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Resumo

A pesquisa farmacoldgica tém se voltado ao conhecimento da medicina popular, a fim de
estabelecer as bases cientificas dos seus efeitos farmacoldgicos. Atualmente taninos tém
papel de destaque em funcdo de sua capacidade antioxidante e em fung¢do dos avancos
obtidos na andlise e identificacio desses compostos além de suas possibilidades
terapéuticas. Entre as diversas fontes naturais desses compostos destacou-se, neste trabalho,
uma planta bastante conhecida nos ambientes costeiros, a Rhizophora mangle L. (mangue-
vermelho), pertencente a familia RHIZOPHORACEAE. O género Rhizophora compreende
cinco espécies das regides equatorial, tropical e subtropical de ambos os hemisférios. E
uma das mais importantes fontes de taninos (15 a 36% da massa da casca seca) para uso
industrial. R. mangle é conhecida na medicina popular caribenha por suas propriedades
antinflamatdria, antifingica, bactericida, anti-tlcera, antihipertensiva e antioxidante. Este
trabalho avaliou as atividades antiulcerogénica e antioxidante de R. mangle, assim como
tracou o perfil quimico das substincias presentes em suas cascas. Para tanto foram
realizados ensaios quimicos e farmacol6gicos com o extrato bruto (acetona:dgua 7:3) e
fragdes organicas (aquosa — fr-aq, acetato de etila — fr-EtOAc e butandlica — fr-BuOH) dele
obtidas. A andlise da atividade antiulcerogénica do extrato e fragdes, mostrou que fr-BuOH
foi mais eficaz na dose de 0,5mg.Kg’'. Essa fracio também apresentou atividade
antioxidante significativa. Nos ensaios quimicos realizados, tanto para o extrato bruto
quanto para as fracOes, verificou-se a existéncia de alta concentracdo de compostos
polifendlicos. Os testes farmacoldgicos com a fr-BuOH buscaram determinar os
mecanismos pelos quais sdo exercidas as atividades antiulcerogénica e antioxidante das
substancias nela presentes. Concluiu-se que fr-BuOH possui catequinas heterosideos,
galotaninos, elagitaninos e taninos complexos em sua composi¢do, de acordo com métodos
de andlise empregados. Estas substincias mostraram-se capazes de sequestrar radicais
livres, atuar sobre compostos (GSH) e enzimas antioxidantes (GR, GPx e SOD) e pro-
oxidantes (MPO e LPO) definindo sua atividade antioxidante. A atividade antiulcerogé€nica
além de ser mediada pela propria acdo antioxidante ¢ dependente de GSH e NO, envolve a
participacao de PGE2, COX-2, EGF, PCNA, HSP-70, além do aumento da produc¢do de

muco aderido e propriedades anti-secretoras.

XLV



Abstract

The pharmacological research has been focusing on the folk medicine knowledge in
order to establish the scientific basis of their pharmacological effects. Nowadays, tannins
play a prominent role because of its high antioxidant capacity and, due to the progress made
in the analysis and identification of these compounds and their therapeutic possibilities.
Among the many natural sources of these compounds, highlighted in this work a well
known plant in coastal environments, the Rhizophora mangle L., belonging to the family
RHIZOPHORACEAE. The genus includes five species of Rhizophora in equatorial,
tropical and subtropical regions in both hemispheres. It is one of the most important sources
of tannin (15 to 36% of the dry bark weight) in industrial use. Rhizophora mangle is well
known in the Caribbean folk medicine for its anti-inflammatory, antifungal, antibacterial,
anti-ulcer, anti-hypertensive and antioxidant properties. This study aimed to evaluate the
antioxidant and anti-ulcer activities of R. mangle, and to elucidate the chemical compounds
present in its barks. For both evaluations chemical and pharmacological assays with the
crude extract (acetone: water 7:3) and their organic fractions (aqueous - fr-aq, ethyl acetate
- fr-EtOAc and butanolic - fr-BuOH) were performed. The analysis of anti-ulcer activity of
the extract and fractions showed that fr-BuOH was more effective at a dose of 0,5 mg.Kg™'.
This fraction also showed significant antioxidant activity. It was found the presence of high
concentrations of polyphenolic compounds in the chemical assay performed for both the
crude extract and its fractions. The pharmacological experiments were carried out to
determine the mechanisms by which the compounds present in fr-BuOH exert their anti-
ulcer and antioxidant activities. It was concluded that the fr-BuOH has antioxidant activity
linked to the concentration of polyphenolic compounds, which were able to scavenge free
radicals, maintain the levels of GSH, reduce the MPO activity and LPO levels and maintain
or increase the antioxidant enzymatic activities of GR, GPx and SOD. Moreover, the anti-
ulcer activity of fr-BuOH is mediated by several mechanisms including: antioxidant action;
involvement of GSH and NO; anti-secretory properties; increase of mucus and PGE,
synthesis, and expression of COX-2, EGF, HSP-70 and PCNA on gastric mucosa.
Chemical study revealed that the major compounds are heteroside catechins, gallotannins

and “tannin complexes”.
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1. Introducao

1.1. Consideracdes iniciais

Antes de dar inicio ao objeto desta pesquisa propriamente dito, serdo descritas aqui
algumas consideracdes julgadas importantes na execucdo deste trabalho bem como para
uma melhor compreensdao de alguns fatores que podem por ventura levantar

questionamentos, os quais podem ser evitados por estas consideragdes iniciais.

A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e necessita de
acompanhamento de uma equipe multidisciplinar, uma vez que nela estdo presentes
conhecimentos de farmacologia, biologia molecular, quimica analitica, bioquimica,
fitoquimica, etnobotanica, toxicologia, e, claro, o dever de traduzir tudo isso para uma
aplicacdo prética daquilo que se pretende obter com um projeto dessa natureza. A pesquisa
nesta drea ndo deve ser utilizada apenas como divulgadora de dados, e sim, como fonte a
partir da qual &4reas de interesse extraiam conhecimentos e os apliquem de forma

continuada.

1.2. Atividade antiulcerogénica e sua terapéutica

A humanidade tem convivido com tlceras pépticas desde tempos remotos. Talvez a
primeira descricdo dessa doenca tenha sido inscrita nos pilares do templo de Esculdpio em
Epidaurus por volta do século IV a.C.: “um homem com iilcera no estomago. Ele incubou e
teve uma visdo; o Deus pareceu ordenar a seus seguidores que o capturassem e o
mantivessem prisioneiro, que ele poderia operar o seu estomago. Assim, 0 mesmo fugiu
mas foi capturado a amarrado a uma aldraba. Em seguida Esculdpio abriu-lhe o
estomago, retirou a tlcera, costurou-o novamente e soltou suas amarras”. Muitas pessoas
ilustres sofreram de indigestdo e ulceras, inclusive o imperador romano Marco Aurélio,
cuja morte foi atribuida por alguns a uma ulcera perfurada e cujo médico era o proprio
Galeano. A neutralizacdo dcida foi reconhecida como um tratamento eficaz ha mais de doze

séculos por Paulus Aeginata, o qual prescreveu uma mistura de solos de Samos e Lemnos e
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leite, ndo diferente dos esquemas terapéuticos com leite e antidcidos usados em meados do

século XX.

O parédgrafo acima retirado de Hoogerwerf & Pasricha em “Goodman & Gilman’s
The Pharmacological basis of the therapeutic” (2005), citando Smith & Rivers (1953),
mostra o longo histérico das udlceras pépticas e sua importancia na histéria da humanidade.
Os mesmo autores chamam a aten¢do para os enormes avangos no conhecimento da
patogénese e no tratamento dos quadros clinicos de ulceras pépticas, desde entdo;
entretanto a descoberta da Helicobacter pylori (Tytgat & Rauws, 1986) e dos inibidores
protonicos (Siepler et al., 1986) sdo os ultimos grandes acontecimentos da patologia e

ambos ocorreram no século passado.

Do ponto de vista clinico, o controle da acidez nestes casos, bem como o tratamento
anti H. pylori parece estar bem estabelecido; no entanto alguns avangos devem ainda ser
feitos, tendo em vista que atrds de H. pylori os antinflamatérios ndo esteroidais — os
DAINES - sdo os maiores responsaveis pelo surgimento de udlceras pépticas (Watanabe &

Chiba, 2002).

Embora a supressdo da secre¢do dcida tenha sido um pilar para a promog¢ao da
cicatrizagdo de ulceras gastricas por trés décadas, hd um grande interesse nos ultimos anos
nos mecanismos pelos quais a udlcera cicatriza-se, e a possibilidade de ambos, velocidade e
qualidade na cicatrizagdo serem modulados farmacologicamente (Wallace, 2005). Assim
sendo, parece que o desbalango entre os fatores agressivos e defensivos da mucosa estdo
sendo tratados de outra maneira em pesquisas recentes. Os fatores defensivos participariam
do controle da acidez e o fortalecimento desses fatores vem fornecendo um novo horizonte
de perspectivas para o tratamento da doenca ulcerosa péptica (Dajani & Klamut, 2000;

Wallace, 2005).

Entretanto, a secrecdo 4cida € o grande evento na fisiologia gastrica (figura 1), e esta
secrecdo € um processo continuo e complexo controlado por multiplos fatores tanto centrais
(neuronais), quanto periféricos (enddcrino e paracrino). Cada fator se refere a um evento
fisiolégico final comum — a secre¢io de H' pelas células parietais, as quais estdo

localizadas no corpo e no fundo gastrico. Os fatores neuronais (acetilcolina — Ach),
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paracrinos (histamina) e enddcrinos (gastrina) desempenham papéis importantes na
regulacdo de secrecdo dcida. Seus respectivos receptores especificos (M3, H, e CCKy)
foram identificados anatomica e farmacologicamente na membrana basolateral da célula
parietal. Existem duas vias principais de sinaliza¢do na célula parietal: a via dependente do
cAMP e a via dependente do Ca**. Enquanto histamina utiliza a primeira via, a gastrina e a
Ach exercem seus efeitos por meio da ultima. A via dependente de cAMP resulta na
fosforilagdo das proteinas efetoras da célula parietal e a via dependente do Ca®* leva a um
aumento do Ca®* citos6lico. Ambas as vias ativam a H'K*-ATPase (a bomba protonica),
que consiste em uma grande subunidade o e uma subunidade § menor. Essa bomba produz
o maior gradiente i6nico conhecido nos vertebrados, com um pH intracelular de cerca de

7,3 e um pH intracanalicular de mais ou menos 0,8 (Hoogerwerf & Pasricha, 2005).

A liberagdo de Ach pelas fibras vagais pds-ganglionares pode estimular diretamente
a secrecao de 4cido gastrico por meio de um receptor colinérgico muscarinico especifico do
subtipo M3. O sitema nervoso central (SNC) provavelmente modula a atividade do sistema
nervoso entérico (SNE), sendo a Ach seu neurotransmissor regulador. O SNC ¢é geralmente
considerado o contribuinte para o inicio da secre¢do de dcido gastrico em resposta aos
estimulos visual, olfatério, gustativo e antecipacdo do alimento (fase cefdlica). A Ach
também influencia indiretamente a célula parietal por meio da estimulagdo da liberagao de
histamina a partir das células enterocromafin “like” (ECL) no fundo géastrico e a
estimulagdo da liberagcdo de gastrina a partir das células G no antro géstrico (Hoogerwerf &
Pasricha, 2005). A histamina € liberada das células ECL, ou de mastdcitos, por meio de
vias multifatoriais, ¢ € um regulador fundamental da produgdo dcida por meio do subtipo
H; do receptor. As células ECL sdo geralmente encontradas em estreita proximidade com
as parietais. Seu envolvimento na secre¢do dcida foi comprovado pelo uso de antagonistas
do receptor H,. A gastrina estd presente principalmente nas células G do antro géstrico,
assim como a histamina, a liberagdo da gastrina € regulada por meio de muitas vias
envolvendo, entre outros, a ativacao neural central, distensao local e componentes quimicos
do conteido géstrico. A gastrina estimula a secrecdo dcida predominantemente de uma

maneira indireta por causar a liberacdo de histamina nas células ECL; também se observa
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um efeito direto menos importante da gastrina nas células parietais (Hoogerwerf &

Pasricha, 2005).
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Figura 1. Regulacdo fisioldgica e farmacoldgica das secre¢des gastricas: a base para o tratamento
da doencga ulcerosa péptica. Adaptado de Hoogerwerf & Pasricha, (2005).
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1.3. A prote¢do da mucosa gastrica

A mucosa gastrica mantém sua integridade estrutural e funcional apesar de estar
constantemente exposta a fatores nocivos como HCI e pepsina, os quais sdo capazes de
digerir tecido. Sob condi¢des normais, a integridade da mucosa é mantida pelos
mecanismos defesa, os quais incluem fatores pré-epiteliais, uma barreira epitelial
(superficie das células epiteliais justapostas secretando muco, gerando bicarbonato,
peptideos, prostaglandinas, e ‘“heat shock proteins”), renovagdo continua de células
aperfeicoados por células progenitoras (regulados por fatores de crescimento e PGE,),
continuo fluxo sanguineo através de microvasos da mucosa, além de barreira endotelial,
inervacdo sensorial, geracdo de PGs e 6xido nitrico (NO) e mecanismos antioxidantes

(Laine et al., 2008).

Prostaglandinas

As prostaglandinas estdo envolvidas numa séria de processos fisiolégicos no
estdmago, incluindo secrecdo 4cida, produgdo de muco e fluxo sanguineo na mucosa
géstrica (Robert & Ruwart, 1982). Foi estabelecido que a supressdo da sintese de PGs no
estdmago, através da inibicdo das cicloxigenases (1 e 2), € o componente chave para o
mecanismo da ulceracdo no trato grastrintestinal. DAINES induzem ulceracdo na mucosa
gdstrica por reduzirem a sintese de PGs via inibicdo da cicloxigenases. As conseqii€éncias
desta reducdo sdo constatadas pela diminuicdo de secrecdo de muco e bicarbonato e do
fluxo sanguineo local (Cryer, 2000), além disso, o contato direto das DAINES com a
mucosa géstrica ataca os fosfolipideos presentes tanto no muco quanto no epitélio gastrico,
o que interfere severamente a hidrofobicidade da camada de muco, causando entdo uma

retro-difusdo de ions hidrogénio (Bjorkman, 1996, e Berstad et al., 2002).

7z

O efeito biolégico das PGs, neste caso da PGE,, é mediado via receptores
especificos de membrana, denominados EP (EP;, EP,, EP; e EP,), que sdo acoplados a
proteinas-G de membrana, ligadas a diferentes vias de transduc¢do de sinal intracelular
(Sugimoto et al., 2000; Dey et al., 2006). Ligantes de PGE, a receptores EP; resultam na
liberacdo intracelular de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG); ligantes de EP; e
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EP, ativam o sistema adenilato ciclase-AMPc; por tltimo, ligantes EP; inibem esse sistema

(Pawlick, 2002; Dey et al., 2006).

A PG exerce prote¢do por aumentar tanto a secrecdo de muco e bicarbonato quanto
a resisténcia de células epiteliais contra danos causados por citotoxinas, além de manter o
fluxo sanguineo da mucosa (Hawkey & Rampton, 1985). Além disso, a demonstra¢do de
que PGE; inibe a secrecdo dcida também colabora para que este mediador seja considerado

um fator importante na prote¢ao da mucosa géstrica.

Oxido nitrico (NO)

O 6xido nitrico tem importante papel na modulacido da defesa da mucosa géstrica,
como: regulador na secre¢cdo de muco (Brown et al., 1993), vasodilatador, produzindo
aumento do fluxo sanguineo local (Wallace, 2000), inibidor da migracdo de neutréfilos
(Banick et al., 1997) e auxiliar no processo de cicatrizacdo da ulcera géstrica (Jadeski &
Lala, 1999). Nesta ultima, a acdo do NO produz aumento da deposicao de coldgeno pelos
fibroblastos além de estimular a angiogénese (Wallace, 2000). O NO exerce amplo espectro
de atividades bioldgicas in vivo dependentes, em parte, da guanosina-3’, 5’-monofosfato
ciclica (cGMP) produzida apds estimulagdo do guanilato ciclase solivel (Moncada, et al.,
1991). Nas células musculares lisas essa estimulagdo resulta em relaxamento. O NO pode
atuar também diretamente em canais de potdssio dependentes de célcio, levando a uma
hiperpolarizacdo dependente do endotélio, resultando em vasodilatacio (Bolotina et al.,

1994).

As trés enzimas produtoras de NO sdo as NO-sintases: nNOS (neuronal), eNOS
(endotelial), e a induzida (ou inflamatéria) iINOS, que tém sido caracterizadas no trato
gastrintestinal. A iNOS produz grande quantidade de NO causando danos e, portanto,
inibicdo especifica dessa enzima € benéfica. As NOS constitutivas mantém a barreira

mucosa intacta (Kubes & McCafferty, 2000).

Estimulos apropriados, tais como respostas inflamatorias (por exemplo, a presenca
de ulcera géastrica), aumentam a atividade da iNOS (Kristjansson et al., 2005). O bloqueio

do NO aumenta o estresse oxidativo, ativando mastdcitos, que sdo células encontradas em
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grandes quantidades no trato gastrintestinal, e que liberam mediadores como histamina e
fator ativador de plaquetas (PAF), causando aumento da permeabilidade epitelial (Kanwar

et al., 1994).

Muco e bicarbonato

A primeira linha de defesa contra o acido € a barreira de muco (Phillipson et al.,
2002). O epitélio géstrico € recoberto por uma continua camada de muco aderida a
superficie mucosa. Esse muco, juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio, serve
como barreira contra a autodigestdo causada pelo dcido e pepsina (Allen & Flemstrom,
2005). O muco se apresenta de forma viscosa, eldstica e aderente na forma de um gel
transparente composto por 95% de dgua e 5% de glicoproteina, que recobre a superficie da
mucosa gastrintestinal (Reppeto & Lleusly, 2002). O muco gastrico possui também
atividade antioxidante devido as glicoproteinas, sendo os agicares potentes seqiiestradores

de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Mojzis et al., 2000).

A secre¢ao do muco gastrico € controlada por varios fatores em diferentes vias.
PGs, NO e secretina, estimulam a secrecao de muco (Tani et al., 1997); nos receptores que
medeiam a secrecdo de muco muitas substincias fisiologicamente ativas, incluindo
neurotransmissores, autacéides e hormodnios servem de fatores secretagogos (Johnson &

Alpers, 1994).

