (Tween).
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=  Testes antioxidantes

Danos oxidativos de membrana:

Determinacao da peroxidacao lipidica (LPO)

Na tabela 13 sado ilustrados dados referentes a determinacdo da peroxidacao
lipidica (LPO) apds o tratamento com FAc de B. crassa e rutina em modelos de

ulcera gastrica por IR.

Tabela 13: Mecanismos antioxidantes (LPO) da FAc de B. crassa envolvidos na atividade
antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

Tratamentos Dose (mg/Kg) LPO (pmol MDA/mg
proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 18.87 £ 1.92
Sham - 10.91 £ 0.31*
Rutina 200 14.69 + 1.24
B. crassa 50 15.22 + 0.54

ANOVA: F324)= 4,92 para LPO; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01

Os tratamentos com FAc de B. crassa e rutina ndo apresentaram uma
modificagdo estatisticamente significante dos niveis de LPO quando comparados
com o grupo controle negativo (Tween) e os niveis do grupo sham ndo foram

restabelecidos.
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Atividade enzimatica:

Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase

(GR)

Na tabela 14 s&o ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e GR em estdmagos de ratos apos o tratamento com FAc de B.

crassa e rutina em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 14: Mecanismos Antioxidantes (atividade da GPx e GR) de FAc de B. crassa envolvido na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

GPx GR
Tratamentos Dose (mM/min/mg (mM/min/mg
(mg/Kg) proteina) proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 16.10 £ 0.76 9.62 + 0.65
Sham - 53.58 + 4.55* 17.36 + 0.65*
Rutina 200 17.64 + 1.28 25.53 £ 2.23*
B. crassa 50 19.32 + 1.54 10.33+0.72

ANOVA: F16= 51.13 para atividade da GPx; e F326= 37.13 para atividade da GR; com teste a
posteriori de Dunnet * p<0,01.

Os tratamentos com rutina e FAc B. crassa nao relataram uma diferenca
estatisticamente significativa na atividade da enzima GPx quando comparados
com o grupo controle negativo (Tween). Com relagdo a GR, o tratamento com FAc
B. crassa nao apresentou uma modificagdo significativa na atividade da enzima
SOD quando comparados com o controle negativo (Tween); entretanto, o

tratamento com rutina permitiu o restabelecimento da atividade da GR.
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Atividade da superoéxido dismutase (SOD)

Na tabela 15 sao ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes SOD em estbmagos de ratos apds o tratamento com FAc de B.

crassa e rutina em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 15: Mecanismos Antioxidantes (atividade da SOD) de FAc B. crassa envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

SOD
Tratamentos Dose (mg/Kg) (U/mg proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 5.38 £ 0.58
Sham - 2.87 £ 0.23*
Rutina 200 3.78 £ 0.37*
B. crassa 50 4.53 £ 0.33

ANOVA: F331= 5.97 para atividade da SOD; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01.

O tratamento com FAc de B. crassa nao apresentou diferenca
estastisticamente significativa na atividade da SOD quando comparado ao
controle negativo (tween), ndo sendo os niveis do grupo sham restabelecidos. O
tratamento com rutina permitiu observar uma queda estatisticamente significativa
na atividade da enzima SOD quando comparados com o grupo controle negativo

(Tween) e o restabelecimento da SOD aos niveis do grupo sham.
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Byrsonima fagifolia na inducao de ulcera por IR

= ndice de lesdo ulcerativa (ILU):

Na tabela 16 sao relatados o efeito gastroprotetor dos tratamentos FAc B. de
fagifolia e rutina em estdbmagos de ratos apds o tratamento com FAc de B. crassa

em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 16: Efeito da FAc de B. fagifolia sobre Ulceras gastricas induzidas por IR em ratos

Modelo Dose

Empregado Tratamento ( mg/Kg) N ILU Inibicao(%)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 8 77.16 £6.33 -
Sham 7 9.12+1.12* 88.2 %
IR Rutina 200 8 24.99+1.96* 67.6 %

