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RESUMO

Anacardium humile, popularmente conhecida como cajuzinho-do-cerrado, ¢é
utilizada na medicina tradicional para o tratamento de diversas inflamac6es. Extratos e
fracdes de suas folhas apresentam compostos fendlicos e significativa atividade anti-Ulcera.
Nesse trabalho, avaliou-se possiveis mecanismos antioxidantes na gastroprotecéo conferida
pela fracdo acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAC).

AHFAC é rica em compostos fendlicos, hd mais de 30% de fendlicos sollveis nessa
fracdo, segundo resultados do ensaio de Folin-Ciocalteu. AHFAC apresenta atividade
redutora em ensaio de reducdo de 1,1-difenil-1-picril-hidrazila (DPPH), o que representa
acdo sequestradora de radicais livres em potencial.  Foram registrados o perfil
cromatografico de AHFAc, em cromatografia liquida de alta eficiéncia e o espectro de
massas com ionizacdo por electrospray, que indicam a presenca de &cido galico e/ou
derivados, quercetina, kaempferol e amentoflavona (um biflavonoide).

A atividade farmacoldgica de AHFAc foi analisada em modelos de inducdo de
Ulcera gastrica por isquemia e reperfusdo e por etanol absoluto. Ratos Unib: WH foram
tratados com o veiculo Tween 80® 12% (10 ml.kg™) ou AHFAC (25, 50 e 100 mg.kg™) e
submetidos a isquemia (30 minutos) e reperfusdo (60 minutos) do estbmago ou a
administracdo de 1 ml de etanol absoluto. Um grupo SHAM foi formado por animais ndo
tratados, expostos aos procedimentos experimentais, mas sem efetiva inducdo de Ulcera.
Apos a realizacdo dos modelos de indugdo de Ulcera gastrica, 0 estbmago dos animais foi
removido, a area de lesdo ulcerativa determinada, uma porc¢do do estdmago foi fixada para
andlises histoldgicas (coloragGes hematoxilina-eosina e acido periodico de Schiff) e

imunohistoquimicas (reacdo para mieloperoxidase e superdxido dismutase) e o restante da

XVii



porcdo glandular do estémago foi raspado e homogeneizado para ensaios bioquimicos.
Foram dosados os niveis de grupamentos sulfidrila (G-SH), fragmentacdo de DNA,
atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO), glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e superoxido dismutase (SOD).

O pré-tratamento com AHFAc (50 mg.kg™) apresenta efeito gastroprotetor nos dois
modelos experimentais de Ulcera gastrica analisados, com manutencdo da integridade da
mucosa e tendéncia de aumento dos niveis de muco. AHFAC evitou o aumento da atividade
de MPO na mucosa gastrica de ratos submetidos aos dois modelos experimentais
investigados, o que indica menor infiltragdo de neutrofilos no estbmago dos animais
tratados com a fragdo. Além disso, a administracdo de AHFAc também foi eficaz em manter
0s niveis normais de G-SH e fragmentacdo de DNA bem como da atividade da SOD e GPx
na mucosa gastrica exposta a acdo lesiva do etanol absoluto.

A agéo antiulcerogénica de AHFAc deve envolver atividade antioxidante, garantida
pela sua composicdo fendlica, aliada a outros mecanismos de acdo. Uma vez que ndo foi
observada modulagdo na atividade das enzimas antioxidantes, e por apresentar capacidade
redutora do DPPH, a atividade antioxidante de AHFAc provavelmente envolve sequestro de

radicais livres.
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ABSTRACT

Anacardium humile, popularly known as ‘“cajuzinho-do-cerrado”, is used in
traditional medicine for the treatment of various inflammatory diseases. Extracts and
fractions of leaves of A. humile present phenolic compounds and significant antiulcer
activity. In this study, we evaluated the possible antioxidant mechanisms in the
antiulcerogenic activity conferred by the ethyl acetate fraction of leaves of A. humile
(AHFAC).

AHFAC is rich in phenolic compounds; there are more than 30% of soluble phenolic
compounds in this fraction, according to results from the Folin-Ciocalteu assay. AHFAc
shows antioxidant activity in the 1,1-diphenyl-1-picryl-picrylhydrazyl (DPPH) assay, which
represents a potential free radical scavenging action. There have been recorded the
chromatographic profile AHFAc in high performance liquid chromatography and the mass
spectrum by electrospray ionization mass spectrometry, which indicate the presence of
gallic acid and derivatives, quercetin, kaempferol and amentoflavone (biflavonoid).