Fluxo sanguineo

Um dos papéis do fluxo sanguineo € suprir a mucosa com oxigénio, nutrientes e
hormonios, além de participar na regulacdo da saida de dcido, producdo de muco, secrecao
de bicarbonato e remog¢do dos produtos do tecido, incluindo a retro-difusdo de ions
hidrogénio, assim, o fluxo sanguineo contribui substancialmente para a manutengao
fisiolégica da integridade da mucosa. A reducdo deste estd envolvida na formacdo das
lesdes na mucosa gastrica causadas por estresse, etanol e DAINES (Kawano & Tsuji,

2000).

z

A micro-circulagdo é modulada pelo sistema nervoso e mediadores como NO,

bradicinina e PGs. Difusdo de 4cido ou toxinas na mucosa resulta em elevacdo critica do
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fluxo sanguineo mediada por neurdnio sensorial aferente, limitando danos a facilitando a
reparacdo. O sangue dilui e/ou neutraliza o 4cido/toxina e previne o acimulo de altas

concentracdes na mucosa (Wallace & Ma, 2001).

Grupamentos sulfidrilicos (GSH)

O papel gastroprotetor dos grupamentos sulfidrilicos enddgenos (compostos
sulfidrilicos), presentes no muco gdstrico ¢ em diversas enzimas do sistema xantina-
oxidase, ja foi demonstrado em diversos modelos de induc¢do de ulcera (etanol, DAINES, e
estresse), nos quais ocorre deplecdo destes compostos (Hernandez-Munoz et al., 2000 e
Bayir et al., 2006). O pré-tratamento com bloqueadores de grupamentos sulfidrilicos como
0 N-ethylmaleimide (NEM) demonstrou potencializar significativamente a inducdo de
ulceras géstricas (Hiraishi ef al, 1994), enquanto que aumentos significativos desses

grupamentos promovem gastroprotecao (Sener-Muratoglu et al., 2001).

No processo inflamatério, EROs sdo geradas e iniciam uma reacdo em cadeia que
culmina na peroxidacdo lipidica e morte celular (Tariq et al., 2006). Os compostos
sulfidrilicos ligam-se aos radicais livres formados durante este processo ou produzidos apds

exposicdo a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa gastrica (Avilla et al., 1996).

Estes agentes sdo também importantes na producdo e manuten¢do do muco géstrico,
uma vez que suas subunidades glicoprotéicas sdo unidas entre si por pontes dissulfeto que,

uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossolivel (Salim, 1992 e Avilla et al., 1996).

Reconstituicdo e renovagdo do epitélio gdstrico

O estdmago possui varias formas de se proteger quando exposto continuamente a
altas concentracOes de dcido; uma das estruturas mais importantes € o epitélio gastrico. Ele
¢ freqlientemente renovado, sendo as células “velhas” deslocadas em dire¢do ao limen. O
epitélio gastrico humano renova-se completamente a cada 2-4 dias. A habilidade em
permitir que as células velhas sejam repostas por células mais jovens, sem quebra
significante da barreira, € atribuida a um processo de extensdo celular, ou seja, células
vizinhas gradualmente “apertam” as células envelhecidas na base (Wallace & Granger,

1996).
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O termo reconstituicdo refere-se ao processo de reparo epitelial da mucosa, que
envolve migracdo rdpida de células cicatrizantes aos locais lesionados na base da
membrana desprotegida. As células géstricas estdo ligadas 2 membrana basal da célula
epitelial e este local € bastante sensivel aos danos induzidos por dcido (Paimela et al, 1995).
A cicatrizacdo da mucosa na tulcera gastrica requer reconstitui¢do da estrutura glandular
epitelial (re-epitelizacdo), restauragdo da lamina prépria incluindo uma rede microvascular
na mucosa, nervos e células de tecidos conjuntivos (Milani & Calabro, 2001). A
cicatrizagdo das tulceras € acompanhada de um aumento do fluxo sanguineo géstrico na area
da tlcera, de gastrina plasmadtica além de citocinas pré-inflamatérias como TNF-a e IL-1.
A hipergastrinemia que ocorre durante o periodo anterior a cicatrizacdo da ulcera pode ser
atribuida a supressdo de acidez géstrica e expressao de fatores de crescimento (Brzozowski

et al.,, 2001).

A mucosa géstrica, situada na margem da udlcera, forma uma “zona de cicatrizacdo”,
glandulas dessa regido comecam a dilatar e as células de revestimento dessas glandulas
sofrem diferenciacdo. A ativagcdo de fator de crescimento epidermal (EGF) e proliferacao
celular € iniciada trés dias apds a implantacio da tlcera e € essencial para a cicatrizagdo. De
modo geral, os fatores de crescimento promovem proliferacio e migracdo de células
epiteliais para a cratera da tlcera, levando a re-epitelizacdo dessa cratera e maturagao das
glandulas. Na base da ulcera ocorre granulacdo de tecido com remodelacdo continua. A
angiogénese (formacdo de microvasos) facilita essa remodelacdo por liberar oxigénio e
nutrientes. Células inflamatdrias sdo substituidas por fibroblastos e microvasos na fase final
da cicatrizagdo (Chan & Sung, 2001). A angiogénese € importante entdo para o reparo,
tanto de dano agudo quanto cronico, durante a cicatrizacdo de ulceras gastroduodenais

(Malara et al., 2005).

Heat shock protein (HSP)

HSP-70 é um membro das familias das HSPs encontrado em células (nucleo e
citosol) de mamiferos com peso molecular de aproximademente 70 kDa; sua producdo é
induzida em resposta ao estresse (Shichijo et al., 2003). O aumento da expressdao de HSP-

70 é demonstrado em lesdes patoldgicas como, por exemplo, arterioesclerose (Berberian et
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al., 1990), estresse oxidativo (Hightower & White, 1982), doenca neurodegenerativa
(Hamos et al.,, 1991), infec¢do viral e doenca auto-imune (Young & Elliot, 1989). Foi
proposto que HSP-70 contribui para protecdo da mucosa gastrintestinal contra agentes
nocivos (Tsukimi & Okabe, 2001). O aumento da expressao da HSP-70 estd ainda

envolvido com a aceleragdo da cicatrizacdo de ulceras géstricas (Okabe & Amagase, 2005).

HSP também contribui para a citoprote¢ao adaptativa na mucosa gastrintestinal, em
especial a HSP-70, que atua com fatores integrais do mecanismo de defesa. A expressdo de
HSP-70, induzida por farmacos anti-tlcera, confere protecdo contra a ulcera géstrica;
entretanto, os mecanismos responsaveis por esta prote¢do nao sao conhecidos. Acredita-se
que esta protecdo ocorra através de um aumento do fluxo sanguineo na mucosa géstrica
(Shichijo et al., 2003). O acimulo de HSPs protege o organismo de uma série de condi¢des
patoldgicas, dentre elas a ulcera géstrica (Tytell & Hooper, 2001). A familia de proteinas
HSP-70 reduz desnaturagdo e agregacdo de proteinas intracelulares induzidas por diferentes
formas de estresse. Sugere-se que elas exer¢cam seu efeito citoprotetor através de protecao

da mitocondria no programa de apoptose induzido pelo estresse (Rokutan, 2000).

Proliferation cell natural antigen (PCNA)

O antigeno de proliferacao celular (PCNA) € um polipeptideo nuclear de 36 kDa
que tem sido amplamente estudado em diversas patologias; estd associado ao ciclo celular
atuando como co-fator para a DNA polimerase delta (Bravo et al., 1987; Prelich et al.,
1987 e Nanji & Tahan, 1996). O PCNA ¢ essencial para a sintese de DNA e,
conseqiientemente, € considerado agente intimamente associado a replicacdo celular. O
ciclo celular é composto de duas etapas: fase mitética (M) e interfase, que se divide nas
fases Go, Gi, S e Gy. A producdo de PCNA no ciclo celular aumenta a partir da fase Gy,
atingindo o pico médximo em S, diminuindo a partir da fase G, e passando a exibir niveis
extremamente baixos na fase M e em células quiescentes, que ndo podem ser identificados

por métodos imunohistoquimicos (Huang et al., 1994 e Martinez-Lara et al., 1996).

O processo de cicatrizagdo de ulcera € complexo onde ocorre reconstituicio de
estrutura epitelial e do tecido conjuntivo através da proliferagdo, migracao e diferenciagao
celular (Beckert et al., 2004). Apds a implantagdo da ulcera gdstrica a reconstitui¢do da
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superficie do epitélio gastrico € feita através da proliferacdo e diferenciacdo celular, estas

induzidas por PCNA.

Fator de crescimento epidermal (EGF)

EGF aparece como marcador clinico de doencas neoplésicas e inflamatérias, € como
fator de crescimento celular, que protege a mucosa do aparelho digestivo por estimulagao
da producdo de muco e inibi¢do da secre¢do dcida. Igualmente implicado no processo de
cicatrizagdo, o EGF aumenta o mesmo (Egéa et al., 2002); as células epiteliais da mucosa
na margem da tlcera proliferam e migram para o tecido de granulagdo no sentido de re-
epitelizar a udlcera. Fatores de crescimento, como EGF e citocinas produzidas localmente
pelas células de regeneracdo, controlam a re-epitelizacdo e reconstru¢do das estruturas
glandulares. EGF, seu receptor e a COX-2 s3o fundamentais para proliferacdo celular
epitelial, migracdo e re-epitelizacdo na reconstrucao das glandulas gastricas (Tarnawski et

al., 2001 e Tarnawski, 2005).

Assim, a cicatrizacdo da tlcera € um complexo e bem regulado processo de
preenchimento da mucosa lesada com proliferacdo, migracdo de células dos tecidos
epitelial e conjuntivo. Este processo inclui re-estabelecimento da superficie continua de
camada epitelial, estruturas glandulares, microvasos e tecido conjuntivo no interior da

cicatriz.

1.4. Os radicais livres e a defesa antioxidante

De acordo com Pincemail (1995) vdérios clichés como “oxigénio, amigo ou
inimigo?”’; ‘“veneno necessdrio para vida”’; “amigo perigoso”’ t€ém sido utilizados
regularmente em artigos e encontros cientificos para discutir os efeitos toxicos do oxigénio
em contradicdo de sua indispensdvel necessidade a vida. Isto se deve a sua habilidade de
gerar espécies reativas como superdxidos, peroxidos de hidrogénio, 6xidos de nitrogénio,
entre outros. O “paradoxo do oxigénio” foi descrito pela primeira vez no século 19 por
Louis Pasteur, quando demonstrou que organismos anaerébicos morriam rapidamente apos

exposicao ao ar contendo os 20% de oxigénio requerido para sobrevivéncia de organismos
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aerébicos. Gershman e colaboradores (1954) e Harman (1956) ressurgiram com este
conceito e levantaram a hip6tese de que a morte de animais expostos a irradiagdo por raios
X na presenca de altas concentracdes de oxigé€nio e o processo de envelhecimento devem-
se, em parte, a0 metabolismo anormal do oxigénio, levando a reacdes toxicas envolvendo
radicais livres. Laborit e colaboradores (1960) chamaram a atencdo para os possiveis
efeitos toxicos da alta pressdo de oxigénio levando a formacdo de radicais livres nos

mergulhos e sugeriram o uso de alguns antioxidantes na biologia.

A histéria dos radicais livres na biologia e medicina comecou de fato quando em
McCord e Fridovich (1969) descobriram a superéxido dismutase (SOD), uma enzima capaz
de destruir o radical anion superéxido pela reducdo univalente do oxigénio. A partir dai
observou-se crescimento exponencial dos artigos cientificos que mostravam a excessiva
producdo de “espécies reativas de oxigénio” (EROs) ou “radicais livres” implicada na
patogénese de varias doencas em humanos. EROs podem ser formadas pela ativacao de
células inflamatdrias, durante o metabolismo de xenobidticos, ou a partir da xantina oxidase
durante lesdes formadas por isquemia-reperfusdo (Blake et al., 1987; Cross et al., 1987,

Grisham & Granger, 1988; Braganza, 1989).

Radicais livres estdo envolvidos na patofisiologia de varias doencgas gastrintestinais
(dlceras e inflamacdes) e hepdticas (Arthur er al., 1988; Braganza, 1989; Rozga, 1989;
Verspaget et al., 1991; Babbs, 1992; Harris et al., 1992; Stark & Szurszewski, 1992; Van
der Vliet & Bast, 1992; Simmonds, 1995; Yoshida, 1995). O metabolismo de dacido
araquidonico, macréfagos e neutréfilos geram EROs que podem contribuir para danos
causados na mucosa gastrica (Rosen et al., 1995). Os seqiiestradores de EROs sao
utilizados para proteger a mucosa gastrica do dano oxidativo e acelerar a cicatrizagdo de
tlceras. O desequilibrio entre a formac@o e a remog¢do dos radicais livres no organismo,
decorrente da diminui¢do dos antioxidantes endégenos ou do aumento da geracdo de
espécies oxidantes gera um estado pré-oxidante que favorece a ocorréncia de lesdes
oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, inclusive podendo resultar na morte

celular (Gutteridge, 1993; Halliwell & Gutteridge, 2005).
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De acordo com Augusto (2006) as defesas antioxidantes do organismo podem ser
enzimaticas e nio enzimdticas enddgenas, e também podem vir da dieta. As enzimadticas
sdo constituidas por superéxido dismutases; catalases; GSH peroxidades; GSH redutases;
peroxirredoxinas; tiorredoxinas; enzimas de reparo, que sintetizam GSH e que repde
NADPH; enquanto as nao-enzimadticas sao GSH, &cido trico e albumina. Dentre aquelas
provenientes da dieta sdo encontrados: dcido ascorbico; a-tocoferol (vitamina E); B-
caroteno; polifendis, flavondides, etc. Em condicdes normais a concentracdo destas
espécies dentro das células é extremamente baixa pelo fato de existirem enzimas
antioxidantes que as removem, ou impedem sua formacgdo. Estes radicais tendem a ser
eliminados do organismo pelas enzimas superdxido dismutase, catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (McCord & Fridovich, 1969; Halliwell &
Gutteridge, 2005).

Antioxidantes end6genos e derivados da dieta sdo indispensdveis para a manutencao
da saude frente ao ataque de radicais livres; dentre os derivados da dieta encontra-se grande
variedade de antioxidantes, muito dos quais representados pelos potentes polifendis. Esses
compostos podem exercer seus efeitos benéficos no trato gastrintestinal, uma vez que este €
possivelmente o principal local de acdes pro e antioxidantes. Todas as condicdes
patoldgicas encontradas no trato gastrintestinal envolvem espécies reativas e danos
oxidativos durante sua progressao e até mesmo antes de sua origem (Halliwell et al., 2000;

Halliwell & Gutteridge, 2005).

1.5. Plantas medicinais

Os componentes da biodiversidade podem fornecer ampla gama de produtos de
importancia econdmica. Dentre eles destacam-se fitoterdpicos e fitofdrmacos, originados
dos recursos genéticos. Fitoterdpicos sdo aqueles medicamentos preparados com plantas
medicinais, ja os fitofdirmacos sdo constituidos por substincias extraidas destas. A
magnitude da biodiversidade brasileira ndo é conhecida com precisao tal é sua
complexidade, estima-se a existéncia de mais de dois milhOes de espécies distintas de
plantas, animais e microrganismos. O Brasil é o pais com a maior diversidade genética

vegetal do mundo, contando com mais 55.000 espécies catalogadas, de um total de 350.000
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e 550.000, considerando-se que mais da metade dessas espécies encontram-se nas florestas
tropicais, cuja drea corresponde a apenas 7% da superficie da Terra. As oportunidades para
prospeccdo de produtos com possivel utilizacdo econdmica aumentam com a diversidade
das espécies. As plantas sdo fonte importante de produtos naturais biologicamente ativos,
muitos dos quais se constituem em modelos para a sintese de um grande ndmero de
farmacos, € comum que pesquisadores da drea de produtos naturais mostrem-se

impressionados com o fato desses produtos possuirem enorme diversidade em termos de

estrutura e de propriedades fisico-quimicas e bioldgicas (Guerra & Nodari, 2004).

Ao se considerar a perspectiva de obten¢do de novos farmacos, dois aspectos
distinguem produtos de origem natural dos sintéticos: diversidade molecular e agdo
bioldgica. A diversidade molecular dos produtos naturais € muito superior aquela derivada
dos processos de sintese, que, apesar dos avangos considerdveis, ainda € limitada. Além
disso, por serem produtos produzidos por organismos que possuem similaridade com o
metabolismo dos mamiferos, os produtos naturais muitas vezes exibem propriedades

adicionais aquelas encontradas em farmacos sintéticos (Reis et al., 2004).

No Brasil estimou-se que 25% dos US$ 8 bilhdes de faturamento, em 1996, da
indudstria farmacéutica nacional, tenham sido originados de medicamentos derivados da
plantas. Somente 8% das espécies vegetais da flora brasileira foram estudadas em busca de
compostos bioativos e apenas 1.100 espécies vegetais foram avaliadas em suas
propriedades medicinais (Garcia et al., 1996). O crescimento do mercado interno de
medicamentos fitoterdpicos no Brasil é da ordem de 15% ao ano, enquanto aquele do
mercado de medicamentos sintéticos € cerca de 5 vezes menor, ou seja, gira em torno de 3 a
4%. Contudo, de acordo com Di Stasi (1996), em nivel nacional, apenas 20% da populacio
€ responsavel por 63% do consumo dos medicamentos sintéticos disponiveis, sendo que o
restante encontra nos produtos de origem natural, especialmente nas plantas medicinais, a

principal ou a tnica fonte de recursos terapéuticos.

De acordo com a Organizagdo Mundial da Satde, 80% da populagdo mundial faz
uso de plantas medicinais, sendo a maioria de paises em desenvolvimento (McCheney,

1995; Schuster, 2001; Gurib-Fakim, 2006), dentre os fatores que definem o emprego
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popular das plantas medicinais nos cuidados com a sauide, estd o alto preco dos

medicamentos industrializados (Rates, 2001).

Segundo Rates (2001), a possibilidade de encontrar novas moléculas a partir de
produtos naturais € imensurdvel; entretanto, o estudo de novos compostos a partir de
espécies vegetais € lento e bastante oneroso. Para que um novo farmaco seja lancado no
mercado, sdo necessarios em torno de 100 a 360 milhdes de ddlares e, no minimo, 10 anos
de trabalho. Estima-se que a probabilidade de sucesso para a obten¢do de novos compostos
seja de uma molécula a cada 10.000 moléculas estudadas. Esses dados referem-se a paises
desenvolvidos que selecionam plantas de maneira randdmica aumentando custos e tempo

gasto na obten¢ao de novos farmacos.