B. fagifolia 25 5 24.01+3.15" 68,8%

ANOVA: F 3 19= 337.9 para ILU; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01

Os tratamentos com FAc de B. fagifolia e rutina promoveram uma
diminuicao estatisticamente significativa das lesdes ulcerativas em estdémago de
ratos em até 67,6% e 68,8%, respectivamente, quando comparados com o

controle negativo (Tween).
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= Testes antioxidantes:

Danos oxidativos de membrana

Determinacao da peroxidacao lipidica (LPO)

Na tabela 17 sao ilustrados dados referentes a determinacdo da peroxidacao
lipidica (LPO) em estébmagos de ratos apds o tratamento com FAc de B. fagifolia e

rutina em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 17: Mecanismos antioxidantes (LPO) das FAc de B. fagifolia envolvidos na atividade
antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

Tratamentos Dose (mg/Kg) LPO (pmol MDA/mg
proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 18.87 + 1.92
Sham - 10.91 £ 0.31*
Rutina 200 14.69 + 1.24
B. fagifolia 25 16.96 + 0.59

ANOVA: F324= 5.10 para LPO; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,01

Os tratamentos com FAc B. fagifolia e rutina ndo apresentaram uma

alteracao significativa de LPO quando comparados com o grupo controle negativo

(Tween). Os niveis do grupo sham né&o foram restabelecidos.
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Atividade enzimatica:

Atividade das enzimas glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase

(GR):

Na tabela 18 s&o ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes GPx e GR em estdmagos de ratos apos o tratamento com FAc de B.

fagifolia e rutina em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 18: Mecanismos Antioxidantes (atividade da GPx) de FAc de B. fagifolia envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

GPx GR
Tratamentos Dose (mg/Kg) (mM/min/mg (mM/min/mg
proteina) proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 16.10 + 0.76 9.62 +0.65
Sham - 53.58 + 4.55* 17.36 + 0.65*
Rutina 200 17.64 +1.28 25.53 + 2.23*
B. fagifolia 25 16.44 + 1.15 10.29 + 0.88

ANOVA: F316= 56.08 para atividade da GPx e F 2= 35.89 para atividade da GR; com teste a
posteriori de Dunnet * p<0,01.

Os tratamentos com FAc de B. fagifolia e rutina n&o permitiram observar
uma modificagdo na atividade da enzima GPx quando comparado com o grupo
controle negativo (Tween). Com relagdo a GR, apos o tratamento com FAc de B.
fagifolia e rutina ndo foram observadas diferencas significativas na atividade desta
enzima, quando comparados com o controle negativo (Tween). Os niveis de
atividade das enzimas GPx e GR do grupo sham nao foram restabelecidos apés

os tratamentos com rutina e FAc de B. fagifolia.
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Atividade da superéxido dismutase (SOD)

Na tabela 19 sado ilustrados dados referentes a atividade das enzimas
antioxidantes da SOD em estdmagos de ratos apds o tratamento com FAc de B.

fagifolia e rutina em modelos de ulcera gastrica por IR.

Tabela 19: Mecanismos Antioxidantes (atividade da SOD) de Fragdes de B. fagifolia envolvidos na
atividade antiulcerogénica de ratos submetidos ao modelo de IR

Tratamentos Dose (mg/Kg) SOD
(U/mg proteina)
Tween 80 12% 10 (ml/kg) 5.38 + 0.58
Sham - 2.87 +0.23*
Rutina 200 3.78 + 0.37*
B. fagifolia 25 4.67 £0.44

ANOVA: F331)=5.74 para atividade da SOD; com teste a posteriori de Dunnet *p<0,05 e **p<0,01.