The pharmacological activity of AHFAc was examined in ischemia and reperfusion-
induced and absolute ethanol-induced gastric ulcer models. Unib: WH rats were treated
with the vehicle Tween 80 12% (10 ml.kg™) or AHFAc (25, 50 and 100 mg.kg™) and
underwent ischemia (30 minutes) and reperfusion (60 minutes) of stomach or the
administration of 1 ml of absolute ethanol. SHAM group was formed by untreated animals
exposed to experimental procedures, but without effective induction of ulcer. After
experimental models, the stomach of the animals was removed, the ulcerative lesion area
(ULA) determined, a portion of the stomach was fixed for histological analysis

(hematoxylin-eosin staining and periodic acid Schiff staining) and immunohistochemistry
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analysis (myeloperoxidase and superoxide dismutase), the remaining portion of the
glandular stomach was scraped and homogenized for biochemical assays. We measured the
levels of sulfhydryl groups (G-SH), DNA fragmentation, activity of myeloperoxidase
(MPO), glutathione peroxidase (GPx), glutathione reductase (GR) and superoxide
dismutase (SOD) enzymes.

The pre-treatment with AHFAc (50 mg.kg™) showed gastroprotective effect in both
experimental models of gastric ulcer, while maintaining the integrity of the mucosa and a
tendency for increased levels of mucus. The administration of AHFAc was also effective in
maintaining normal levels of G-SH and fragmentation of DNA, SOD and GPx activities in
the gastric mucosa exposed to the harmful effect of absolute ethanol. In addition, AHFACc
prevented the increase of MPO activity in gastric mucosa of rats subjected to the
experimental models investigated, indicating less infiltration of neutrophils in the stomach
of animals treated with the fraction.

The anti-ulcer action of AHFAc must involve antioxidant activity, due to its
phenolic composition, combined with other mechanisms of action. Since there was no
modulation in the activity of antioxidant enzymes, and for presenting reduction capacity of
DPPH, the antioxidant activity of AHFAc probably involves scavenger activity of free

radicals.
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1. INTRODUCAO

1.1. Considerac0es Gerais

O uso de plantas para o tratamento de enfermidades € uma tradicdo milenar, baseada
no conhecimento empirico, acumulado e transmitido ao longo de gerag¢6es. O conhecimento
popular sobre uso terapéutico de plantas se configura como uma das bases para
investigacdo e identificacdo de moléculas com atividade farmacoldgica e para
desenvolvimento de medicamentos. Dessa forma, a diversidade de moléculas sintetizadas
por vegetais possibilita a descoberta de novos principios ativos ou modelos para a sintese
quimica de moléculas para o tratamento de diversas enfermidades. Entre o rol de doencas
que sdo alvo da pesquisa de novas substancias terapéuticas de origem vegetal esta a Ulcera

péptica (Gurib-Fakim, 2006; Guerra & Nodari, 2007).

1.2. Ulcera Péptica

A Ulcera péptica, que engloba as Ulceras gastrica e duodenal, acomete cerca de 10%
da populacdo mundial. A incidéncia dessa enfermidade no mundo é estimada em 1500 a
3000 casos por 100000 habitantes por ano. No Brasil, a incidéncia de Ulcera péptica ndo é
precisamente conhecida e 0s poucos estudos estatisticos indicam incidéncia de 1 a 20%
(Berstad & Berstad, 1993; d’Accampora et al., 2008; Castro et al., 2009). Complicacdes
decorrentes da Ulcera péptica como hemorragia, perfuracdo e obstrucdo gastricas sao
estimadas em 15-20%, 5% e 2%, respectivamente. A perfuragdo é uma complicacdo que se
mantém constante, apesar da reducdo da incidéncia de Ulcera (Zittel et al., 2000; Butte et

al.,2007; d’Accampora et al., 2008).



A Ulcera peptica foi por muito tempo uma importante causa de mortalidade e
morbidade (Chan & Leung, 2002). A Ulcera péptica consiste em lesGes profundas, no
estdmago ou duodeno, que se estendem através da mucosa e penetram a camada muscular
(Leong & Chan, 2004 apud Leong, 2009). Essas lesbes podem surgir quando ocorre
sobreposicao de agentes agressores frente a uma mucosa integra ou quando 0s mecanismos
de defesa da mucosa tornam-se deficientes (Laine et al., 2008). Na mucosa gastrica, 0
desequilibrio entre fatores agressores e protetores esta relacionado a diversos fatores
exogenos como estresse, uso de drogas antinflamatdrias ndo esteroidais (DAINE),
tabagismo, consumo de alcool e infeccdo por Helicobacter pylori (Tarnawski, 2005; Yuan

et al., 2006).