A drea de pesquisa que utiliza plantas medicinais nao se restringe apenas a procura
de novas moléculas, pois essas plantas podem ser empregadas em diferentes formulacdes,
como infusdes, tinturas, extratos, fracdes, ou no desenvolvimento de fitoterdpicos. Assim,
realizar pesquisa com plantas medicinais envolve critérios adequados na selecdo de
espécies para obter sucesso na investigacdo farmacoldgica. A escolha com base no uso
consagrado de uma planta na terapéutica (etnofarmacologia) seria 6bvia devido as
possibilidades aumentadas de descobrir novos compostos; porém, a selecio com base nos
constituintes quimicos encontrados num dado género ou familia (quimiossistematica) torna-
se também atrativa pela mesma razdo. A fécil aceitacdo e preferéncia por farmacos
sintéticos se devem, em parte, a acessibilidade, eficicia e seguranca desses produtos.
Atualmente, a crescente necessidade de estudos cientificos para o registro dos
fitomedicamentos, tem tornado as caracteristicas diferenciais dos medicamentos sintéticos
menos distantes (Holetz et al., 2002). Assim, o interesse crescente em torno dos produtos

naturais tem contribuido, mais do que nunca, para melhorar os cuidados com a sadde

(Gurib-Fakim, 2006).

63



1.6. Polifenois, os taninos vegetais

Historicamente, a importancia dos taninos estd ligada as suas propriedades de
transformar a pele animal em couro, fanar. No entanto, atualmente a tanagem também pode
ser industrialmente conseguida com compostos minerais. Durante o curtimento do couro
ligacdes entre as fibras de coldgeno na pele animal sdao formadas, desse modo, o couro
adquire resisténcia ao calor, 4gua e abrasivos; a capacidade dos taninos em combinar-se
com macromoléculas explica a acdo deles de precipitar celulose, pectinas e proteinas. Tais
propriedades constituem a base da defini¢do cldssica dessa classe de compostos, ou seja,
substancias fendlicas soldveis em dgua com massa molecular de até 3000 Dalton, as quais
apresentam habilidade de formar complexos insoldveis em dgua com alcaldides, gelatina e
outras proteinas. Os taninos sdo particularmente importantes como componentes gustativos,
sendo responsaveis pela adstringéncia de muitos frutos ou cascas em produtos alimenticios
vegetais. A complexagdo entre taninos e proteinas € a base para suas propriedades como
fatores de controle de insetos, fungos e bactérias tanto quanto para suas atividades

farmacoldgicas (Santos & Mello, 2004)

O papel bioldgico dos taninos nas plantas tem sido investigado; acredita-se que os
mesmos estejam envolvidos na defesa quimica das plantas contra herbivoria e
microrganismos patogénicos. Na defesa contra herbivoria a diminui¢do da palatabilidade
devido ao sabor adstringente, dificuldades na digestdo por complexacdo dos taninos com
enzimas digestivas e/ou com proteinas da planta e, por ultimo, formacdo de produtos
téxicos no trato digestério a partir da hidrélise dos taninos seriam os modos de agdo
propostos como estratégia evolutiva das espécies que tem taninos como metabdlitos

secundarios (Santos & Mello, 2004).

Acredita-se que as atividades farmacoldgicas dos taninos sdo, a0 menos em parte,
devidas a trés caracteristicas gerais comuns, em maior ou menor grau a aqueles
condensados e hidrolisdveis: 1) complexacdo com ions metélicos (ferro, manganés,vanddio,
cobre, aluminio, cdlcio, dentre outros); 2) atividade antioxidante e sequestradora de radicais

livres; 3) habilidade de complexar-se com macromoléculas tais como proteinas e
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polissacarideos. Foi sugerido que os possiveis modos de a¢ao dos taninos no tratamento de
doencas estejam intimamente ligados a essas trés propriedades. Os taninos ajudam no
processo de cura de feridas, queimaduras e inflamag¢des através da formacdo de uma
camada protetora (complexo tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa
danificada, que favorece abaixo desta, a ocorréncia do processo de cicatrizacdo
(reestruturacdo do epitélio e formacdo vasos). Processo similar ocorre, provavelmente, em
casos de ulcera géstrica, onde uma camada tanino-proteina seria responsdvel por proteger a

lesdo e garantir melhor cicatrizacdo (Haslam, 1996).

Taninos com diferentes estruturas quimicas ocorrem em todo o planeta nas plantas
medicinais e alimentares; apresentam diversas atividades bioldgicas e farmacoldgicas, as
quais sdo, muitas vezes, especificas para determinadas estruturas além de significativa para
a saide humana (Okuda, 2005). Os taninos sdo, portanto, merecedores de maior nimero de

investigacdes, nao s6 em fitoquimica, como também em farmacologia.

1.7. Rhizophora mangle e sua importincia como fonte de
taninos

Espécies do género Rhizophora, sao conhecidas pelas propriedades medicinais de
seus taninos, por exemplo, R. apiculata possui atividade antioxidante e seqiiestradora de
radicais livres (Vijayavel et al., 2006; Rahim et al., 2008; Loo et al., 2007; Loo et al.,
2008), e atividade antiviral (Premanathan et al., 1999); R. stylosa possui também atividade

antioxidante (Li et al., 2007; Takara et al.,2008).

R. mangle, é conhecida popularmente como ‘“Mangue-Vermelho”, “Candapuva”,
“Guaraparaiba”, “Mangue Garobeira”, “Mangue de Espeto”, “Mangue de Pendao”,
“Mangue Preto”, “Mangue Sapateiro”, “Paxiubarana” e ‘“Mangue Verdadeiro”,
principalmente no nordeste do Brasil; € conhecida mundialmente como “Mangle Rojo”,
“Mangle Colorado” e “Red Mangrove”. E encontrada em todo litoral do Brasil, Antilhas,
México, Africa e Ilhas do Pacifico; possui importincia econdmica como fornecedora de

taninos (que compreendem 15 a 36% da massa seca) extraidos das cascas sendo a planta
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um dos mais importantes adstringentes de uso industrial (Pio-Corréa, 1984; Chapman,

1976).

Segundo Pio-Corréa (1984), a casca de R. mangle contendo tanino, é usada na
forma de infuso contra diarréias, desinterias e hemorragias. Em vdrios paises da América
(Panam4d, Costa Rica, Jamaica, Cuba) a espécie é empregada como lenha, além de ter sua
decoccdo misturada com 6leo de linhaca para encerar o assoalho das habitacdes, inclusive

palacios e grandes hotéis.

Roig (1974) relata que R. mangle é conhecida hd muito tempo na medicina popular
de diferentes paises caribenhos. Sua casca tem sido utilizada como adstringente, anti-

séptico, hemostético, além de apresentar propriedades antiftingicas e antiulcerogénicas.

Alguns trabalhos recentes, especialmente de Cuba, relatando diversas propriedades
medicinais de R. mangle, tais como antioxidante (Sdnchez et al., 2006 e Berenguer et al.,
2006), antibacteriana (Melchor er al., 2001), antiulcerogénica (Perera et al, 2001 e
Berenguer et al.,, 2006), cicatrizante (Fernandez et al., 2001 e de Armas et al., 2005),

antinflamatéria (Marrero et al., 2006) e anti-diabética (Alarcon-Aguilara et al.,1998).

Figura 2. Foto de um conjunto de Rhizophora mangle compondo a franja do manguezal localizado
no estudrio de Santos/SP.
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Neste trabalho, a idéia de trabalhar com uma planta oriunda do maguezal decorre
também do fato de que o bioma ¢é esquecido e abandonado, por ter caracteristicas atrativas
reduzidas (dificultando sua valorizacdo por 6érgdos governamentais); os manguezais sao de
suma importancia para o meio ambiente, e sua destruicdo avassaladora nos dltimos tempos
s6 agrava as condi¢cdes de qualidade de nossas dguas costeiras; tem papel fundamental no
ciclo do carbono, no fornecimento de matéria organica dissolvida (Maie et al., 2008), e na

protecdo e reciclagem das dguas costeira, e maritima (razado do nome “bercario dos mares”).

Figura 3. (A) Foto ilustrativa da droga vegetal (cascas) retirada de Rhizophora mangle; (B) droga
vegetal pulverizada.

Portanto a selecdo da espécie Rhizophora mangle ou mangue-vermelho, como é
conhecida popularmente, se deu também pela possibilidade de agregar valor a um bem
natural que vem sendo destruido pelo homem na construcdo de resorts, ampliacdo de portos
e instalacdo de pdlos petroliferos. Maior relevincia nesta selecdo € o fato de que a espécie é
amplamente utilizada na medicina popular de paises caribenhos (Roig 1974); e no Brasil,
suas cascas sao utilizadas apenas como fonte de taninos para tingir/impermeabilizar panelas
de barro e barcos, pelas populacdes ribeirinhas de dreas costeiras, especialmente no norte

do pais.
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2. Objetivos

Sao objetivos deste trabalho:

= tragar o perfil quimico do extrato e das fragdes organicas das cascas de R.

mangle;

=> investigar os principais constituintes quimicos do extrato e das fracdes organicas

das cascas de R. mangle;

= estudar a potencial atividade antiulcerogénica das fragdes organicas obtidas do

extrato acetona:dgua (7:3) das cascas de R. mangle, e;

= determinar os mecanismos de acdo envolvidos nas atividades antiulcerogénica e

antioxidante da fracdo com melhor atividade anti-ulcera.
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3. Material e métodos

3.1. Coleta da Espécie

A coleta do material bioldgico foi realizada na drea continental do sistema estuarino
de Santos/SP, aproveitando-se de uma supressdo de vegetacdo autorizada pelo IBAMA
(autorizacdo numero: 116/2006) e realizada pela EMBRAPORT sob os cuidados do
taxonomista vegetal Msc. Paulo de Salles Penteado Sampaio, responsavel também pela

identificacdo da espécie.

3.2. Preparacao do extrato e fracoes

As cascas de R. mangle foram secas em estufa a 40°C durante sete dias e moidas em
moinho de facas. A extracdo foi realizada utilizando acetona:dgua (7:3) pelo método de
maceracao, que durou setes dias e obteve o rendimento de 31,4%. O extrato acetona:agua
de R. mangle foi submetido a parti¢do liquido-liquido com solventes de polaridade
crescente, obtendo assim fracdes semi-purificadas. Esta metodologia proporciona um
adequado clean up dos extratos polares (Calixto & Yunes, 2001). Aproximadamente 20 g
do extrato foi dissolvido em 150 mL de 4gua em um funil de separacdo; 50 mL de acetato
de etila foi adicionado ao funil de separacdo e particionado por 3 vezes. Em seguida, a fase
aquosa foi particionada também com 50 mL de n-butanol (por 3 vezes), conforme pode ser

observado na figura 4.

A Cascas de R. Mangle B 8
213g 1) Dissoluciio em dgua

2) Particio

3) 3 x 50 mL de acetato de etila

1) Maceracdo com acetona:iagua (7:3)
2) Filtracéo

o Acsinio

Fase Aquosa
o Wil

Torta
1) 3 x 50 mL de n-butanol

Desprezada

Kracao
Aquosa

e
Wl el U
Hraviiy

Butundliea

Figura 4. Fluxograma representativo dos métodos de extragao (A), e, fracionamento (B) das cascas

de R. mangle.
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3.3. Cromatografia em camada delgada (CCD)

Na andlise por CCD comparativa, foram utilizadas placas prontas de silica gel 60
(Merck) de diversos tamanhos. As fracdes obtidas nas particdes foram analisadas por CCD,
usando como fase mével CHCl;:MeOH:PrOH:H,0 (5:6:1:4 v/v/v/v, fase organica) e como
padrdes: rutina, dcido gélico, catequina, epicatequina, lupeol, reserpina, friedelina. Utilizou-
se como revelador: luz UV (254 e 366 nm), anisaldeido/ H,SO4, NP/PEG e FeCl; 1% em
metanol (Wagner et al., 1984).

3.4. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)

O perfil cromatogréfico do extrato e fracdes de R. mangle foi obtido usando sistema
HPLC-UV/DAD (Shimadzu) e coluna ACE 5 C18 (250 x 4.6 mm, i.d. 5 um). A fase mével
foi formada por acetonitrila (bomba A) e H,O com 1% de 4cido acético pH 2,88 (bomba
B), em gradiente [0 a 15min — 15% A; 15 a 22 min — 15 a 20% A; 22 a 25 min — 20% A;
25 a 30 min - 20 a40% A; 30 a 35 min — 40% A; 35 — 50 min — 40 a 100% A; 50 a 55 min
- 100 a 15% A; 55 a 60 min — 15% A]. O volume de amostra injetado foi 20 ul, com

concentracdo igual a 1 mg/ml e o efluente foi monitorado em 280 nm.

3.5. Espectrometria de massas com ionizac¢ao por eletrospray
(ESIMS)

Os extratos foram diluidos em uma solucdo contendo 50% (v/v) de metanol grau
cromatogrifico (Tedia, Fairfield, OH, E.U.A.), 50% (v/v) 4gua deionizada e 0,5% de
hidréxido de amonio (Merck, Darmstadt, Alemanha). As impressoes digitais (fingerprint)
ou perfil de ESIMS dos extratos no modo negativo foram adquiridas e acumuladas ao longo
de 60s, e os espectros foram escaneados na faixa entre m/z 100 e 1000, utilizando um
Micromass-Waters Q-TOF mass spectrometer (Waters, Manchester, England). As tensdes
de capilares e cone foram fixadas para -3000 V e -40 V, respectivamente, com uma
temperatura de 100°C. O ESI-MS foi feito por injecao direta, com fluxo tipico de vazao de

10 ul.min™" utilizando uma micro-seringa acoplada a uma bomba (Harvard Apparatus, MA,
70



E.U.A.). Os constituintes foram identificados por comparacdo dos pesos moleculares com

dados da literatura.

3.6. Animais
Todos os animais sdo provenientes do Centro de Bioterismo (CEMIB) da UNICAMP.
Foram utilizados ratos machos Wistar (150 a 250 g) para os experimentos de lesdes

gdstricas e determinag¢do dos mecanismos de acdo antiulcerogénica e antioxidante.

Os animais foram aclimatados as condi¢des do laboratério por pelo menos sete (7)
dias antes da manipulagdo experimental, com temperatura (23 + 2°C) e ciclos claro-escuro
de 12 horas controlados, alimentados com racdo nuvital (Nuvilab) e dgua ad libitum. Os
animais foram distribuidos ao acaso nos diferentes grupos experimentais e submetidos a
jejum (com 4gua ad libitum) de pelo menos 12 horas, dependendo do tipo de experimento.
Todos os protocolos experimentais foram aprovados pela Comissio de Etica em

Experimentacao Animal - CEEA/IB/UNICAMP.

E importante lembrar que a possibilidade oferecida pelo modelo animal s6
intensifica a qualidade da pesquisa e aumenta sua aplicabilidade a partir destes dados. No
entanto é importante ressaltar que experimentos in vivo sofrem interferéncia de todo e
qualquer tipo de novidade ou irritagdo ao animal experimental, toda manipulacdo, sons,
cheiros, tudo isso interfere em pesquisas onde o substrato € um modelo animal. Além de
todo estresse natural aos quais os animais sdo submetidos, existe toda a questdo que
envolve determinado protocolo experimental, em particular neste trabalho, o jejum ¢é
fundamental para que as investigacdes possam ser realizadas, todavia, esse fato pode
aumentar o estresse dos animais e desperta em alguns deles atitudes que podem influenciar
nos resultados obtidos. Na realidade, a maior influéncia pode ser percebida na reducao da
linearidade dos resultados de modelos agudos, por exemplo, € isso nao ocorre com

experimentos in vitro onde todas as condi¢des e varidveis sdo determinadas e controladas

pelo pesquisador.
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3.7. Drogas utilizadas

As drogas utilizadas para determinacdo da atividade antiulcerogénica e antioxidante
e seus mecanismos de acdo foram: Lansoprazol (MEDLEY, Campinas, Brasil),
Indometacina, N”-nitro-L-arginine methyl-ester (L-NAME), N-ethyl-maleimide (NEM),
Quercetina, Acido Gélico (SIGMA Chemical Co, St. Louis, USA), acido acético P.A. e
cloreto de sédio P.A. ( (CHEMCO, Campinas, Brasil). Todas as drogas foram preparadas

imediatamente a sua utilizacao.

3.8. Delineamento experimental

Nos testes de atividade antiulcerogénica, as drogas foram sempre administradas por via
oral, em dose-volume de 10 mL.Kg'l. Foi utilizado um grupo controle (negativo) que recebeu
um volume equivalente de uma solucio salina a 0,9%, veiculo no qual foram dissolvidas as

fracdes e/ou a droga-padrao.

Ratos foram mantidos em gaiola especial sem maravalha e submetidos a jejum de
no minimo 12 h, dependendo do protocolo experimental. Em todos os modelos de inducao
de lesoes, os estdmagos foram abertos na regido da maior curvatura, prensados em placas de
vidro (exceto modelo de ulcera cronica) e fotografados. A drea de lesdo foi calculada com

auxilio do programa AVSoft BioView 4.

3.8.1. Ulcera gdstrica induzida por etanol

Ap6s 24 horas de jejum, grupos de ratos foram tratados por via oral com as fragoes
organicas em doses varidveis (0,5; 1,5; 3,0; 6,25; 12,5; 25,0; 50,0 e 100,0 mg.Kg'l), com
Lansoprazol (30 mg.Kg'l), e solucdo salina (10 mL.Kg™), exceto grupo Sham (animais
manipulados) uma hora antes da inducdo da lesdao gastrica. A lesdo gastrica foi induzida
pela administracdo, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto. Os animais foram
sacrificados 1 hora apds a administracdo do agente lesivo, e os estdmagos retirados para

contagem das lesdes ulcerativas (Morimoto et al., 1991).
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3.8.2. Ulcera induzida por isquemia-reperfusédo

Os ratos foram mantidos em jejum por 24 horas com livre acesso a dgua. Os
tratamentos com a fracdo butanélica - fr-BuOH (0,5 mg.Kg™"), Lansoprazol (30 mg.Kg'l) e
Salina (10 mL.Kg') foram realizados por via oral exceto grupo Sham (animais
manipulados), 30 min antes de anestesiar os animais. Sob anestesia, os animais foram
submetidos a procedimento cirtirgico para colocacdo de um “clamp” na artéria celiaca.
Decorrida meia hora de isquemia o “clamp” foi retirado e, entdo, os ratos foram submetidos

a uma hora de reperfusio e, em seguida, sacrificados (Ueda, et al.,1989).