O tratamento com rutina permitiu observar uma queda estatisticamente
significante na atividade da enzima SOD quando comparados com O grupo
controle negativo (Tween) e os niveis do grupo sham foram restabelecidos. Apds
o tratamento com FAc B. fagifolia nao foram observados efeitos da atividade da
SOD quando comparado com o controle negativo (tween), ndo sendo os niveis do

grupo sham restabelecidos.
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5. DISCUSSAOQO

Segundo Quan e Talley (2002) na patogénese da ulcera gastrica estao
envolvidos a predisposicdo genética, secrecdo acida alterada, rapido
esvaziamento gastrico, problemas com os mecanismos de defesa da mucosa,
estresse psicoldgico e fisico, e tabagismo. Estudos revelam que em pelo menos
75% dos pacientes com Uulcera péptica ha uma infec¢ao crbénica pela bactéria H.
pylori que, uma vez instalada, pode durar a vida inteira, a menos que seja
erradicada por medicamentos antibacterianos (Guyton e Hall., 1998).

Procedimentos cirurgicos no tratamento da ulcera péptica foram
substituidos por intervengdes farmacoldgicas, como a utilizagdo de antagonistas
de receptor H e inibidores da bomba protdnica, consideradas estratégias eficazes
contra desordens gastricas (Brzozowski, 2003). Entretanto, esses agentes
farmacéuticos nao sao completamente efetivos e podem provocar efeitos adversos
(ALPER, 1993). Assim, extratos e principios ativos de plantas serviriam como
possiveis modelos para o desenvolvimento de novas drogas (Gonzales et al.,
2000).

A atividade bioquimica e farmacolégica dos constituintes quimicos
presentes em espécies vegetais, utilizadas como plantas medicinais por
populacdes nativas, € a principal fonte de conhecimento e producdo de
medicamentos farmacéuticos (Souza Brito e Nunes, 1997). A presenca de
compostos fendlicos em plantas tem sido muito estudada por apresentar inimeras
atividades farmacoldgicas, conferindo propriedades antioxidantes tanto para os

alimentos como para o organismo. Esses compostos englobam uma gama enorme
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de substancias, como: fendis simples, acidos fendlicos, cumarinas, flavondides,
taninos e ligininas (Soares, 2002).

Baseado no conhecimento popular, fitoquimico e outras referéncias
bibliograficas, a extragcao e o fracionamento das folhas de Byrsonima crassa Nied.
e Byrsonima fagifolia Nied. tiveram como objetivo analisar o potencial efeito
antioxidante das fragdes das mesmas na atividade antiulcerogénica, uma vez que
estudos prévios realizados com extrato metandlico de Byrsonima crassa exibiu
significativo efeito antiulcerogénico (Sannomiya et al., 2005)

A realizacdo de uma analise fitoquimica preliminar pode identificar grupos
de metabdlitos secundarios relevantes que estando ou nao relacionados as
atividades bioloégicas encontradas, puderam direcionar os rumos desta pesquisa. A
FAc de B. crassa obtida através do extrato metandlico permitiu o isolamento de
trés flavonoides, dentre eles, os monoglicosilados (quercetina-3-O-a-L-arabinose e
quercetina 3-O-pB-D-galactoside) e um biflavonéide (amentoflavona) (Sannomiya et
al., 2004).

Certos flavondides, ou compostos com propriedades similares ao dos
flavondides, tém demonstrado atividade antiulcerogénica por proteger a mucosa
em alguns modelos de indugdo de ulcera gastrica (Alarcon De La Lastra et al.,
1992). Interesse especial é dado aos flavondides que possuem um radical catecol,
como os derivados da quercetina, que tem se revelado com expressiva atividade
antioxidante (Gracioso et al., 2002; Gonzalez e Di Stasi., 2002). Dentre os muitos
efeitos antioxidantes da quercetina esta o sequestro de radicais livres e inibicdo da
enzima xantina oxidase (Chang et al.,, 1993). O efeito protetor do flavondide

quercetina frente alguns modelos de indugdo de ulcera gastrica, como nos
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modelos de inducao de ulcera por contencéo e frio, ligadura de piloro (Martin et al.,
1993) e administragao de alcool absoluto (Alarcon De La Lastra et al., 1994).

Ha também evidéncias do efeito antiinflamatdrio, antioxidante e
antiulcerogénico de certos flavondides, como a amentoflavona, descritos por
Gambhir et al. (1978) e Goel et al. (1988).