3.8.3. Ensaios de atividade antioxidante “in vivo”

3.8.3.1. Folin-Ciocalteu

O extrato e as fragdes foram analisados quanto ao seu conteido de fendlicos totais
solaveis utilizando o método colorimétrico Folin-Ciocalteu (Piccinelli et al., 2004; Wu et
al., 2004). Para tanto, extrato e fra¢des foram solubilizados em etanol, sendo preparadas
diluicdes com concentragdes entre 20 e 200 ppm. Para a substincia de referéncia (4cido
gdlico) foi elaborada curva analitica nas concentra¢des de 3.125, 6.25, 12.5, 25, 50, 100 e
200 ppm. A absorbancia das amostras e amostra-padrao foi medida em leitor de elisa
(A=730 nm) e os resultados foram expressos como mg de acido gélico equivalentes (AGeq)
por grama de extrato ou fracdo em base seca (mg de AGeq/g). Como controle negativo foi
utilizado o diluente das amostras e como controle positivo, acido galico (200 ppm). Os

experimentos foram realizados em triplicata.

3.8.3.2. Avaliacao da reduc¢ao do radical DPPH

O radical DPPH (2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl) é estavel, de coloragdo purpura,
porém quando reduzido passa a ter coloracdo amarela. Através deste ensaio foi avaliada a
capacidade das amostras-teste e amostra-padrdo de reduzir o radical DPPH. Para tanto, o
extrato e as fragdes (2,6 mg) foram dissolvidos em etanol (1 mL), obtendo-se uma solucio

estoque. Vdrias dilui¢des foram preparadas em etanol a fim de se obter concentragdes finais
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no ensaio de 3,125 a 200 ppm (extrato e fragdes). Para cada amostra (10 pL) foram
adicionados 100 pL de etanol, 100 pL. de tampao fosfato (100mM) e 50 pL de solucdo de
DPPH (250 uM). Decorridos 30min a absorbéancia foi medida em leitor de elisa (A=517
nm) e a porcentagem de redugdo do radical foi calculada pela equacao: %reducao = 100 —
[(Abs. Amostra — Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH — Abs. controle negativo) x
100] (Huang et al., 2005; Prior et al.,2005; Cuendet et al., 1997). Como controle negativo
foi utilizado o diluente das amostras e como controle positivo o flavondide quercetina.

Todos os experimentos foram realizados em triplicata.

3.8.4. Ensaios de atividade antioxidante “in vivo”

Para a determinacdo dos mecanismos antioxidantes, os estdbmagos obtidos tiveram
suas porcoes glandulares raspadas exaustivamente com laminas de vidro e homogeneizada
em 1 mL de tampao fosfato 0,1 M (pH = 7,4) e congeladas a -70°C até a realiza¢ao dos

ensaios bioquimicos.

As atividades enzimadticas, ou niveis de compostos antioxidantes, foram
determinados espectrofotometricamente em leitores de ELISA. A concentracdo de proteinas
foi determinada de acordo com método descrito por Bradford (1976), utilizando albumina

do soro bovino para estabelecimento da curva padrao.

3.8.4.1. Niveis de grupamentos sulfidrilicos (GSH)

As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em tampao fosfato de sédio (0, 1 M, pH =7,4). Em seguida, foi
feita a leitura da absorbancia de 100 uL. da amostra, acrescidos de 100 pL de solug¢do de
Tris (1,0 mM) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (A1). Apos esta leitura adicionou-se 20 uL de
acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzdico) diluido em metanol (DTNB — 0,01 mM) e entdo foi
feita uma nova leitura (A2), a 412 nm, ap6s 15 min de reacdo, para determinagdo de
grupamentos sulfidrilicos nao protéicos (GSH). A concentracio de grupamentos

sulfidrilicos (tiol) é dada por (A1-A2) x 1,57 (Faure & Lafond, 1995).
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3.8.4.2. Atividade da glutationa redutase (GR)

Para determinacdo da atividade da GR, a reacdo enzimatica foi preparada com 100
UL da amostra (apds centrifugacdo e diluicdo do sobrenadante em tampao fosfato pH = 7.4,
na relacao 1:10) e 150 uL do cocktail formado por EDTA (0,20 mM), glutationa oxidada (1
mM) e NADPH (0,1 mM). A absorbancia foi lida a 365 nm, entre 1 e 10 min (Carlberg &
Mannervik, 1985).

3.8.4.3. Atividade da glutationa peroxidase (GPx)

As amostras foram centrifugadas a 12000 rpm, a 4°C, por 15 min e o sobrenadante
diluido em tampao fosfato 0,1 M (pH = 7,4) na propor¢do 1:10. A uma aliquota de 100 pL
do raspado, foram adicionados 150 pL de solug¢do de glutationa reduzida (10 mM),
NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1U) e 20 uL de H,O, (25 mM), de acordo com
método de Yoshikawa er al., (1993). A absorbancia foi determinada a 365 nm, entre 1 e 10

min.

3.8.4.4. Atividade da superoxido dismutase (SOD)

Neste ensaio foi empregado o método descrito por Winterbourn et al. (1975), onde
as amostras foram centrifugadas e diluidas em tampao fosfato (0,1 M, pH = 7,4), na
propor¢ao 1:20. A 100 uL. do homogenato foram adicionados 150 puL da solucdo de
hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM).
As absorbancias foram lidas a 560 nm. Os resultados foram expressos em U/mg de

proteina.

3.8.4.5. Atividade da mieloperoxidase (MPO)

A atividade da MPO na mucosa géstrica foi mensurada de acordo com o método
proposto por Krawisz et al., (1984), como pequena modificagdes em Farias-Silva et al.,

(2007). Aliquotas do sobrenadante foram utilizadas (6,7 pL) adicionadas a tampao fosfato
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0.05M, pH 6.8 contendo 0,0005% de peréxido de hidrogénio e 1.25 mg/mL de
dihidrocloreto de o-dianisidina, em seguida foi realizada leitura a 460 nm por 10 minutos

em intervalos de 1 minuto.

3.8.4.6. Determinacao do indice de peroxidacao lipidica (LPO)
O homogenato da por¢do glandular do estdmago foi diluido em KCI 0,15 M (relagdo

1:10). Em seguida, a 0,5 mL deste homogenato foram adicionados 0,2 mL de dodecil
sulfato (8,1%); 1,5 mL de acido acético (20%, solugao ajustada com NaOH a pH 3.5); 1,5
mL de &cido tiobarbitdrico (0,8% p/v) e 0,3 mL de 4gua destilada. Todas as amostras
foram deixadas em banho-maria, com termostato ajustado para 95°C, por 1 hora. Apds este
periodo, as amostras foram resfriadas e acrescidas de 1 mL de dgua destilada e 5 mL da
mistura n-butanol + piridina (15:1, v/v), agitadas por 1 min em vértex e centrifugadas a
1400 G, por 10 minutos. A absorbancia da capa organica foi determinada, a 532 nm. Como
padrao foi utilizado tetraetoxipropano (TEPP), diluido em etanol. Os resultados foram
expressos como picomoles de substancias que reagem com o 4cido tiobarbitdrico (TBARS)

por mg de proteinas (pmol TBARS/ mg de proteinas) (Ohkawa et al., 1979).

3.8.5. Mecanismos de atividade antiulcerogénica

3.8.5.1. Envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecao

Ratos Wistar machos em jejum de 24h foram divididos em grupos de acordo com os
tratamentos (Salina + Salina, Salina + NEM, Lansoprazol + Salina, Lansoprazol + NEM,
fr-BuOH + Salina e fr-BuOH + NEM). Os controles receberam injecao intraperitoneal de
solucio salina e os outros animais de NEM (10 mg.Kg™"), um bloqueador do grupamento
sulfidrilicos. Apds 30 minutos os grupos receberam por via oral os tratamentos Salina (10
mL.Kg™), Lansoprazol (30 mg.Kg™) e fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Depois de uma hora (1h), os
animais receberam por via oral ImL de etanol. Uma hora (1h) apds o tratamento com etanol
os animais foram sacrificados e os estdmagos removidos para contagem das lesdes

(Matsuda, 1999).
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3.8.5.2. Envolvimento do NO na gastroprotecao

Ratos Wistar machos em jejum de 24h foram divididos em grupos de acordo com os
tratamentos (Salina + Salina, Salina + L-NAME, Lansoprazol + Salina, Lansoprazol + L-
NAME, fr-BuOH + Salina e fr-BuOH + L-NAME). Os controles receberam injecao
intraperitoneal de solucdo salina e os outros animais de L-NAME (70 mg.Kg'l), um
bloqueador do grupamento sulfidrilicos. Apds 30 minutos os grupos receberam por via oral
os tratamentos Salina (10 mL.Kg"), Lansoprazol (30 mg.Kg™") e fr-BuOH (0,5 mg.Kg™).
Depois de uma hora, os animais receberam por via oral 1 mL de etanol. Uma hora apds o
tratamento com etanol os animais foram sacrificados e os estdmagos removidos para

contagem das lesdes (Matsuda, 1999).

3.8.5.3. Avaliacao da secrecao acida pelo método de Shay

Apo6s 24 horas de jejum, os animais sob anestesia (ketamina 30 mg.Kg'1 e xilazina
0,3 mg.Kg'l), sofreram uma incisdo longitudinal logo abaixo da apdfise xiféide para a
localizacdo e amarradura do piloro. Os tratamentos Salina (10 mL.Kg™), Lansoprazol (30
mg.Kg™) e fr-BuOH (0,5 mg.Kg") foram administrados por via intraduodenal logo apés a
ligadura do piloro, e, em seguida, as incisdes suturadas. Quatro horas apds a o
procedimento cirdrgico os animais foram sacrificados, as incisoes reabertas, e os estdmagos
retirados. O conteddo estomacal foi coletado para determinacdo do volume e pH da

secrecdo gastrica (Shay et al., 1945).

3.8.5.4. Producao de muco aderido a mucosa gastrica

O muco da parede géstrica foi determinado em ratos submetidos a ligadura do piloro. Os
diferentes grupos experimentais de ratos receberam os tratamentos Salina (10 mL.Kg™),
Lansoprazol (30 mg.Kg™") e fr-BuOH (0,5 mg.Kg") por via oral, uma hora depois, estes
animais anestesiados foram submetidos a ligadura do piloro conforme o método descrito

anteriormente.
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Ap6s o sacrificio dos animais, os estdbmagos foram removidos e abertos no sentido
da grande curvatura, os segmentos glandulares do estdmago foram removidos e pesados.
Cada segmento foi transferido imediatamente para um tubo contendo 10 mL de Alcian blue
0,1% (em solucdo de sucrose 0.16 M tamponada com acetato de sédio 0.05 M, pH 5). Ap6s
imersdo por 2 h nesta solug¢do, o excesso de tinta dos estdbmagos foi removido através de
duas lavagens sucessivas com 10 mL de solugdo de sacarose 0.25 M, primeiro por 15 min
e, em seguida, por 45 min. O Alcian Blue complexado com o muco da parede géstrica foi
extraido com 10 mL MgCl, de 0.5 M com agitac@o intermitente por 1 min, em intervalos de
30 min, durante 2 h. Uma aliquota de 4 mL do extrato de Alcian Blue foi vigorosamente
agitado com um volume igual de éter dietilico; a emulsao resultante foi centrifugada a 3600
rpm por 20 min e a absorbancia da camada aquosa determinada a 580 nm. A quantidade de
Alcian blue extraida por grama de tecido glandular foi entdo calculada, e, expressa como
concentracdo do corante em pg por mL de solucdo por grama de por¢ao glandular (Corne et

al., 1974).

3.8.5.5. Producao de PGE: na mucosa gastrica

Os diferentes grupos experimentais foram tratados v.o. com Salina (10 mL.Kg™") e fr-
BuOH (0,5 mg.Kg'l), exceto sham (animais manipulados). Trinta minutos apds o tratamento,
foi administrado aos animais 30 mg.Kg'1 de indometacina s.c., € 30 minutos depois os
animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e, estes, abertos no sentido da maior
curvatura. A mucosa foi raspada com o auxilio de duas laminas de vidro, pesada e, entao
ressuspensa em 1 mL de tampdo fosfato de sédio (10 mM; pH 7,4). O tecido foi
homogeneizado com auxilio de um Polytron® e, entdo incubado a 37°C por 20 min. A
PGE, no tampao foi determinada por um kit de radioimunoensaio (R&D System KGE004)
e todos os dados sobre a capacidade de sintese de PGE, foram expressos em PG/mg de peso

de tecido glandular (Curtis, ef al., 1995).
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3.8.5.6. Avaliacao da cicatrizacao de ulcera gastrica em modelo cronico

Ratos foram anestesiados com ketamina (30 mg.Kg™") e xilazina (0,3 mg.Kg™") para
exposicao do estdmago através de uma incisao de aproximadamente 1 cm realizada abaixo
da apdfise xiféide. Em seguida foi depositado, com o auxilio de uma micro-pipeta, em uma
drea demarcada com um tubo plastico, 50 uL de 4cido acético 40 % na camada serosa da
juncdo do fundo com o antro do estomago. No dia seguinte um animal de cada grupo
experimental foi sacrificado para determinar a drea inicial da lesdo. Dois dias apds a
inducdo, foram iniciados os tratamentos (Salina, Lansoprazol e fr-BuOH), por via oral, os
quais persistiram durante 14 dias consecutivos (Okabe & Amagase, 2005).

Apo6s 4, 8 e 14 dias os animais foram sacrificados e seus estdmagos removidos,
abertos no sentido da maior curvatura e os estdmagos retirados para determinagdo da drea de

lesdo, e, ensaios de imunohistoquimica e “western blot”.

3.8.5.6.1. Toxicidade subcronica

O experimento de toxicidade sub-cronica € uma estimativa das propriedades téxicas
in vivo da substancia teste em sua dose terapéutica (Lima et al., 2006). O peso dos animais
do modelo descrito anteriormente foi registrado durante os 14 dias, no 15° dia os animais
foram sacrificados e os 6rgdos (coracdo, figado, rins, pulmdes, testiculos) removidos para

pesagem. Os dados foram expressos pelo arcoseno do peso do 6rgao/peso do animal.

3.8.5.6.2. Expressao de COX-1, COX-2 e EGF

O raspado estomacal foi centrifugado a 12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos. A
concentracdo de proteinas foi quantificada pelo método de Bradford (1976). Valores
determinados de proteina (50 pg) foram aplicados em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE) e
submetidos a eletroforese, com solu¢do tampao (Trisma base 25 mM, glicina 1,92 mM,
SDS 1%). O SDS-PAGE foi submetido a 40V, inicialmente, até a passagem da linha
demarcada pela fase de empilhamento das proteinas (stacking), e, 120V até o final do gel

de resolucdo (resolving). Em seguida, as proteinas separadas no SDS-PAGE, foram
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transferidas para uma membrana de nitrocelulose, em equipamento de eletrotransferéncia,
com as membranas embebidas em solucdo tampdo de transferéncia (Trisma base 25 mM,
glicina 192 mM, metanol 20%), mantidas em voltagem constante de 90V por 2 horas. As
membranas de nitrocelulose, contendo as proteinas transferidas foram incubadas em
solucdo bloqueadora (NaCl 150 mM, Trisma base 10 mM, Tween 20 a 0,05%, leite em po
desnatado a 5%) por uma hora, a fim de diminuir a ligac@o inespecifica de proteinas. Em
seguida, as membranas serdo submetidas a lavagens com tampao bédsico (NaCl 150 mM,
Trisma base 10 mM, Tween 20 a 0.05%), em intervalos de 10 minutos. A membrana foi
incubada a 4°C, durante uma noite, usando anticorpo especifico para COX-1 e COX-2
(Cayman), e EGF (Santa Cruz). Na manha seguinte, a membrana de nitrocelulose foi lavada
em tampao bésico por 40 minutos e, em seguida, incubada a temperatura ambiente, por 1h,
com anticorpo secundario Thermo Scientific Goat Anti-Rabbit IgG (H+L) 31460 para
COX-1 e COX-2 e Zymed San Francisco, CA, USA ZyMax Rabbit Anti-Goat IgG (H+L)
HRP conjugate 81-1620 para EGF. Para detectar as bandas imuno-reativas, os “blots”
foram expostos a solucdo de quimioluminescéncia (ECL-plus-LumiGlo chemiluninescense
substrate, Kirkegard and Perry Gaithersubrg, MD. USA) por 1 minuto, seguido de
exposicio a um filme para deteccio de quimioluminescéncia (Hyperfilm™ECL™ —
AmerSham Pharmacia Biotech, Buckinghamshire, Inglaterra). As densidades das bandas
das amostras sobre filme foram capturadas para quantificacdo densitométrica 6tica, usando

o Software AVSoft Bioview 4.

3.8.5.6.3. Analise histoldgica

Os cortes e laminas histolégicas foram preparados nos Laboratérios de Histologia
do Departamento de Morfologia, IBB UNESP/Campus de Botucatu sob orientacdo da Prof*
Dr* Claudia Helena Pellizzon. Apds a fixagdo do material em ALFAC (formalina, dlcool
80%, éacido acético) por 24 horas, as pecas foram desidratadas em incluidas em paraplast.
Posteriormente, os blocos de paraplast foram cortados (7 um de espessura) em micrétomo,
de maneira seriada. As amostras foram submetidas a coloragdo por hematoxilina-eosina

(HE) (Behmer et al., 1976) para observacao geral da estrutura e celularidade, e acido
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periddico de Schiff (PAS) (Vacca, 1985) para andlise de substancias mucopolissacaricas em

microscopia de luz.

3.8.5.6.4. Imunohistoquimica

Para andlise imunohistoquimica foi utilizada uma lamina representativa de cada
tratamento dos animais submetidos a ulcera induzida por &cido acético, que foi
desparafinizada, re-hidratada, e, destinada a imunohistoquimica com método de revelacdo
para peroxidase. O bloqueio de reagdo inespecifica foi feito com solugdo de leite desnatado,
posteriormente a recuperacdo antigénica conforme a tabela abaixo, e as amostras foram
incubadas com anticorpos especificos em soluciao de bloqueio “overnight”. Posteriormente,
amostras foram lavadas em tampao fosfato (0.01 mol/L, pH 7.4) e incubadas em anticorpo
secundario (Kit ABC Vector) e revelado com Avidina-Biotina associado com 3-
3’diaminobenzina tetrahydrochloride (DAB, Sigma), e analisadas posteriormente no
microscopio Leica DM acoplado com o software de captura de imagens Leica QWin
Standard, Reino Unido. Esse trabalho foi realizado nos Laboratérios de Histologia do
Departamento de Morfologia, IBB, UNESP/Campus de Botucatu, sob orientacdo da Prof*

Claudia Helena Pellizzon.