O método baseado no reagente DPPH (2,2 di-fenil-2-pieryl-hidrazyl) é
utilizado para analisar a atividade sequestradora de radicais livres encontrada em
extratos vegetais contendo polifendis e aminas aromaticas, sendo uma técnica
para triagem quimica de material biolégico com potencial atividade antioxidante
farmacoldgica (Ancerewicz et al., 1998).

Segundo Sannomiya et al (2003a), o fracionamento do extrato metandlico
das folhas de B. crassa resultou no isolamento de quercetina-3-O-beta-D-
galactopiranosideo; a revelagdo com DPPH da placa contendo extratos e os
flavonoides isolados, mostrou que a atividade antioxidante de todos os
constituintes foi positiva.

Diante da analise fitoquimica da FAc de B. crassa e de ensaio através da
atividade de DPPH, além de referéncias na literatura, € sugerido um provavel
potencial antioxidante desta espécie, sendo este um dos mecanismos envolvidos
na atividade antiulcerogénica e antiinflamatéria desta planta.

Com relagao a B. fagifolia, estudos realizados no Instituto de Quimica da
UNESP da Araraquara revelaram a presengca de compostos fendlicos, como
alguns derivados de quercetina, acido galico, galato de metila e acido galoil

quinico. (Dados ainda nao publicados)
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Os antioxidantes, derivados dos compostos fendlicos, funcionam como
sequestradores de radicais livres e, algumas vezes, como quelantes de metais,
agindo tanto na etapa de iniciagdo como na propagacado do processo oxidativo.
(Soares, 2002). Segundo Shahrzard et al. (2000) o acido galico apresenta forte
atividade antioxidante, antimutagénica e atividade anticarcinogénica. Galato de
metila € o principal constituinte fitoquimico dos chas verdes, uma conhecida
bebida antioxidante bastante consumida na Asia (Chen e Zang, 2003). A atividade
sequestrante de radicais livres e inibicao da peroxidacao lipidica tem sido relatada
como a principal atividade do galato de metila (CHO et al., 2003). Em adic¢édo, o
galato de metila possui atividade antiplaquetaria e protege o DNA contra danos
provenientes do estresse oxidativo. Baratto et al. (2003) demonstraram a
propriedade antioxidante do acido galoil quinico através da sua atividade positiva
para o teste de DPPH, do sequiestro de radicais superoxido e radical hidroxila.

Estudos etnofarmacoldgicos demonstraram o uso de espécies de
Byrsonima no tratamento de problemas estomacais e de outras moléstias; desta
forma, realizou-se o estudo da atividade antioxidante usando o reagente de DPPH
para a espécie de B. fagifolia a fim de gerar subsidios para assegurar o uso desta
planta pela populagdo. A revelagdo dos extratos de B. fagifolia com DPPH
demonstra a atividade antioxidante das fragdes e do extrato da folhas. (Sannomiya
et al. 2003b).

Diante da andlise fitoquimica da FAc de B. fagifolia, € sugerido que esta
planta exerca uma provavel atividade antioxidante, devido a presenga de
compostos fendlicos, como os flavondides derivados da quercetina, acido galico,

galato de metila e acido galoil quinico, que apresentam atividade antioxidante ja
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descritas pela literatura. A atividade positiva de DPPH para FAc de B. fagifolia
ressalta o potencial antioxidante da planta em estudo.

Com o intuito de comprovar os estudos etnofarmacoldgicos, apds a analise
fitoquimica, os experimentos farmacoldgicos foram iniciados. Para determinar as
doses mais eficazes para execugao dos experimentos o modelo de etanol foi
referéncia para ambas as fragbes. Foram testados as FAc das Byrsonimas no
modelo de indugao de ulcera por etanol, sendo administrados aos animais, FAc B.
crassa nas doses de 25, 50 e 100 mg/Kg e FAc B. fagifolia nas doses de 12.5, 25
e 50 mg/Kg. Em relacdo aos resultados obtidos, as doses de 50 mg.kg™ para FAc
B. crassa e 25 mg/kg para FAc B. fagifolia foram as escolhidas, visto que, as
mesmas foram as mais significativas na avaliagao de eficacia.