Tabela 1. Anticorpos e dilui¢des especificas para as reacoes de imunohistoquimica.

Anticorpo Empresa Titulacio  Recuperacio Referéncia
antigénica
PCNA Novo Castra 1:100 Citrato+MW Kitajima et al.,
1993
HSP-70 Santa Cruz 1:100 Nao necessita Guo et al., 2002
COX-2 Cayman 1:300 Citrato+MW To et al., 2001

Citrato+MW = Tampao citrato 0,01M com irradiagdo em microondas, segundo indicacgdo

do fabricante.
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3.9. Andlise estatistica

Todos os resultados farmacoldgicos foram expressos em média + desvio padrdo, ou
erro padrdo, e submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA) e teste a posteriori
de Dunnett e/ou Tuckey com um nivel de significincia de *P<0.05, **P<0.01 e

% P<0.001.
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4. Resultados

4.1. Cromatografia em camada delgada (CCD)

A CCD mostrou por meio das trés revelacdes utilizadas informagdes importantes
acerca dos compostos presentes nas amostras testadas através das coloracdes adquiridas
pelos compostos apds reagdo com os respectivos reveladores, além da visualizagdo da
eficiéncia no processo de fracionamento. Abaixo € possivel verificar na figura 5 (A) que a
revelacdo da placa cromatografica com anisaldeido/H,SO,4 permitiu observar a presenca de
catequina nas amostras de extrato e fracdes. A revelacio com NP/PEG (natural
products/polyethylene glycol), representada pela figura 5 (B), aponta também para esta
ultima observacdo. Ja a figura 5 (C), onde se observa a placa cromatografica revelada com
FeCls 1%, chama a atengdo para a possivel presenca de taninos complexos, observacao
feita pela tonalidade acinzentada, provavelmente resultado da mistura de tanino complexo

(esverdeada) com tanino hidrolisavel (azulada).
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Figura 5. Cromatografia em camada delgada, (A) revelagdo com anisaldeido/H,SO,; (B) revelagdo
com NP/PEG; (C) revelagdo com FeCl; 1%. CE: extrato bruto; AcF: fracdo acetato de etila; AqF:
fracdo aquosa; BuF: fragcdo butandlica; GA: acido galico; Ru: rutina; Ca: catequina; Ep:
epicatequina.
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4.2. Cromatografia liquida de alta eficiéncia (HPLC)
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Figura 6. Cromatogramas obtidos por HPLC-DAD das injegGes de (A) extrato acetona:agua (7:3); (B)
fracdo aquosa; (C) fracdo acetato de etila; (D) fragcdo butandlica.

As andlises por HPLC-DAD foram realizados para verificacio do processo de
fracionamento e da separagdao observada na CCD, assim o método ndo foi empregado
visando identificagdo de substancias, uma vez que ndo foram injetados padrdes para esta
finalidade. O perfil cromatografico obtido para cada amostra indica que as fragdes possuem
caracteristicas quimicas préprias, evidenciando a qualidade e sucesso dos procedimentos

extrativos.
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Figura 7. Espectro de massas modo negativo do extrato acetona:agua (7:3) das cascas de Rhizophora mangle.
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Figura 8. Espectro de massas modo negativo da fragdo aquosa do extrato acetona:agua (7:3) das cascas de Rhizophora mangle.
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Figura 9. Espectro de massas modo negativo da fracdo acetato de etila do extrato acetona:agua (7:3) das cascas de Rhizophora
mangle.
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Figura 10. Espectro de massas modo negativo da fracdo butandlica do extrato acetona:agua (7:3) das cascas de Rhizophora mangle.



Assim como na andlise quimica inicial realizada através da andlise da CCD e
HPLC, os espectros de massas obtidos pela ionizacdo dos compostos por electrospray
(figuras 8, 9, 10 e 11) permitiram corroborar a eficiéncia do processo de fracionamento do
extrato acetona:agua (7:3) das cascas de R. mangle; estes métodos de anélise, um comum e
qualitativo (CCD) e os outros modernos e com maior resolucao analitica (HPLC e ESIMS)
permitiram levantar conjunto de dados que forneceu resultados necessdrios para a
proposi¢do de alternativas estruturais dentro da classe em estudo com maior eficiéncia. A
andlise dos espectros se deu por comparagdo do peso molecular e busca bibliografica em
bases de dados como SciFinder, PubMed, e ISI of Knowledge, e a composi¢ao das
moléculas propostas (mostradas em seguida) foi realizada utilizando-se para tal o software

ACD/LabsChemSketch 12.0 free version.
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4.3.1. Moléculas propostas
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Figura 11. Estruturas dos compostos polifendlicos propostos a partir do perfil (ESIMS) do extrato
acetona:agua (7:3) obtidos a partir das cascas de R. mangle. (1) catequina ou epicatequina,
monomero de tanino condensado; (2) e (3) catequina (epi) heterosideo; (4), (5), (6) e (7) derivados

de elagitaninos, tanino hidrolisavel; (8) e (9) derivados de galotaninos, tanino hidrolisavel; (10) e
(11) derivados de taninos complexos.
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Tabela 2. Descricio das moléculas propostas com sua massa real (m/z) e a massa
encontrada no ESIMS (m/z - H)

Composto Classificacao m/z real m/z - H
(1) C;sH140¢ catequina ou epicatequina 290 289
(8) C5H,309 derivado de galotanino 342 341
(2) C;1H,409 catequina (epi) heterosideo 436 435
(3) C51Hp401; catequina (epi) heterosideo 452 451
(4) CyoH 3014 derivado de elagitanino 482 481
(5) CyH,404, derivado de elagitanino 540 539
(6) C30H30015 derivado de elagitanino 598 597
(7) CooHy6046 derivado de elagitanino 630 629

(11) C55H3,0¢7 derivado de tanino complexo 724 723
(10) C35H3005 derivado de tanino complexo 738 737
(9) C41H3404 derivado de galotanino 942 941

As moléculas propostas com base na andlise de sua massa molecular (m/z)
constituem a classe em estudo, sendo encontrados representantes das trés classes de taninos
hoje conhecidas, condensados, hidrolisdveis e complexos. Além da presenca de catequina

ou epicatequina.
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4.4. Ulcera gastrica induzida por etanol
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Figura 12. Protecdo gastrica promovida pela fragdao aquosa (fr-Aq) de R. mangle no modelo de
Ulcera induzida por etanol em ratos. Dados expressos como média + desvio padrdo. ANOVA, com

teste a posteriori de Dunnett, **P<0.01, ***P<0.001 comparados ao controle Salina.
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Figura 13. Protecdo gdstrica promovida pela fragao acetato de etila (fr-EtOAc) de R. mangle no
modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos. Dados expressos como média + desvio padrao.
ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 comparados ao

controle Salina.
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Figura 14. Protegdo gastrica promovida pela fracdo butandlica (fr-BuOH) de R. mangle no modelo
de ulcera induzida por etanol em ratos. Dados expressos como média + desvio padrdao. ANOVA,
com teste a posteriori de Dunnett, *P<0.05, **P<0.01 e ***P<0.001 comparados ao controle
Salina.

As figuras 12, 13 e 14 ilustram os resultados obtidos para os experimentos iniciais,
cujos objetivos foram demonstrar a atividade antiulcerogénica das fracdes organicas,
encontrar a melhor dose eficaz em prevenir a geracdo de lesdes gastricas pela administragao
do etanol e avaliar a atividade de enzimas antioxidantes a partir dos tecidos coletados. Foi
encontrado que a fr-Aq possui atividade antiulcerogénica nas doses de 12,5 e 100,0 mg.Kg
1, jé a fr-EtOAc demonstrou esta atividade em todas as doses testadas (de 0,5 a 100,0
mg.Kg"), sendo 1,5 mg.Kg' a melhor delas, uma vez que entre os dados mais
significativos nao houve diferenca; assim como na anterior, a fr-BuOH se mostrou eficaz
em todas as doses testadas, e 0,5 mg.Kg"' mostrou-se mais interessante por ser a menor
dose e ter a mesma significincia dentre as mais significativas. A partir desses resultados os
testes in vivo foram conduzidos no sentido de avaliar os mecanismos de acdo envolvidos

nas atividades anti-tlcera e antioxidante da fr-BuOH (0,5 mg.Kg™).
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4.5. Ulcera gastrica induzida por isquemia-reperfusio

250+
200+
€
150+
E
= 1004
< Kokk *okk *okok
50+
0- T T T
> A A
& ) S G
0& @&
& \Y
o R\
g Q)
S 0N
R B
& A\
\/’b

Figura 15. Protec3o gastrica promovida pela fracdo butandlica (0,5 mg.Kg™) de R. mangle no

modelo de Ulcera induzida por isquemia/reperfusdo em ratos. Dados expressos como média +

desvio padrdo. ANOVA, com teste a posteriori de Dunnett, ***P<0.001 comparados ao controle

Salina.

De acordo com os resultados apresentados acima, o pré-tratamento com lansoprazol
(30 mg.Kg-1) e fr-BuOH (0,5 mg.kg-1) foi capaz de reduzir o surgimento de lesdes
induzidas por isquemia-reperfusdo. O raspado da mucosa géstrica foi coletado para a

avaliacdo da atividade de enzimas antioxidantes.
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4.6. Ensaios de atividade antioxidante “in vitro”

A atividade antioxidante de R. mangle foi inicialmente avaliada in vitro quanto ao
contetido de polifendis totais e capacidade de reduzir o radical DPPH. Verificou-se que o
conteido de polifendis totais encontra-se numa concentracdo de 20 a 27% no extrato e
fracdes organicas. A capacidade de reduzir o DPPH foi encontrada para todas amostras e,
entre estas, o extrato (CE) apresentou ECsy inferior ao obtido pelo controle positivo

quercetina.

Tabela 3. Potencial redutor (DPPH) e conteddo de polifendis totais (Folin-Ciocalteu)
do extrato e fracdoes de R. mangle.

Tratamentos ECSIO)%IEI/_ImL) mg. e I.XGeq/g
Folin-Ciocalteu
Quercetina 2,924 + 1,666 -
Extrato bruto (CE) 1,65 +0,1697 262.,6
fr-Aq 4,465 £ 0,5756 2572
fr-EtOAc 25,46 +4,591 207,3
fr-BuOH 8,065 + 2,369 226,7

ECsy: concentragdo minima suficiente para produzir 50% do efeito representada pela média +

desvio padrdo; AGeq: 4cido gélico equivalente.

100+
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Figura 16. Potencial redutor do extrato bruto (CE) e fracdes de R. mangle sobre o radical DPPH.
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4.7. Ensaios de atividade antioxidante “in vivo”

Dados referentes ao modelo de iilcera induzida por etanol

Os ensaios de atividade antioxidante avaliaram os niveis de grupamentos
sulfidrilicos (GSH) e peroxidacdo lipidica (LPO), bem como as atividade das enzimas
superoxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR), e
mieloperoxidase (MPO) na tlcera induzida por etanol. Observou-se pela andlise dos dados
que a fr-BuOH elevou o nivel de GSH e foi capaz de manter a atividade da SOD, como
demonstrado na tabela 4; a tabela 5 mostra que as atividades das enzimas GPx e GR foram
mantidas proximas dos valores homeostaticos; ja a tabela 6 exibe os valores obtidos para

LPO que se mantiveram reduzidos, assim como a atividade da MPO.

Tabela 4. Niveis de GSH e atividade enzimatica da SOD de ratos submetidos a tlcera
induzida por etanol.

Tratamentos Dose (mg.Kg™") GSH (nmol/mg de proteina) SOD (U/mg de proteina)
Salina 10 (mL.Kg™") 5,883 £0,3796 2,243 £ 1,315
Sham - 14,58 £ 1,091* 28,82 + 2,888 **
Lansoprazol 30 10,53 = 0,8678 4,296 + 3,006
fr-BuOH 0,5 21,44 £ 0,9567*** 21,87 £3,314%%*

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *P<0.05, ***P<0.001 comparados ao controle Salina.

Tabela 5. Atividade enzimatica da GPx e GR de ratos submetidos a tlcera induzida por
etanol.

Tratamentos Dose (mg.Kg™") GPx (nmol/min/mg de proteina) GR(nmol/min/mg de proteina)
Salina 10 (mL.Kg") 50,01 + 4,248 11,00 + 1,220
Sham - 103,8 £ 5,556%** 20,56 £ 2,995%#*
Lansoprazol 30 61,17 £4,976 11,26 + 1,067
fr-BuOH 0,5 96,66 + 3,550%** 16,94 + 1,305*

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *P<0.05, ***P<0.001 comparados ao controle Salina.
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Tabela 6. Atividade enzimatica da LPO e MPO de ratos submetidos a tlcera induzida
por etanol.

Tratamentos Dose (mg.Kg™") LPO (pmol TBARS /mg de proteina) MPO (U/mg de proteina)

Salina 10 (mL.Kg™") 0,2988 + 0,0007947 2,511,013
Sham - 0,2293 + 0,002809* 1,57 +£1,733%*
Lansoprazol 30 0,2470 + 0,030741 1,74 £ 0,2333*
fr-BuOH 0,5 0,2146 £0,01171** 1,75 £0,1363*

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *P<0.05, **P<0.01 comparados ao controle Salina.
Dados referentes ao modelo de iilcera induzida por isquemia-reperfusdo.

O modelo de isquemia-reperfusdo foi utilizado para avaliar a atividade antioxidante
promovida pela fr-BuOH sem a participagao de um agente quimico na inducdo das lesdes.
Assim como realizado no modelo de etanol, os mecanismos de acdo antioxidantes foram

avaliados quanto aos niveis de compostos e atividade de enzimas antioxidantes.

Na tabela 7 estdo expressos os niveis de GSH e atividade da SOD; neste modelo, foi
determinado que a administracdo de fr-BuOH manteve elevado o nivel de GSH, e
aumentou a atividade da SOD, a qual foi também elevada por lansoprazol. A tabela 8
mostra que fr-BuOH promoveu aumento da atividade das enzimas GPx e GR; enquanto a

tabela 9 exibe os valores de LPO e de atividade de MPO reduzidos pela fr-BuOH.

Tabela 7. Niveis de GSH e atividade enzimatica da SOD de ratos submetidos a tlcera
induzida por isquemia/reperfusao.

Tratamentos Dose (mg.Kg™") GSH (nmol/mg de proteina) SOD (U/mg de proteina)
Salina 10 (mL.Kg™") 13,39 + 1,923 10,61 + 0,3043
Sham - 23,26 +0,8022%%* 13,42 + 1,987

Lansoprazol 30 18,91 + 2,036 25,14 £2,363***

fr-BuOH 0,5 20,93 +1,535* 18,48 +1,882*

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *P<0.05, **P<0.01, ***P<0.001 comparados ao controle Salina.
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Tabela 8. Atividade enzimatica da GPx e GR de ratos submetidos a tlcera induzida por
isquemia/reperfusao.

Tratamentos Dose (mg.Kg™) GPx (nmol/min/mg de proteina) GR(nmol/min/mg de proteina)
Salina 10 (mL.Kg ") 13,58 £ 1,011 18,00 + 1,015
Sham - 15,60 £ 1,612 18,44 +0,8882
Lansoprazol 30 13,47 +0,9679 18,94 + 00,7057
fr-BuOH 0,5 21,96 + 1,917** 26,86 + 2,341 **

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. **P<0.01 comparados ao controle Salina.

Tabela 9. Atividade enzimatica da LPO e MPO de ratos submetidos a tlcera induzida
por isquemia/reperfusao.

Tratamentos Dose (mg.Kg™") LPO (pmol TBARS/mg de proteina) MPO (U/mg de proteina)
Salina 10 (mL.Kg™) 0,2437 £0,01117 2,433 +0,1273
Sham - 0,1770 £0,01172%* 1,250 + 0,1689%**

Lansoprazol 30 0,2230 + 0,01767 2,215 +£0,07914

fr-BuOH 0,5 0,1758 +0,01416* 1,869 + 0,1280*

ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett com os resultados expressos como média * erro

padrdo da média. *P<0.05, ***P<0.001 comparados ao controle Salina.

O conjunto de dados obtidos para atividade antioxidante ex vivo sugere que fr-
BuOH possui acdo antioxidante e entre os mecanismos desta pode-se destacar a
manutencdo e aumento dos niveis de GSH, da atividade da SOD, GPx e GR; a reducdo da
LPO e da atividade da MPO. Assim a atividade anti-ulcera de fr-BuOH pode ser atribuida

em parte a essa acdo antioxidante.
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4.8. Mecanismos de atividade antiulcerogénica

4.8.1. Envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotegdo
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Figura 17. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™') no modelo de tlcera induzida por
etanol em ratos pré-tratados com N-ethyl maleimide (NEM). Dados expressos em média + desvio
padrdo (n = 7), ANOVA seguida de teste a posteriori de Tuckey, ***P<0.001 comparados ao grupo

Salina.

Observa-se pela figura 17 que fr-BuOH nao € capaz de atenuar a lesdo induzida por
etanol em ratos pré-tratados com NEM (um bloqueador de GSH), sugerindo que sua

atividade antiulcerogénica € dependente de grupamentos sulfidrilicos.
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4.8.2. Envolvimento do NO na gastroprotecdo
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Figura 18. Efeito da administragdo oral de fr-BUuOH (0,5 mg.Kg™*) no modelo de tlcera induzida por
etanol em ratos pré-tratados com L-NAME. Dados expressos em média + desvio padrdo (n = 7),
ANOVA seguida de teste a posteriori de Tuckey, *P<0.05, ***P<0.001 comparados ao grupo Salina.

O pré-tratamento de ratos com L-NAME mostrou, conforme a figura 18 ilustra, que
a atividade antiulcerogéncia de fr-BuOH é perdida quando a sintese de NO € bloqueada,

indicando que o NO participa da gastroprotecao promovida pela fr-BuOH.
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4.8.3. Avaliacdo da secrecdo dcida pelo modelo de Shay

Tabela 10. Efeito da administracdo intraduodenal de fr-BuOH (0,5 mg.Kg-1) em ratos
submetidos a ligadura do piloro, avaliacdo do volume secretado e seu pH.

Volume secrecio

Tratamentos Dose (mg.Kg'l) géstrica (mL/4h) pH (unidades)

Salina 0.9 % 10 mL.Kg' 1,784 + 0,1566 2,38 +0,1310

Lansoprazol 30 1,518 £0,3358 3,046 + 0,5326*
fr-BuOH 0.5 1,418 + 3,090* 3,090 + 0,2128*

Dados expressos em média + desvio padrao (n = 7), ANOVA seguida de teste a posteriori de

Dunnett, *P<0.05 comparado ao grupo Salina.