A atividade antioxidante das FAc de B. crassa e FAc de B. fagifolia é
estudada na mucosa gastrica de ratos submetidos a Ulceras gastricas por etanol e
por IR, os quais atuam por diferentes mecanismos de geracdo de EROs e
mimetizam a ulcera no homem.

A geracao de EROs é apontada como um dos fatores mais importantes
envolvidos no desenvolvimento da Ulcera gastrica, sendo induzida por diversos
fatores, como: etanol, antiinflamatérios nao-esteroidais, estresse e isquemia e
reperfusdo (De la Lastra et al., 1997; El-Abhar et al., 2003; Hassan et al., 1997;

Kwieciefi et al., 2002).

A administracdo do etanol absoluto diretamente no estdmago de animais
causa edema no tecido, hemorragia sub-epitelial, esfoliagao celular e infiltracdo de

células inflamatdrias que podem contribuir para inducdo dos danos na mucosa e
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geracao de EROs (Kountouras et al., 2001). As ulceras aparecem devido a agao
necrotizante do etanol na mucosa gastrica, com menor participagcdo da secregao
gastrica (Lewis e Hanson, 1991; Evans, 1996).

Os indices de lesao ulcerativa observados no modelo de etanol, permitiu a
visualizagdo de uma protegdo com os tratamentos com FAc de B. crassa e FAc de
B. fagifolia significativos em relagdo aos apresentados pelos controle negativo
(tween), sugerindo um efeito gastroprotetor das espécies em estudo.

A geracdo de EROs no modelo de etanol é evidenciada pelo aumento na
liberagdo de LPO da mucosa gastrica (Mizui et al., 1986; Kahraman et al., 2003) e
diminuicao na quantidade de GSH (Bagchi et al., 1998; Melchiorri et al., 1997). A
liberagdo de Oy neste tipo de lesdo pode estar relacionada a produgédo de
acetaldeido, formado pela acdo da &lcool desidrogenase sobre o etanol. O
acetaldeido serve como substrato para a xantina oxidase (enzima chave no
metabolismo das purinas), a qual produz radicais livres (Hiraishi et al., 1999; Koch
et al., 2004; Steinbeck et al., 1993). A infiltracdo de células inflamatdrias, como
neutréfilos e macrofagos, também pode se configurar como fonte de EROs (La

Casa et al., 2000).

Nossos resultados estdo de acordo com os descritos pela literatura sendo
observado um aumento na LPO e deplegdo nos niveis de GSH nos animais
expostos a ulceragao por etanol. O decréscimo na quantidade de GSH pode estar
ligado a sua oxidagado por metabdlitos toxicos do etanol ou por sua ligagdo ao
acetaldeido, sintetizado pela alcool desidrogenase ou, ainda, por uma diminuigao

em sua sintese (Bilici et al., 2002). Loguercio e colaboradores (1993) reportam que
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o etanol pode reduzir drasticamente os niveis de cisteina, um importante
aminoacido para a sintese de glutationa. O tratamento com FAc B. crassa, FAc B.
fagifolia e rutina permitiu a manutencdo da produgdo de LPO e deplegéo dos

niveis de GSH.

Recentes estudos tém demonstrado que EROs, como os radicais O3, 0s
radicais 'OH e peroxidacado lipidica, desempenham um papel importante na
patogénese da ulcera gastrica induzida por etanol absoluto, pois as mesmas
promovem severas mudancas celulares, conduzindo a morte celular. O ataque do
etanol aos constituintes celulares, como proteinas, lipideos, acidos nucléicos e
peroxidagao de acidos graxos, resultam em formacao de compostos téxicos, como
radicais peroxil, hidroperoxidos e fragmentagdo de lipideos. (Kahraman et al.,

2003).