A tabela 10 traz os dados obtidos no modelo de ligadura do piloro, foi verificada
uma acao anti-secretoria de fr-BuOH onde o pH foi aumentado significativamente ao passo

que houve reducio no volume de secrecdo géstrica.
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4.8.4. Produg¢do do muco aderido a mucosa gdstrica
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Figura 19. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg') sobre a producdo de muco
aderido pela mucosa gastrica de ratos submetidos a ligadura do piloro. Dados expressos em média

+ desvio padrao (n = 7), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett, **P<0.01 comparados ao
grupo Salina.

Neste modelo foi avaliada a producdo de muco aderido na mucosa géstrica em ratos
submetidos a ligadura do piloro, na figura 19 observa-se que a fr-BuOH foi capaz de

aumenta-la em mais de 100%.
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4.8.5. Produgdo de PGE; na mucosa gdstrica
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Figura 20. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™*) na produgdo de prostaglandina E,

PGE, [ng/Proteina total (mg)]

Tratamentos

(PGE,) na mucosa gastrica de ratos. Dados expressos em média + erro padrdo (n = 6), ANOVA
seguida de teste a posteriori de Dunnett, **P<0.01, ***P>0.001 comparados ao grupo
Indometacina.

A figura 20 apresenta os resultados obtidos para a produgdo de prostaglandina na
mucosa gastrica; o pré-tratamento com a fr-BuOH foi capaz de estimular a sintese de PGE;

na presenca da indometacina, um inibidor de cicloxigenases.
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4.8.6. Avaliacao da cicatrizagdo de ulcera gastrica em modelo créonico
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Figura 21. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™") durante a (A) evolugdo, (B) 49, (C)
82 e (D) 142 dias sobre a cicatrizacdo da lesdo induzida em ratos por acido acético. Dados
expressos em média + desvio padrdao (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,

**P<0.01 comparados ao grupo Salina.

A figura 21 mostra que a fr-BuOH acelera o processo de cicatrizacdo da tlcera

géstrica em modelo cronico. Nota-se que desde o inicio dos tratamentos verificou-se que a

cicatriza¢do promovida pela fr-BuOH ocorreu mais rapidamente.
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4.8.6.1. Toxicidade sub-cronica
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Figura 22. Avaliagdo da toxicidade da fr-BuOH (0,5 mg.Kg™') no modelo de ulcera induzida por
acido acético em ratos. Efeito da fr-BuOH administrada durante 14 dias consecutivos sobre o peso
dos animais. Dados expressos em média = desvio padrdo (n = 12). ANOVA seguida de teste a
posteriori de Dunnett, P>0.05 comparados ao grupo Salina.

A monitoracdo do peso dos animais durante o tratamento cronico por 14 dias
consecutivos € verificada na figura 22; nota-se que os grupos que receberam lansoprazol e

fr-BuOH apresentaram menor ganho de peso a partir do 8° dia de tratamento, entretanto

essa diferenca nao foi significativa.
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Figura 23. Avaliagdo da toxicidade da fr-BuOH (0,5 mg.Kg™') no modelo de ulcera induzida por
acido acético em ratos. Efeito da fr-BuOH administrada durante 14 dias consecutivos sobre o peso
dos érgdos dos animais. Dados expressos em média £ desvio padrdo (n = 4). ANOVA seguida de
teste a posteriori de Dunnett, **P<0.01 comparados ao grupo Salina.

Dando continuidade a avaliacio da toxicidade de fr-BuOH apds 14 dias
consecutivos de tratamento, foi analisada a relacao entre peso dos 6rgaos sobre o peso dos
animais, como mostra a figura 23. Foi encontrada diferenca significativa nesta relacdo para
o figado de animais tratados com fr-BuOH; esta avaliacdo sugere possivel hepatotoxicidade
deste tratamento, entretanto aumento de massa hepdtica estd mais associado 4 toxicidade do

que a perda.
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4.8.6.2. Expressao de COX-1, COX-2 e EGF

Nas proximas figuras (24 a 30) estdo representados os graficos correspondentes as
intensidades densitométricas obtidas nas revelagdes das membranas utilizadas para analisar
a expressdo de COX-1, COX-2 e EGF, utilizando como controle interno a proteina -
actina. A densitometria foi calculada para cada membrana, e, para as andlises foram
divididos os valores densitométricos das proteinas de interesse pela densitometria de [-

actina encontrada na mesma membrana.
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Figura 24. Efeito da administracdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™) por 4 dias sobre a expressdo de
cicloxigenase 1 (COX-1) durante a cicatrizacdo da lesdo induzida em ratos por acido acético. Dados
expressos em média + erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
P>0.05 comparados ao grupo Salina.
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Figura 25. Efeito da administracdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™) por 8 dias sobre a expressdo de
cicloxigenase 1 (COX-1) durante a cicatrizacdo da lesdo induziada em ratos por acido acético.
Dados expressos em média * erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
P>0.05 comparados ao grupo Salina.
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Figura 26. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg) por 14 dias sobre a expressdo de
cicloxigenase 1 (COX-1) durante a cicatrizacao da lesdo induziada em ratos por acido acético.
Dados expressos em média * erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
P>0.05 comparados ao grupo Salina.
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As figuras 23, 24 e 25 demonstram a expressao da COX-1 apos 4, 8 e 14 dias de

tratamento respectivamente. Nenhuma diferenca foi verificada, como esperado.

Em seguida, nas figuras 27 e 28, verificou-se a expressdao da COX-2, apos 4 e 8 dias
de tratamento respectivamente, nenhuma diferenca foi encontrada na expressao da mesma
nos referidos dias. Entretanto na figura 29, onde a expressao de COX-2 foi verificada apds
14 dias de tratamento foi encontrado aumento significativo, para a mesma, nos grupos

tratados com lansoprazol e fr-BuOH.
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Figura 27. Efeito da administracdo oral de fr-BuOH por 4 dias sobre a expressao de cicloxigenase 2
(COX-2) durante a cicatrizacdo da lesdo induziada em ratos por acido acético. Dados expressos em
média + erro padrao (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett, P>0.05 comparados
ao grupo Salina.
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Figura 28. Efeito da administracdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™) por 8 dias sobre a expressdo de
cicloxigenase 2 (COX-2) durante a cicatrizacdo da lesdo induziada em ratos por acido acético.
Dados expressos em média * erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
P>0.05.comparados ao grupo Salina.
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Figura 29. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg) por 14 dias sobre a expressdo de
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cicloxigenase 2 (COX-2) durante a cicatrizacdo da lesdo induzida em ratos por acido acético. Dados
expressos em média + erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnett,
*P<0.05, **P<0.01 comparados ao grupo Salina.
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Figura 30. Efeito da administragdo oral de fr-BuOH (0,5 mg.Kg™) por 14 dias sobre expressdo de
fator de crescimento epidermal (EGF) durante a cicatrizacdo da lesdo induzida em ratos por acido
acético. Dados expressos em média * erro padrdo (n = 4), ANOVA seguida de teste a posteriori de
Dunnett, *P<0.05, **P<0.01 comparados ao grupo Salina.

Foi verificado aumento na expressdo do fator de crescimento epidermal apds 14 dias

de tratamento com lansoprazol e fr-BuOH, como nota-se na figura 30. O aumento na

expressao do EGF € fundamental para a cicatrizacdo mais rdpida da tlcera neste modelo.
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4.8.6.3. Analise histolagica

As figuras a s seguir s@o demonstrativas dos resultados obtidos nos estudos
histolégicos (figuras 31 e 32) e imunohistoquimicos (figuras 33, 34 e 35) dos estdmagos
dos animais submetidos ao modelo de tlcera cronica e tratados por 14 dias consecutivos.
As legendas das figuras indicam detalhadamente o tratamento, a coloracdo ou
imunolocalizagdo e o objeto de estudo em particular. Os resultados histolégicos serdao

descritos em seguida, ja os imunohistoquimcos serdo descritos apds a ultima figura.

A figura 31 mostra o melhor arranjo estrutural na borda (especialmente das
glandulas) da lesdo nos tratamentos com lansoprazol (30 mg.Kg™) e fr-BuOH (0,5 mg.Kg"
1, 0 mesmo observa-se na figura 32, netretanto é destacado na mesma a presenca de muco

nas glandulas géstricas.
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Figura 31. Fotomicrografias de estémagos de ratos com Ulcera induzida por dcido acético apds tratamento com fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Cortes
histolégicos corados com hematoxilina e eosina (HE) para analise da organizagdo morfolégica da mucosa onde se observa os diferentes

grupos experimentais. gl — glandulas; m — mucosa; mm — muscular da mucosa; SM — sub-mucosa.
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Figura 32. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com Ulcera induzida por dcido acético apds tratamento com fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Cortes
histolégicos corados com &acido periddico de Schiff (PAS), marcador de glicoproteinas, para visualizagdo de muco géstrico produzido nos
diferentes grupos experimentais. As setas indicam compostos polissacaridicos.
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Figura 33. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com Ulcera induzida por acido acético apds tratamento com fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Cortes
histoldgicos submetidos a imunolocalizagdo de Heat Shock Protein (HSP) 70 revelado com 3’3 diaminobenzidina (DAB), que promove a cor
marrom como resposta positiva da reacdo. Foi verificada a participacdao da HSP-70 no processo de cicatrizacdo nos diferentes grupos
experimentais. As setas indicam a imunolocalizagdo.
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Figura 34. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com Ulcera induzida por dcido acético apds tratamento com fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Cortes
histologicos submetidos a imunolocalizagdo de Proliferation cell nuclear antigen (PCNA) revelado com complexo ABC 3’3 diaminobenzindina
(DAB) e peroxidase, que promove a coloragdo marrom como resposta positiva da reagdo. Foi verificado o processo de divisdo celular durante
a cicatrizacdo das lesdes nos diferentes grupos experimentais. As setas indicam a imunolocaliza¢do.
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Figura 35. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com Ulcera induzida por dcido acético apds tratamento com fr-BuOH (0,5 mg.Kg™). Cortes

histolégicos submetidos a imunolocalizagdo de cicloxigenase 2 (COX-2) revelado com ABC 3’3 diaminobenzindina (DAB), que promove a

coloragdo marrom como resposta positiva da reac¢do. Foi verificada a participacdo da enzima COX-2 no processo de cicatrizacdao das lesdes

nos diferentes grunos exnerimentais. As setas indicam a imunolocalizac3o.



As figuras 33, 34 e 35 mostram a imunolocalizagdio de HSP-70, PCNA e COX-2
respectivamente, verificou-se maior presenca destes no grupo lansoprazol e fr-BuOH, sendo mais
evidentes neste ultimo; assim, foi observado participagdo do HSP-70, PCNA e COX-2 no processo

de cicatrizagdo, especialmente nos grupos onde este processo foi mais eficiente e rapido.
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5. Discussao

A pesquisa farmacoldgica tém se voltado ao conhecimento da medicina popular, a
fim de estabelecer as bases cientificas de seus efeitos farmacoldgicos. Neste contexto,
atencdo especial vem sendo dada por varios grupos do Oriente, Europa e América as

plantas medicinais ricas em polifenéis (Haslam, 1996).

O pardgrafo acima de ‘Sir’ Edwin Haslam, apesar de ter ja 12 anos, traduz aquilo
que vem sendo publicado atualmente com produtos naturais, tanto que o0 mesmo autor relata
em outro review (Haslam, 2007) os progressos obtidos no conhecimento desses compostos
e as contribui¢des que taninos vegetais forneceram desde o inicio dos estudos. Taninos tém
papel de destaque especialmente como antioxidante; a andlise e identificacdo desses
compostos, que até bem pouco tempo atrds raramente era levada a cabo, contribuiu para os

avancos obtidos nos ultimos dois anos.

Artigos relevantes a respeito da constituicdo quimica de Rhizophora spp., em
especial R. mangle e R. apiculata foram recentemente publicados; Oo e colaboradores
(2007) indicaram que taninos podem ser encontrados em espécies de Rhizophora nos
manguezais, ademais apresentaram um protocolo MALDI-MS que consiste numa anélise
sequencial a partir do espectro de massas. No caso de R. apiculata os taninos sdo do grupo
das procianidinas (taninos > proantocianidinas > procianidinas > catequinas). Rahim e
colaboradores (2008) reforcaram ambas, presenga de taninos e atividade antioxidante de R.
apiculata e concluiram que “taninos de mangue” podem tornar-se fonte de novas drogas

desde que estudos minuciosos sejam conduzidos.

Os compostos presentes nas cascas de R. mangle foram caracterizados quimica e
farmacologicamente neste trabalho; encontrar propriedades farmacoldgicas desses taninos
bem como estabelecer algum tipo de relagdo entre resposta bioldgica e caracteristicas
quimicas dessas substancias foi o objetivo maior. Os indicativos sobre composicao quimica
das fracdes organicas obtidas a partir do extrato bruto das cascas de R. mangle forneceram
dados suficientes para embasar as discussdes sobre taninos envolvidos nas atividades
estudadas. CCD das fragdes revelou presenca de catequina; a revelacdo com FeCls 1%
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mostrou que taninos condensados, hidrolisaveis e complexos estdo presentes em R. mangle

(figura 5).

Os perfis cromatograficos (figura 6) e de massas — fingerprints — (figuras 8 a 11)
obtidos para extrato e fracOes organicas forneceram alguns indicativos importantes; um
deles foi quanto a qualidade do processo de fracionamento. Com isso também foi possivel
verificar o grau de purificagcdo realizada desde extrato bruto até obten¢ao das fragdes. Vale
salientar que a garantia da boa execucdo do fracionamento ja havia sido verificada quando
da andlise em CCD, a qual foi ratificada no HPLC e ESIMS. O conjunto de resultados
forneceu dados necessarios para que propuséssemos algumas alternativas estruturais dentro
da classe em estudo. Ficou claro tratar-se das trés classes de taninos hoje conhecidas,
condensados, hidrolisdveis e complexos; foi possivel observar que alguns mondmeros de
taninos condensados e hidrolisaveis heterosideos, bem como o mondmero isolado, neste
caso a catequina ou epicatequina estdo presentes na fracdo estudada. As moléculas
propostas (figura 11 e tabela 2) foram desenhadas a partir do software
ACD/LabsChemSketch free version e a viabilidade das mesmas conferida através do
software/base bibliografica SciFinder. Além disso, possibilidades quimicas e ocorréncia
desses compostos foi sustentada por minuciosa pesquisa bibliografica (Haslam, 1970;

Haslam, 1974; Haslam, 1996; Pinto, 1999; Santos & Mello, 2004; Okuda, 2005).

Tendo sido obtido o perfil do extrato e fragdes, dois experimentos de atividade
antioxidante in vitro, DPPH e Folin-Ciocalteu, foram realizados. Na tabela 3 foram
mostrados os resultados para estes dois modelos e a concentragdo de polifendis, tanto no
extrato quanto nas fracdes é considerada elevada; os dados obtidos estdo de acordo com
aqueles encontrados por Chapman (1976) nas cascas de R. mangle. Os valores de ECs, para
a atividade antioxidante (DPPH), tanto do extrato bruto, quanto das fracdes sdo baixos,
inclusive, o extrato bruto apresentou valor inferior ao do controle quercetina (figura 16
ilustra a curva de reducdo do DPPH para as diferentes concentracdes de extrato e fragdes).
Estes resultados mostraram que extrato e fracdes foram eficientes em sequestrar radicais
livres in vitro e apresentam concentracdo de polifendis entre 20 e 27%; tais dados sao

importantes no sentido de que representam uma alternativa para estabelecer caminhos a
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serem seguidos dentro do estudo com atividade antioxidante. Mais adiante serd possivel

constatar que esse potencial antioxidante também € revelado em modelo animal.

Ao se decidir pelo estudo da atividade anti-tlcera para R. mangle, nao foi dificil
estabelecer que a atividade antioxidante deveria ser investigada conjuntamente, ji que a
literatura relacionada ao género Rhizophora, na maioria das vezes, apontava para seqiiestro
de radicais livres e mecanismos antioxidantes; claro é que em se tratando de compostos

polifendlicos esta propriedade torna-se ainda mais evidente.

Classicamente, na pesquisa de compostos antiulcerogénicos o modelo de ulceras
experimentais induzidas por etanol em ratos representa a primeira etapa desta linha de
pesquisa, pois fornece informacgdes bdsicas sobre esta atividade, além de ser ttil para
determinar as doses dos tratamentos. Neste modelo foi verificada a atividade
antiulcerogénica das fragdes aquosa (fr-Aq), acetato de etila (fr-EtOAc) e butandlica (fr-
BuOH) em doses varidveis de 0,5 a 100,0 mg.Kg"' para as duas dltimas (figuras 13 ¢ 14) e
6,5 a 100,0 mg.Kg' para a primeira (figura 12).

Os efeitos do etanol na mucosa gastrica podem ser classificados em: 1) dano
caustico com altas concentragdes de etanol (acima de 20%), que possibilitam que as lesdes
penetrem profundamente no plexo vascular ocasionando estase, ruptura da parede dos vasos
sanguineos, favorecendo hemorragia e necrose da mucosa; 2) dano por retrodifusdo de ions
H" com baixas concentra¢des de etanol (8 a 20%), que podem levar a esfoliacdo das células
epiteliais e, na presenga do suco géstrico, ao rompimento da barreira protetora da mucosa
gastrica; 3) aumento da resisténcia da mucosa, um efeito paradoxal, com concentragdes que
variam de 5 a 20%, que podem desencadear citoprotecdo adaptativa. Irritantes moderados,
parcimoniosamente utilizados, estimulam a sintese de prostaglandina que, por sua vez,

favorecem processos regenerativos da mucosa (Sikiric et al, 1999).

Além disso, lesdes gastricas por etanol podem estar associadas a geracao de EROs;
essas lesdes produzem desbalanco entre processos celulares oxidante e antioxidante
(Repetto & Llesuy, 2002). A administracao do etanol pode resultar ainda em alteragdes na
permeabilidade da membrana com reducdo na resisténcia da mucosa e disturbios na

secrecio de H' (Vasquez-Ramirez et al, 2006). As tlceras aparecem devido a acdo
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necrotizante do etanol na mucosa géstrica, com menor participacdo da secrecdo 4cida
(Lewis & Hanson, 1991). Desse modo, os resultados obtidos no modelo de tlcera induzida
por etanol em ratos forneceram as primeiras evidéncias da atividade antioxidante in vivo

para os compostos presentes nas cascas de R. mangle.

Ap6s terem sido definidas fragdes mais ativas, as menores doses eficazes de cada
uma delas foram selecionadas a partir das curvas dose-resposta obtidas para fr-Aq, fr-
EtOAc e fr-BuOH ainda no modelo de ulcera induzida por etanol. Os resultados mostraram
que, embora o tracado da cruva de fr-EtOAc seja mais compativel com aquele de uma
curva dose-resposta, fr-BuOH mostrou-se bem mais efetiva do ponto de vista da
significancia estatistica, além de terem sido usadas doses extremamente baixas. Como nao
houve diferenca estatistica significativa entre as doses efetivas, escolheu-se entdo a menor
dose empregada. Trabalhos anteriores j4 haviam demonstrado que taninos, especialmente
os condensados, possuem atividade farmacoldgica em doses bastante baixas (Iwasaki et al.,

2004).

No modelo de lesdes gastricas induzidas por isquemia-reperfusio, as lesdes ocorrem
sem utiliza¢do de agentes quimicos (Cabeza et al., 2001). A isquemia enfraquece a barreira
da mucosa géstrica aumentando a difusdo de 4cido, o que causa danos a mucosa (Kawai et
al., 1994) Durante a isquemia ocorre reducdo do fluxo sanguineo no 6rgao levando a uma
seqiiéncia de reacdes quimicas que resultam em disfungdo, necrose celular e aparecimento
de metabdlitos téxicos contribuindo para a morte celular (De Groot, 2005). Com a
reperfusdao, EROs sdo geradas, especialmente no sistema xantina-oxidase e na ativacdo de
neutréfilos, causando peroxidagio lipidica no tecido; com isso, a combinac¢do de EROs com
secrecdo acida promove danos na mucosa gastrica (Wada et al., 1996). Lesdes gastricas
ocorridas na fase de reperfusdo sido consideradas mais severas do que aquelas que ocorrem
durante a isquemia, ji que hé participacdo de EROs (incluindo biomoléculas como O,
OH’" e H,O, que atacam lipideos de membrana, 4dcidos nucléicos, enzimas e receptores),
ocasionando alteragdes na estrutura, na atividade celular e no transporte de proteinas além
de modificac¢des, por exemplo, no influxo de cdlcio nas células (Schoenberg & Berger,

1993; Cerqueira et al., 2005).
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Nesse modelo, os resultados obtidos demonstraram que fr-BuOH também foi eficaz
em reduzir significativamente a formacao de lesdes (figura 15). A hipétese formulada para
tanto, foi que essa protecao poderia ser atribuida aos taninos de R. mangle, confimando
agora, in vivo, a atividade antioxidante. Esta classe de compostos é conhecida por sua

capacidade antioxidante, especialmente para os taninos do chd-verde (Ariga, 2004).

EROs sdo continuamente produzidas durante os eventos fisioldgicos normais, sendo
removidas pelo mecanismo de defesa antioxidante. Em condi¢des patoldgicas, EROs
resultam em peroxidagdo lipidica e dano oxidativo. O desequilibrio entre EROs e defesa
antioxidante leva a modificagdo oxidativa na membrana celular, ou nas moléculas
intracelulares (El-Habit et al., 2000). A primeira enzima antioxidante da mucosa gastrica €
a SOD, que cataliza a dismutacdo de O," em H,O; que € menos nocivo. O segundo passo do
metabolismo do H,O, depende da atividade da GPx. A redugdo do H,O, em dgua pela GPx
¢ acompanhada pela conversdo da glutationa na forma reduzida (GSH) para a forma

oxidada (GSSG), que depois é convertida em GSH pela GR (Kwiecién et al,. 2002).

Membranas celulares sao alvos constantes de EROs por serem ricas em complexos
enzimaticos pertencentes as cadeias redutoras de O,. Nelas, a grande quantidade de acidos
graxos polinsaturados (AGP) favorece a formacdo de sitios geradores de EROs, fazendo
com que ocorra lipoperoxidacdo, devido ao facil acesso das EROs as insaturacdes dos
acidos graxos (Buege & Aust, 1978; McCord, 2000; Andreoli, 2000). Este processo
degenerativo, envolvendo formacgdo, propagacdo de radicais lipidicos peroxil e alcoxil
(ROO’, RO"), captacao de O, e rearranjo de duplas ligacdes dos AGP altera a integridade e
fluidez das membranas (Buege e Aust, 1989). A integridade da mucosa gastrica depende de
fatores como manutencdo da microcirculacdo, secrecdo de muco e atividade de enzimas
antioxidantes, como SOD e GPx; tais fatores também implicam na gastroprote¢ao contra
agentes irritantes exogenos e endogenos na mucosa gastrica (Kwiecién et al., 2004). Assim,
substancias capazes de garantir a integridade da mucosa sdo potencialmente tteis no

tratamento e/ou prevengdo de lesdes gastricas

Glutationa existe em duas formas nas células, reduzida (GSH) e oxidada (GSSG),

sendo a propor¢ao de GSH para GSSG determinada pelo estado redox da célula. A sintese
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de glutationa é determinada enzimaticamente pela y-glutamilcisteina sintase (y-GCS) e
glutationa sintase, com formacdo limitada pela atividade dessas enzimas. Uma tarefa
importante da glutationa celular € o sequestro de radicais livres e perdxidos produzidos
durante o processo de respiracao celular que podem levar a oxidacao de proteinas, lipidios e
acidos nucléicos. Mecanismo compensatério desses danos oxidativos envolve a trans-
ativacdo dos genes responsdveis pelas enzimas que participam da sintese e metabolismo da
glutationa (Thomas et al., 1995; Huang et al., 2002). Moskaug e colaboradores (2005)
mostraram que a adminstracdo de polifendis como a quercetina induz a expressao de y-GCS
e consequentemente aumento intracelular de glutationa. Desta forma foi possivel observar
que os compostos presentes na fr-BuOH induzem a sintese de GSH, exercendo tanto a
manuten¢do (demonstrada com isquemia-reperfusao, tabela 7), quanto aumento (verificado

com etanol, tabela 4) dos niveis de GSH por esse mecanismo.

GPx € uma enzima que desempenha papel fundamental na elimina¢do do perdéxido
de hidrogénio e hidroperdxidos lipidicos nas células da mucosa géstrica (Halliwel et
al.,1992). A atividade antioxidante da GPx € conjugada com a oxidacdo de glutationa
reduzida (GSH) que, posteriormente, pode ser reduzida pela GR utilizando NADPH como
agente redutor. Os resultados obtidos tanto no modelo de etanol (tabelas 4 e 5), quanto de
isquemia-reperfusdo (tabelas 7 e 8) sustentam que o aumento/manuten¢ao de GSH pode ter
gerado condicdes para que SOD, GPx e GR apresentassem suas atividades regulares nas
condi¢des experimentais de cada modelo. Assim, os compostos presentes na fr-BuOH
demonstraram que sua acdo antioxidante poderia ser obtida através da modulacdo da
glutationa e da consequente atividade das enzimas SOD, GPx e GR, promovendo protecao

a mucosa gastrica.

EROs podem atacar componentes celulares e extracelulares. Sabe-se que os dcidos
graxos polinsturados das membranas celulares da bicamada lipidica sdo os principais alvos
das EROs (Gutteridge, 1995). Uma vez que o processo de LPO ¢ iniciado, normalmente
pelo OH, ele continua numa rea¢do em cadeia gerando hidroperéxidos lipideos e aldeidos.
O actimulo de hidroper6xidos na membrana celular tem um profundo efeito na sua fluidez e
na atividade das enzimas transmenbranas, transportadores, receptores e outras proteinas de

membrana (Jourd’Heuil ez al., 1993). Como conseqiiéncia, a LPO pode causar mudangas na
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seletividade e permeabilidade da membrana, levando a alteracdes no volume e metabolismo
celular (Chen et al., 1996). Além disso, hidroperdxidos e aldeidos s@o toxicos para células e
suas organelas (Aw, 1998), possuem propriedades quimiotdxicas de neutréfilos e podem
regular a produgdo de citocinas (Jayatilleke & Shaw, 1998). O processo de LPO acelera
quando o sistema de detoxificacdo celular falha na remog¢do dos precursores de OH, em
particular os hidroperéxidos. LPO pode ser interrompida por antioxidantes liposoliveis,
como o o-tocoferol (vitamina E) e mais recentemente, o NO também mostrou-se capaz de
interromper esse processo (Hogg & Kalyanaraman, 1999). Os niveis de LPO obtidos nos
modelos estudados sugerem que a fr-BuOH ( tabelas 6 e 9) foi capaz de reduzir este indice

provavelmente pela eliminacio destes compostos pela GPx.

A MPO ¢ descrita como marcadora da infiltracao/agregacdo de neutréfilos e estd
frequentemente aumentada em lesdes ulcerogénicas (Guha et al., 2009); essa enzima,
presente nos neutréfilos, exerce importante atividade antibacteriana (Segal, 2005).
Neutréfilos representam a primeira linha de defesa da resposta imune inata ao fagocitar,
matar e digerir bactérias e fungos; a enzima NADPH oxidase € componente essencial dos
neutréfilos, sendo responsavel pela geracdo de radicais livres e outras formas de EROs
como o anion superdxido (Segal, 2005; Klebanoff, 2005). Neutréfilos também sdo os
principais mediadores de aumento da permeabilidade microvascular induzida por
reperfusdao (La Casa et al., 2000); alguns autores relataram que a exposi¢do da mucosa
gdstrica ao etanol, bem como a isquemia seguida de reperfusdao, provocam aumento
significativo na atividade MPO (La Casa et al., 2000; Martin et al., 1998; Ueda et al.,
1989). Desta forma, a atividade da MPO foi estudada nos modelos de ulcera induzida por
etanol e isquemia-reperfusdo como componente oxidante/antioxidante da mucosa gastrica.
Os dados obtidos para atividade desta enzima (tabelas 6 e 9) indicaram possivel mecanismo
antioxidante promovido pelos compostos da fr-BuOH, uma vez que foi verificada redugdo
na atividade da MPO, corroborando assim para a agdo antioxidante constatada
anteriormente; adicionalmente, os dados forneceram evidéncias de um possivel mecanismo

antinflamatorio.

O sucesso dos tratamentos farmacolégicos em prevenir ou curar lesdes géstricas nao

depende somente do bloqueio da secre¢do de 4cido ou da atividade antioxidante, mas
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também do aumento de fatores protetores da mucosa gastrica (Dajani & Klamu, 2000;
Wallace, 2005; Laine, et al., 2008). A capacidade que certos fatores endégenos apresentam
de proteger a mucosa gastrica contra danos através de mecanismos ndo relacionados a
inibicdo da secre¢do de acido foi primeiramente designada como ‘“citoprotecdo’”; no

entanto, essa propriedade também € mencionada como ‘“gastroprotecdo” ou “defesa da

mucosa” (Szabo & Goldeberg, 1990; Martin & Wallace, 2006).

Apés determinar se a gastroprotecdo de fr-BuOH € exercida por mecanismos
antioxidantes, buscamos verificar se a deplecdo de GSH influenciaria a gastroprotecdao
promovida por fr-BuOH. Para tanto, foi utilizado um agente bloqueador de GSH, o
composto N-ethylmaleimide (NEM). Os dados obtidos demonstraram que deplecao de GSH
pelo NEM reduziu de forma significativa a protecao promovida pela fr-BuOH (figura 17).
Assim, os efeitos de fr-BuOH sobre a mucosa gastrica ndo somente estariam ligados a
manutencao dos niveis de GSH, como também seriam dependentes destes compostos; este
dado reforca a idéia de que o mecanismo fundamental, envolvido na gastroprotecao
promovida pelos compostos da fr-BuOH, estd intimamente ligado a produ¢do de GSH, seja
estimulando sua sintese, seja favorecendo as condicdes para tal, pois fr-BuOH promoveu

modulacdo de compostos sulfidrilicos (GSH) e enzimas antioxidantes (SOD, GPx e GR).

O passo seguinte foi verificar um possivel envolvimento do 6xido nitrico (NO) na
gastroprotecdo de fr-BuOH. Para tanto foi utilizado N“-nitro-L-arginina metil éster (L-
NAME), um inibidor da NOS, andlogo da L-arginina. L-NAME ¢ hidrolizado em L-
nitroarginina que inativa a NOS (Pfeiffer et al., 1996), fazendo com que as tlceras
induzidas por etanol sejam agravadas (Kawano & Tsuji, 2000). Assim como no modelo
utilizando NEM, foi também observada reduc¢ao significativa no efeito protetor de fr-BuOH
sobre a mucosa gastrica apds bloqueio da NOS (figura 18). Estes dados demonstraram que
a gastroprotecio de fr-BuOH também é dependente de NO. E possivel que um dos efeitos
gastroprotetores dos compostos presentes na fr-BuOH esteja ligado ao aumento da
liberacdo de NO, uma vez que ja foi descrito up-regulation por compostos fendlicos como
o resveratrol (Wallerath et al., 2002). Neste contexto, NO pode promover produgdo de

metabdlitos da COX como a prostaglandina (Toriyabe et al., 2004).
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Assim como suposto anteriormente, o envolvimento do NO na gastroprotecdo de fr-
BuOH também poderia estar ligado a mecanismos antioxidantes; alguns autores
demonstraram que a reduc¢do de anions superdxido favorece a estabilizacdo do NO
(Pechanova & Simko, 2007). Desta forma, os resultados obtidos até aqui fornecem muitos
indicios de que este seja um mecanismo provavel para a participacao do NO, uma vez que
fr-BuOH promove seqiiestro de radicais livres, assim como desempenha papel modulador
sobre enzimas como SOD. Além disso, alguns trabalhos revelaram que compostos
fendlicos sao inibidores da enzima conversora de angiotensina e assim, esses compostos
poderiam beneficiar a func¢do endotelial (Ottaviani et al., 2006; Actis-Goretta et al., 2006).
Vale ressaltar que a angiotensina Il € potente estimuladora da NADPH oxidase (Pechanova

& Simko, 2007), o que seria traduzido em danos oxidativos da infiltracdo de neutréfilos.

A participacdo de EROs ndo é menos importante, entretanto, que a secre¢do acida
nos dois modelos de inducdo de tulcera experimental em questdo; o envolvimento de
compostos e enzimas capazes de proteger ou reduzir danos causados por EROs € essencial
na manutencdo da integridade da mucosa géstrica. Neste sentido, foram verificados na
mucosa gastrica niveis de GSH, LPO e atividade das enzimas SOD, GPx e GR. Os dados
mostraram que a fr-BuOH foi capaz de manter e elevar os niveis de GSH, atividade da
SOD, GPx e GR e reduzir os niveis de LPO e atividade da MPO. Observagao interessante é
a de que o lansoprazol, no modelo de isquemia-reperfusao, foi capaz de elevar a atividade
da SOD, sugerindo que essa substincia provavelmente exerca gastroprote¢do por vias
também independentes da inibicdo da secrecdo &cida, observacdo esta ja indicada por

outros autores (Blandizzi et al., 1999; Natale et al., 2004; Blandizzi et al., 2005).

Ainda que alguns mediadores quimicos participem da producdo coordenada e
efetiva da resposta da mucosa a danos, hd influéncia dominante de PGE, e NO nesse
processo, ja que ambos sdo moduladores essenciais a defesa da mucosa. Essas substancias
influenciam cada um dos componentes gastroprotetores da mucosa estimulando a secre¢ao
de muco e bicarbonato, além de elevar o fluxo sanguineo promovendo tamponamento da
acidez e remocdao de toxinas que a atravessam, além de inibir a secrecdo 4cida,

proporcionando recuperagdo das lesdes (Wallace & Miller, 2000).
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As atividades anti-secretéria (H") e mucossecretora promovidas pela administragio
de fr-BuOH foram avaliadas utilizando-se os modelos de ligadura do piloro com
administracao intraduodenal e oral, respectivamente; os dados estdo apresentados na tabela

10 e figura 19.

No modelo de ligadura do piloro a utilizac@o de via intraduodenal € importante para
investigar a atividade do composto quando administrado por via sistémica, evitando contato
direto das substincias testes com a mucosa gdastrica dos animais. A fr-BuOH produziu
alteracdes tanto no pH quanto no volume géstrico, ou seja, enquanto o pH aumentou, o
volume secretado foi significativamente reduzido. Essas alteracdes sugeriram que fr-BuOH
também atua sobre a secrecdo dcida gdastrica, inibindo-a; este seria mais um de seus
mecanismos de acdo. De acordo com Muramaki e colaboradores (1992), taninos
apresentam atividade antiulcerogénica, ao menos em parte, devido a atividade anti-
secretdria, a qual ocorreria pela inibicio da H'K'-ATPase, possivelmente associada a

propriedade dos taninos de precipitar proteinas.

Ap6s verificar a inibi¢do da secrecao 4cida reducdo, um potente agente agressor da
mucosa gastrica, a producao de muco aderido pela mucosa gastrica foi investigada. O muco
contribui para a defesa da mucosa por criar barreira fisica contra bactérias, acido, toxinas,
além de agir como lubrificante, o que reduz efeitos abrasivos sobre ela (Wallace et al.,
2000; Nam et al., 2005; Wallace, 2007). O muco gastrico também €& importante
seqiiestrador de radicais livres, em funcdo da composi¢ao glicoprotéica (Mojzis et al.,
2000). Os resultados obtidos neste modelo demonstraram que fr-BuOH € estimuladora da
producdo de muco géstrico, ja que foi observado aumento superior a 100% na producgdo de
muco aderido. Ito e colaboradores (2008) estudaram o envolvimento de taninos do cha
verde na modulacdo do muco gastrintestinal em modelo cronico e verificaram aumento do
conteddo de mucina no muco iliaco, entretanto ndo foram encontradas mudancgas
significativas no muco géstrico. J& Hamaishi e colaboradores (2006) demonstraram que
estes mesmos compostos previnem a reducdo de agucares do muco gastrico em modelo de
ulceras induzidas por etanol, sugerindo fortalecimento da barreira mucosa e aumento do

potencial antioxidante do muco.
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Considerando-se este ultimo resultado e aquele que demonstrou envolvimento do
NO na gastroprotecao, a produ¢do de PGE, na mucosa gastrica foi, em seguida, avaliada.
Um aumento na producdo deste prostandide foi observado no grupo tratado com fr-BuOH
(figura 20). A PGE, € fator importante na prote¢do da mucosa géstrica; tanto ela, quanto
NO, atuam na homeostasia vascular e estdo intimamente ligados a producdo de muco
gastrico (Laine er al., 2008). Berenguer e colaboradores (2006) comprovaram atividade
protetora de R. mangle em ulceras causadas por DAINES; um dos mecanismos implicados

nessa protecdo seria justamente aumento de PGE,.