Na ulcera induzida por etanol absoluto ocorrem diversas alteracoes
no sistema de defesa antioxidante enddégeno, como redugdo na atividade das
enzimas GPx e GR, e aumento da atividade da SOD (Rukkumani et al., 2004). O
ciclo “redox” da glutationa desempenha importante papel para garantir a
integridade da mucosa em exposi¢cao ao etanol. Hiraishi e colaboradores (1999)
demonstraram que a diminuicdo na sintese de GSH e inibicdo da GR implicaram

em maior susceptibilidade a lesdo das células epiteliais do estdbmago, in vitro.

Os resultados obtidos em nossos experimentos se mostraram de acordo
com os descritos pela literatura, sendo observadas a queda na atividade da
enzima GPx e GR e aumento na atividade da SOD para o grupo exposto a agao

deletéria do etanol. No tocante ao estudo dos grupos tratados com FAc de B.
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crassa, FAc de B. fagifolia e rutina, foi possivel observar manutengéo da atividade
da SOD em comparacédo ao controle negativo. Os tratamentos com FAc de B.
crassa e rutina promoveram manutengéo da atividade das enzimas GPx e GR. A
administracao de rutina promove aumento na atividade da GPx e GR estando este
de acordo com os resultados obtidos com o tratamento com etanol 50% (v/v),
realizado por La Casa e colaboradores (2000). Com relagdo ao tratamento com
FAc de B. fagifolia foi observado uma queda na atividade das enzimas GPx e GR,
quando comparadas com o controle negativo, resultados esses que necessitam de
experimentos complementares para melhor elucidacdo dos mecanismos

envolvidos.

A mucosa do trato gastrointestinal esta exposta regularmente a substancias
potencialmente prejudiciais, incluindo aquelas ingeridas ou exodgenas (alcool,
aspirina, etc.) e secregbes endogenas (acido, sais biliares); eventualmente, a
mucosa nao €& capaz de resistir aos danos causados por essas substancias, mas
tem uma notavel capacidade reparativa quando o dano é produzido (Wallace e
Devchand, 2005).

Os danos gerados no processo de indugao de ulcera por etanol absoluto
sdao multifatoriais, ou seja, podem se dar por diferentes mecanismos, como: agao
direta do etanol sobre a mucosa gastrica, liberagdo de substancias vasoativas,
diminui¢cdo do muco, interferéncia na producao de cisteina, aumento da respiracao
celular devido a producdo de acetaldeido, com ativacdo do sistema xantina
oxidase. Estes mecanismos, de uma forma ou outra, acabam desencadeando na

liberacdo de radicais livres ou mesmo interferindo na agao do sistema antioxidante
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endogeno. A producgao de radicais livres no modelo de indugéo de ulcera gastrica
por etanol se da de uma forma indireta. Segundo Kim et al. (2005) a producéao de
EROs desempenha um papel crucial no desenvolvimento de ulceras gastricas

induzidas pelo etanol.

O epitélio gastrico é coberto por uma camada continua de muco aderente
(Johansson et al. 2000). Esse gel mucoso, juntamente com o bicarbonato
secretado pelo epitélio, serve como uma barreira tamponante contra o acido no
lume (Lyn e Brooks, 1991). O muco, além de barreira fisica contra acado de
substancias lesivas, exerce também um importante papel na protecdo da mucosa
gastrica contra EROs. A acao das glicoproteinas presentes no muco confere a ele
uma acao antioxidante (Mojzis, 2000). Um decréscimo de muco na mucosa
gastrica deixa a mesma mais suceptivel a acdo de agentes oxidantes; o etanol
tem a capacidade de degradar o muco aderente presente na porgao glandular de
estdmago (Repetto, 2003).

A soma dos resultados observados no modelo de etanol, quanto ao indice
de lesdo ulcerativa e dosagens bioquimicas apds tratamento com FAc de B.
crassa e FAc de B. fagifolia, sugere significativa atividade antiulcerogénica.
Entretanto, apenas com o modelo de etanol (visto que, o mesmo causa danos a
mucosa gastrica por mecanismos multifatoriais) ndo se pode afirmar com preciséao

o efeito antioxidante protetor das FAc de B. de crassa e FAc de B. de fagifolia.

A protecdo apos o tratamento com as Byrsonimas pode se dar pela
atividade sequestrante de radicais livres ou modulacdo do sistema enzimatico,

acao exercida pelos flavonoides presentes em ambas as fragdes, ou mesmo pela
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acao mecanica e sequestrante de radicais livres pelo muco. Neste ultimo caso, as
Byrsonimas atuariam sobre a modulagdo de PGE;, uma vez que mecanismos de
citoprotecdo através desta tem um papel muito importante na modulagdo da
defesa e reparo na mucosa gastrica (Wallace e Ma, 2001). Lesbes gastricas
induzidas por etanol sdo dose-dependentes e podem ser impedidas pela acédo de
prostaglandinas endégenas (PGE;), que inibem a motilidade gastrica e aumentam

a secrecao de muco (Araki et al., 2000).

Na Uulcera gastrica induzida por um periodo de isquemia, seguido de
reperfusdo, a liberacdo de EROs é relatada como o evento patolégico central
(Brzozowski et al., 1999; Andrews et al., 1992; Itoh e Guth, 1985; Wadhwa et al.,
1987; Yoshikawa et al.,, 1989). A utilizacdo de compostos antioxidantes e
“scavengers” de radicais livres tém se mostrado benéfico em animais expostos a
este processo (Derin et al., 2004; Derin et al., 2005; Naito et al., 1999; Sakurai et
al., 1994). A isquemia por si s6 é capaz de provocar lesdes no tecido gastrico;
entretanto, € apdés a reperfusdo que ocorrem o0s principais eventos lesivos.
Dependendo do tempo de exposicdo a isquemia e hipoxia, as lesdes teciduais

podem ser reversiveis ou irreversiveis (Campos e Yoshida, 2004).

Durante a isquemia, ocorre um aumento no nivel de calcio citosdlico,
levando a varias disfungcbes celulares, como a conversdao de xantina
desidrogenase a xantina oxidase e a catabolizagdo de ATP a hipoxantina. Com a
reperfusdo, a hipoxantina € metabolizada pela xantina oxidase formando O, e
H,0, (Derin et al., 2004). Outras fontes de geragao de radicais livres no processo

de IR sao os neutrdfilos que liberam Oy, através da enzima NADPH oxidase, além
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de proteases e colagenases (Andrews et al, 1994; Derin et al., 2004; Erkasap et

al., 2003; Naito et al., 1998).

Os indices de lesao ulcerativa observados com os tratamentos de FAc de
B. crassa, FAc B. de fagifolia e rutina no modelo de indugédo de ulcera por IR,
apresentam diminuicdo das lesdes ulcerativas quando comparadas ao grupo
controle negativo (tween), mostrando atividade antiulcera significativa. Os
tratamentos com FAc de B. crassa e FAc de B. fagifolia promoveram uma
protecao em cerca de 53% e 69%, respectivamente. Estes resultados ressaltam o
pressuposto de que os tratamentos com FAc de B. crassa e FAc de B. fagifolia
exercem acgao protetora sobre a mucosa gastrica em modelo de liberagdo de
radicais livres. A protecao observada com o tratamento com rutina apés o modelo
de inducéo de ulcera por IR foi de cerca de 68%.

Campos e Yoshida (2004) descrevem que mucosas gastricas expostas a
periodos de IR podem sofrer aumento na peroxidagao lipidica devido a acdo de
EROs, as quais desenvolvem um papel importante na patogénese das injurias

gastricas.

Nossos resultados mostraram-se de acordo com os descritos pela literatura,
sendo observados aumento de LPO no grupo controle negativo; entretanto, o
tratamento com FAc de B. crassa nao evitou estes danos oxidativos. Resultados
similares foram observados no tratamento com FAc de B. fagifolia. O tratamento
com rutina também se mostrou ineficaz na manutencado dos niveis de LPO. Uma

explicacado possivel para este resultado seria a de que os flavonéides em estudo,
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nao apresentam uma glicosilacdo na posicao C-7, a qual confere ao flavonodide a

capacidade em inibir a LPO, conforme citado por Hodnick et al., (1997)