Os resultados até aqui obtidos sugeriram que os mecanismos de acdo da fr-BuOH
estariam ligados as propriedades atribuidas aos taninos, como inibicdo da secrecdo acida
pela possivel inibicdo da bomba protonica e, fundamentalmente, acdo antioxidante
encontrada in vitro e in vivo. Desta forma, aumentos na producao de PGE, poderiam estar
relacionados a acao antioxidante de fr-BuOH. Ogino e colaboradores (1997) demonstraram
que o aumento na atividade da SOD gera substrato para as COXs podendo levar a
estimulagdo da producdo de PGE,; em concordancia, Iwasaki e colaboradores (2004)
demonstraram que a administracdo oral de proantocianidinas produz tanto elevacdo da
atividade da SOD quanto dos niveis de PGE; na mucosa géstrica de ratos. De acordo com
Myers & Hernandez (1992) a SOD ¢é também capaz de promover restabecimento dos niveis
de eicosandides de maneira indireta, ou seja, apds administracdo de SOD os niveis de 6-

keto-PGF,, sdo restabelecidos.

Compostos fendlicos tém efeito duplo sobre a sintese de prostaglandinas; em baixas
concentracdes estimulam-na, enquanto altas concentragdes a inibem; na estimulagdo estes
compostos atuariam como substratos redutores dos intermedidrios oxidados da
prostaglandina H sintase (PGHS) acelerando o ciclo da peroxidase e protegendo a PGHS da
inativagdo catalizada por si mesma ao remover o radical livre da PGG e reduzi-la a PGH,
(Alanko et al., 1999). A PGHS catalisa a conversdao do acido araquidénico (AA) a PGH,,
um precursor universal de prostaglandinas e tromboxanos. Sintese de PGH,, mediada pela
PGHS, ocorre em duas etapas: 1) conversao do AA em perdxido organico (PGG,) através
da COX; 2) reducdo de PGG; a PGH,; através da peroxidase. Além disso, na sequéncia da

acdo de enzimas especificas (convertases), PGH, pode ser convertida em compostos
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fisiologicamente ativos, como PGE,, D,, F,, tromboxano A, e prostaciclina (PGI,)

(Bergstrom et al., 1964; Hamberg & Samuelsson, 1973; Tsaplina et al., 2006).

Uma vez que distintos mecanismos de acdo foram elucidados em modelos agudos
de lesdes géstricas, restava avaliar a eficdcia da fr-BuOH em modelo cronico; a fracdo foi
entdo avaliada em modelo de tlcera gastrica induzida por acido acético em ratos e também
a toxicidade ja que ocorre tratamento dos animais por 14 dias consecutivos. De acordo com
Ito e colaboradores (2008) a administracio cronica de taninos pode reduzir a absorcdo de
alguns nutrientes € minerais, bem como o peso dos animais. Ndo foi constatada alteragdao
significativa no peso corporal dos animais tratados por 14 dias com fr-BuOH (figura 22);
entretanto, a massa hepdtica desses animais mostrou-se reduzida, sugerindo possivel
hepatotoxicidade (figura 23), apesar de ndo terem sido observadas alteracOes
macroscopicas no figado desses animais. Todavia, o fato de que compostos catequinicos
sao metabolizados no figado (Moridani et al., 2001), com participagdo do citocromo P450
(CYP1A2, CYP2D6, CYP2C9 e CYP3A4) gerando metabdlitos conjugados a GSH, nao
pode ser ignorado; Mazzanti e colaboradores (2009) relataram que polifendis do chd verde
ou seus metabdlitos podem ser hepatotoxicos devido a estresse oxidativo no figado. Dados
adicionais de hepatotoxicidade poderiam ser obtidos através da determinacdo dos niveis
séricos de enzimas hepdticas como a ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase) e y-GT (y-glutamiltransferase); no entanto, esta avaliacdo ndo foi

realizada.

No que diz respeito a cicatrizagdo da ulcera (figura 21), os grupos experimentais
tiveram trés momentos de eutandsia para que fossem obtidas informag¢des importantes sobre
a evolugdo do processo de cicatrizagdo em cada um dos grupos experimentais. Foi possivel
observar, em todos os momentos de eutandsia, melhora significativa na cicatriza¢do da
lesdo com tratamento de fr-BuOH, sugerindo que os compostos de R. mangle apresentam
acdo cicatrizante nessas condi¢des. A andlise histolégica da mucosa gastrica de ratos
submetidos ao modelo de tlcera cronica mostrou melhor recupera¢do da lesdo nos grupos
lansoprazol e fr-BuOH, apés 14 dias de tratamento (figura 31). Ainda nesse modelo as
expressoes de COX-1, COX-2 e EGF foram avaliadas (figuras 24 a 30). Verificou-se que a

expressao de COX-1 ndo foi alterada em nenhum dos grupos experimentais enquanto que a
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expressdo de COX-2 sé foi mantida nos niveis normais até o 4° e 8° dias de tratamento;
entretanto, notou-se aumento na expressao desta enzima depois de 14 dias de tratamento
com fr-BuOH e lansoprazol. O mesmo padrao de resultados foi observado para a expressao

do EGF (figura 30).

Para Wallace (2005), a contribui¢do de COX-2 para a defesa da mucosa gastrica e o
processo de cicatrizacdo estd cada vez mais clara, o que pode levar ao desenvolvimento de
novas terapias. A expressdo de COX-2 controla mecanismos de prote¢do da mucosa como
re-epitelizacdo, angiogénese e citoprotecdo adaptativa; além disso, farmacos como
lansoprazol produzem up-regulation de EGF e COX-2 em tratamentos cronicos; drogas
com esta propriedade apresentam sucesso maior na cicatrizacdo de ulceras gdstricas
(Poonam et al., 2005; Schmassman et al.,2005). Tsuji e colaboradores (2002) destacam que
EGF também ¢é responsdvel pelo up-regulation de COX-2 e subseqiiente producdo de PG’s
em diversas células; PG’s sdo conhecidas como importantes fatores de protecdo e

recuperacdo da mucosa géstrica, em parte devido a via de proliferagcao celular epitelial.

Schmassman e colaboradores (2005) demonstraram que a cicatriza¢do da ulcera é
interrompida quando inibidores de COX-2 sdo administrados; além disso, os autores
demonstraram que o processo de cicatrizacdo ndo € alterado quando apenas COX-1 é
suprimida. Contudo, outro fator importante apontado por esses autores € que a ulcera ndo se
desenvolve espontaneamente em animais COX-1 ou COX-2 suprimidos; para isso ocorrer €
necessario que ambas isoformas sejam suprimidas. Tsuji e colaboradores (2002) também
apontaram COX como fator fundamental para a cicatrizacdo de ulceras gastricas; os autores
propuseram que up-regulation de COX-2 produz aumento dos niveis séricos de gastrina e
seria isso que tornaria a prote¢ao da mucosa mais eficiente, ja que este evento desencadeia
elevacdo de outros fatores, como EGF. Os dados encontrados apés 14 dias de tratamento

com fr-BuOH s@o condizentes com a literatura; a cicatrizagdo mais rdpida do grupo tratado

com fr-BuOH € compativel com o aumento nas expressdes de COX-2 e EGF.

Sabe-se que PGs exercem papel fundamental na renovacdo do epitélio géstrico,
funcdo endotelial e manutencdo de fatores defensivos da mucosa géstrica, assim os dados

descritos sobre os modelos agudos tornam-se ainda mais importantes mediante a avaliagao
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da cicatrizacdo de ulceras no modelo cronico. A possibilidade dos mecanismos
antioxidantes produzidos pelos compostos presentes em fr-BuOH serem responsdveis por
uma série de respostas envolvidas na atividade anti-tlcera, em especial a inducao da sintese
de PGE,, faz com que o mecanismo reparador da mucosa géstrica seja atribuido a este
prostanéide. E provdvel que o cerne da atividade antiulcerogénica de R. mangle seja sua
evidente acdo antioxidante, cujos mecanismos podem ser responsdveis pelo
desencadeamento da producdo de PGE, e participacio do NO como fatores fundamentais

para a cicatrizacao de lesao ulcerativa, mediada por COX-2 e EGF.

A cicatrizacio da mucosa gastrica foi investigada microscopicamente por
imunohistoquimica; a presenca da proteina HSP-70 nos grupos tratados com lansoprazol e
fr-BuOH foi encontrada com maior intensidade (figura 33). Tsukimi e colaboradores (2001)
sugeriram que aumento na expressdo de HSP-70 estd relacionado a aceleracdo da
cicatrizagdo da tulcera gastrica. HSP-70 € um importante membro da familia das heat shock
proteins, também conhecidas como proteinas do estresse, que estdo envolvidas em
diferentes processos celulares essenciais como sintese e transporte de proteinas. Estes
eventos estdo relacionados com a protecdo das células contra efeitos toxicos das proteinas

agregadas produzidas a partir de agentes estressantes (Konturek et al., 2008).

Observou-se que o tratamento dos animais com fr-BuOH aumentou a expressao de
PCNA, sugerindo maior divisdo e renovacao celular (figura 34). PCNA estd associado ao
ciclo celular atuando como co-fator para a DNA polimerase delta (Bravo et al., 1987;
Prelich et al., 1987 e Nanji & Tahan, 1996), assim, PCNA € essencial para sintese de DNA
e, conseqiilentemente, intimamente associado a replicacdo celular, que por sua vez,
desempenha papel preponderante na cicatrizacdo de feridas (Tarnawski, 2005). A
imunolocalizacao de COX-2 (figura 35) corrobora andlise de expressdo da mesma que

mostrou-se maior na mucosa gastrica de ratos tratados com fr-BuOH

Apesar do cardter qualitativo da participagdo destas proteinas na recuperacdo da
mucosa géstrica, os dados obtidos reforcam a idéia de que mecanismos antiulcerogénicos

(inibi¢do da secre¢do acida e aumento dos fatores protetores) exercem influéncia benéfica
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sobre a rede de processos moleculares promovendo a proliferacdo celular durante a

cicatrizacdo da ulcera géstrica.

Inicialmente, o uso da uma droga padrdo (lansoprazol) nos modelos experimentais
in vivo foi determinado com base em informagdes prévias acerca dos mecanismos
envolvidos na atividade anti-tilcera de taninos; como descrito anteriormente, alguns autores
sugerem que esta se deva em funcdo da acdo anti-secretéria desses compostos e
especialmente da capacidade antioxidante destes. Assim sendo, buscou-se estabelecer a
relevancia dos tratamentos disponiveis na terapé€utica da ulcera gastrica atualmente e foi
verificado que os inibidores protonicos continuam sendo os farmacos de primeira escolha.
Farmacos da classe dos inibidores protonicos sao potentes agentes anti-tlcera que possuem
tanto atividade anti-secretdria quanto citoprotetora (Ruwart et al., 1984; Okabe et al., 1986;
Holm et al., 1988; Bergmann et al, 1992; Kawano et al., 1996; Fukuda et al., 1995;
Murakami et al., 1992; Blandizzi et al., 1999). Dentre mecanismos gastroprotetores desses
farmacos usados cronicamente encontram-se aumento da expressao de COX-2, gastrina,
EGF e dos niveis de PGE,. J4 foi sugerido que lansoprazol também age reduzindo
suscetibilidade da mucosa a danos causados por estresse oxidativo; essa a¢do ocorreria pela
manutencdo dos niveis de GSH e redu¢ao dos niveis de MDA (malondialdehyde) e 8-iso-
PGF3,, indicando redug¢do da peroxidagdo lipidica (Natale et al., 2004), os autores

descartam, entretanto, o envolvimento do NO na gastroprotecao.

Com base nestas informagdes as investigacdes in vivo buscaram estabelecer alguma
relacdo na resposta bioldgica dos taninos de R. mangle com lansoprazol. Uma primeira
observacdo importante, em modelos agudos, foi verificada quanto a dose terapéutica; todas
as fragdes obtidas do extrato bruto das cascas de R. mangle mostraram atividade
antiulcerogénica em doses inferiores aquela do lansoprazol (30 mg.Kg™), sendo que a dose
escolhida para o estudo desta atividade é sessenta vezes menor que esta ultima (0,5 mg.Kg
Y. Pode-se verificar que algumas das premissas elencadas na literatura também foram
constatadas pelos dados obtidos neste trabalho. Outro aspecto observado estd relacionado a
atividade antioxidante que os compostos presentes em R. mangle apresentaram , modulando
compostos € enzimas antioxidantes bem como reduzindo agentes oxidantes; lansoprazol,

por sua vez, também demonstrou esta habilidade, mas o fez de forma mais discreta sobre
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SOD e MPO. O pré-tratamento com NEM mostrou que tanto lansoprazol quanto R. mangle
possuem atividade gastroprotetora dependente de GSH; ja o pré-tratamento com L-NAME
revelou que apenas R. mangle tem atividade dependente de NO. No modelo de ligadura do
piloro foi verificado que R. mangle e lansoprazol foram capazes de aumentar pH do
conteddo gastrico; no entanto, apenas fr-BuOH reduziu significativamente a secrec¢io acida.
Ademais, somente R. mangle provocou aumento de muco aderido, além de aumentar a

sintese de PGE,.

Quando a mesma comparagdo foi feita em modelo de ulcera cronica constatou-se
semelhanga ambos estes tratamentos na evolucdo da cicatrizagdo da lesdao. O mesmo
ocorreu em relacdo a avaliacdo de proteinas importantes no processo de cura, tanto os
compostos de R. mangle, quanto lansoprazol foram eficientes na recuperacdo da mucosa
gdstrica macro e microscopicamente; ambos induziram upregulation de COX-2, EGF,
HSP-70 e PCNA. Todavia, constatou-se que tratamento cronico com 0S cOmpostos
presentes na fr-BuOH de R. mangle produziram reducido do peso do figado dos animais,

sugerindo possivel hepatotoxicidade, o que ndo ocorreu com lansoprazol.

Assim, os compostos fendlicos presentes em R. mangle exercem atividade anti-
ulcera semelhante e/ou mais eficaz que lansoprazol, tanto em modelos agudos quanto
cronicos apresentando mecanismos de acdo semelhantes aos da droga padrdo, lansoprazol.
Ja a atividade antioxidante é bem maior em R. mangle do que aquela observada para

lansoprazol.

Apontar compostos majoritdrios como responsaveis por estas atividades ndo é
oportuno diante da diversidade estereoquimica das moléculas envolvidas. Assim, sdo
apontados compostos presentes na fr-BuOH de R. mangle como agentes que possuem
atividade farmacoldgica importante tanto para o tratamento de ulceras géstricas, quanto

para doengas relacionadas aos processos oxidativos.
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6.

Conclusoes

De acordo com os resultados obtidos nos modelos experimentais utilizados e

levando em conta aquilo que foi discutido até o presente pode-se concluir que:

X/
A X4

X/
L X4

As trés fragdes, fr-Aq, fr-EtOAc, e fr-BuOH possuem taninos como principais
constituintes, de acordo com as andlises em CCD; os cromatogramas e fingerprints do
extrato e das fragdes revelaram que: 1) os procedimentos de extracdo e fracionamento
foram executados com sucesso; 2) composto majoritdrio da fracdo aquosa bem como do
extrato pode ser um derivado de tanino hidrolisdvel; 3) composto majoritdrio da fracdo
acetato de etila é catequina ou epicatequina e 4) composto majoritirio da fracdo

butandlica pode ser catequina ou epicatequina heterosideo.

Extrato e fracdes organicas possuem potencial atividade antioxidante demonstrada pela
capacidade de reduzir o radical DPPH em modelo in vitro; Folin-Ciocalteu revelou que

tanto o extrato, quanto fragdes organicas possuem niveis elevados de polifendlicos;

fr-BuOH tem atividade antioxidante, cujos mecanismos se ddo pela
manuten¢do/modulacdo dos niveis de GSH, da supressao de MPO e LPO, do aumento

da atividade das enzimas GPx, GR e SOD.

A fr-BuOH promove gastroprote¢do dependente de NO e GSH, do aumento de muco
aderido e da inducdo da producdo de PGE;; a cicatrizacdo da tlcera revelou que a
administracdo de fr-BuOH por 14 dias envolve a participacdo de HSP-70 e PCNA, e
aumenta a expressdo de COX-2 e EGF.

Atividade de fr-BuOH ocorre na dose de 0,5 mg.Kg', sessenta vezes menor que aquela

do lansoprazol, droga padrio na terapéutica da dlcera péptica.
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7. Perspectivas

Este estudo proporcionou o levantamento de muitos dados acerca do que ja foi
estudado sobre as atividades farmacoldgicas de R. mangle, os resultados corroboram muitos

dos trabalhos anteriores.

Os compostos presentes em R. mangle sdo importantes sob varios pontos de vista,
tanto a quimica quanto a farmacologia desses compostos sdo objetos de novas
investigacoes, a fr-EtOAc serd avaliada quanto a sua capacidade de proteger e curar colite
experimental, a fr-BuOH foi avaliada neste método e apresentou recuperacdo significativa.
As fr-EtOAc e fr-Aq terdo seus mecanismos anti-tlcera continuados em outros trabalhos. A
possivel hepatotoxicidade serd também investigada para se ter maior conhecimento quanto
aos beneficios terapéuticos versus efeitos colaterais, estabelecendo niveis seguros desses
compostos, uma vez que a eficacia ja foi estabelecida. Ainda hé necessidade, entretanto, de
maior investigacdo quimica para garantir ou ndo a presenca das moléculas propostas;
andlise de ESIMS/MS se faz necessdria para identificar os fragmentos obtidos de cada
molécula podendo, desta forma, caracterizd-las quimicamente. Além do mais, o
conhecimento exato das moléculas presentes nas cascas de R. mangle pode colaborar para
padronizacdo de métodos de isolamento desses compostos, e sendo este método eficaz,

poder-se-a avaliar o potencial farmacolégico de cada uma dessas moléculas isoladamente.

Sendo assim, a continuidade do estudo desses compostos pode ser promissora, pois
possuem atividades bioldgicas importantes necessitando de doses muito baixas para tal.
Seguindo essa linha, serdo estudados os pardmetros de farmacocinética destes compostos,
assim, poderemos ter maior conhecimento suas propriedades bioldgicas e fornecer mais

informacdes a cerca dos taninos e suas aplica¢des farmacoldgicas.
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