Diversos trabalhos mostram redugao da atividade das enzimas SOD,
GPx e GR na mucosa gastrica lesada pela oclusao da artéria celiaca, seguida de
reoxigenagao do estdbmago (Derin et al., 2004; El-Abhar et al., 2003; Kwieciefi et
al., 2002). De acordo com a literatura, o grupo nao tratado e exposto ao modelo de
IR, grupo controle negativo, apresentou uma diminuigdo nas atividades da GPx e
GR. Em nossas condigdes experimentais, contrariando a literatura, as atividades
da enzima SOD se mostraram aumentadas no controle negativo. Uma hipotese
possivel para este resultado se deve ao fato de que a IR promove um estado de
estresse oxidativo, com grande liberacdo O,, que por sua vez, aumenta a
atividade da enzima SOD. Os tratamentos com FAc de B. crassa, FAc de B.

fagifolia e rutina ndo proporcionaram alteragdes nas atividades destas enzimas.

Os flavondides em estudo, quercetina e amentoflavona, apresentam em
sua conformagao estrutural a presenca de hidroxilas na posicao C3’ e outra na
C4’ que confere aos mesmos a capacidade de sequestrar radicais livres (Harbone
e Williams, 2000; Di Carlo et al., 1999; Van Acker et al., 1998, BEECHER, 2003).

DI CARLO et al. (1999) sugeriram que o efeito gastroprotetor da rutina, um
derivado da quercetina, poderia ser parcialmente explicado através da formacao
de um complexo citoprotetor na mucosa gastrica, que nao dependeria de
prostaglandinas, mas sim do aumento de glicoproteinas e da viscosidade do muco
protetor na mucosa gastrica. Tais efeitos seriam devido a acado direta dos

flavondides sobre a mucosa gastrica. Estes mesmos autores referiram-se a uma
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possivel propriedade de sequestrar radicais livres, a qual poderia também
contribuir para a atividade antiulcerogénica do flavondide rutina. O muco gastrico é
um fator de protecao antiulcera e no processo de IR ha diminuigdo deste fator
defensivo do epitélio gastrico aumentando a formagdo de Uulceras pelo suco
digestivo (Cabeza et al., 2001).

Uma possivel explicacdo para o sistema enzimatico ndo ter sido
restabelecido aos niveis do grupo sham no modelo de IR pode ser pelo fato da
liberacdo de radicais livres ser diretamente da artéria celiaca para a mucosa.
Neste caso, a protecdo mecanica do muco é pequena. A protecdo na mucosa
gastrica exercida pelo muco através do sequestro de radicais livres que aliado aos
compostos antioxidantes das fragdes em estudo, podem ser responsaveis pela
atividade antioxidante.

Diante dos resultados obtidos do modelo de inducdo de ulcera por IR,
através do ILU e analises bioquimicas € possivel sugerir que o efeito antioxidante
das FAc de B. crassa e B. de fagifolia pode se dar através do sequestro de
radicais livres aliados a outros mecanismos de protegdo da mucosa gastrica
exercidos pela agao dos flavondides, como o da sintese de muco. Segundo Mojziz
et al., (2001) alguns flavondides estimulam a produgdo de muco e também

exercem atividade antioxidante.
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6. CONCLUSOES

e As espécies de Byrsonima apresentam atividade antiulcerogénica nos modelos de
indugao de ulcera gastrica por etanol e isquemia/reperfusao através da inibicdo das
lesGes ulcerativas.

e O potencial antioxidante é evidenciado através dos parametros bioquimicos
quantificados e analise da estrutura-atividade dos compostos majoritarios das fragdes
analisadas.

e O sequestro de radicais livres € apontado como 0 mecanismo mais provavel para

esta acao antioxidante.
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7. ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + desvio padrdao (dp) para
indice de lesao ulcerativa (ILU); e média * erro padrdo da média (epm) para os
ensaios da atividade antioxidante. Os resultados foram submetidos a analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de Dunnett, com nivel de

significancia igual ou menor a 0,05 em comparagao ao grupo controle negativo.
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