A infeccdo por H. pylori é apontada como um dos principais fatores etioldgicos da
Ulcera péptica. Cerca de 90% dos casos de Ulcera duodenal e 75% dos casos de ulcera
gastrica esta associado a presenca de H. pylori, sendo a erradicacdo dessa bactéria eficiente
na reducdo das taxas de recidiva de Ulceras (Napolitano; 2009). A utilizacdo de DAINE € o
segundo maior fator etiologico da Ulcera gastrica. Estima-se que usuarios crbnicos de
DAINE tem risco de desenvolver Ulcera gastrica 46 vezes maior que a média da populacao

e a prevaléncia de Ulcera gastrica nesse grupo € de 9 a 13% (Castro et al., 2009).

A maior parte dos casos de Ulceras pépticas esta relacionada a H. pylori e uso de
DAINE, mas outros fatores podem estar entre os agentes etioldgicos como a doenca de
Chron, hipercalcemias, linfomas, mastocitose sistémica, hiperfuncdo de células G, infecgédo
por Helicobacter heilmannii, citomegalovirus ou herpes do tipo I. Para uma pequena
parcela de individuos com Ulcera péptica néo se identifica a causa etioldgica da doenca; séo

0s casos de ulceras idiopaticas (Castro et al., 2009). Chow & Sung (2007) relatam que a



prevaléncia de Ulceras idiopaticas esta aumentando, desde a Gltima década. Na América do
Norte, 20 a 40% dos casos de Ulceras pépticas ndo estdo associados a infeccdo por H. pylori

ou ao uso crénico de DAINE.

Yuan et al. (2006) relatam que recentes avangos no conhecimento e no tratamento
de Ulceras pépticas reduziram a incidéncia dessa doenca; entretanto, existem alguns
problemas a serem resolvidos: como tratar Ulceras quando ha falhas na erradiacdo de H.
pylori, como prevenir o desenvolvimento e evitar a reincidéncia de Ulceras em usuarios de
DAINE e como tratar Ulceras ndo relacionados a infeccdo por H. pylori ou ao uso de

DAINE.

1.3. Espécies Reativas de Oxigénio e Resposta Inflamatoria

Atomos e moléculas que possuem numero impar de elétrons (elétrons
desemparelhados) em sua Orbita externa sdo denominados radicais livres e possuem grande
instabilidade e reatividade. Em meios biolégicos, os principais radicais livres sdo formados
a partir do metabolismo do oxigénio molecular (O;), como o anion superéxido (0,™) e o
radical hidroxila ("OH). A partir de O, também sdo geradas outras moléculas nédo
radicalares, como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e o oxigénio singlet (*O,), mas que
participam da liberacdo de radicais livres. Assim, anion superdxido, radical hidroxila,
perdxido de hidrogénio e oxigénio singlet sdo denominados, em conjunto, espécies reativas
do oxigénio (ERO) (Cheeseman, 1993; de Zwart et al., 1999; Naito & Yoshikawa, 2002).

Por sua alta reatividade, ERO podem oxidar moléculas bioldgicas (lipideos,
proteinas, carboidratos e acidos nucléicos) causando danos aos tecidos e levando a
enfermidades. Em condicGes fisiologicas, 0s prejuizos relacionados a geracdo de ERO séo

evitados ou minimizados através de um complexo sistema antioxidante, envolvendo
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agentes enzimaticos e ndo enzimaticos. Quando a formacdo de ERO excede a capacidade
antioxidante do organismo tem-se o chamado estresse oxidativo, um estado que propicia
diversas alteracGes em macromoléculas e danos celulares, relacionado a diversas doencas
(Naito & Yoshikawa, 2002; Barreiros et al., 2006).

ERO podem ser formadas na cadeia de transporte de elétrons, que ocorre na
membrana mitocondrial interna, durante a sintese de ATP. Quatro elétrons, doados por
NADH + H" ou FADH, depois de atravessarem a cadeia de transporte, sdo transferidos pela
citocromo oxidase ao O,, formando agua. A transferéncia monovalente de elétrons pode
resultar em reducdo incompleta do oxigénio e gerar O," (Naito & Yoshikawa, 2002;
Barreiros et al., 2006).

A dismutacdo de O," produz H,O,, que ndo apresenta grande reatividade, mas pode
dar origem a *OH, o radical mais deletério ao organismo, através de reacdes com metais de
transicdo, como Fe?* ou Cu* (Blake et al., 1987; Lazar et al., 1989; Naito & Yoshikawa,
2002; Barreiros et al., 2006).

Outra fonte de producdo de radicais livres em meios bioldgicos é o processo
inflamatério onde O, é reduzido a O,", por meio da enzima NADPH oxidase, presente na
membrana plasmatica de células fagocitarias (Grisham & Hernadez, 1986). O éanion
superdxido é convertido a peroxido de hidrogénio, que pode originar acido hipocloroso ou
hipoclorito, na presenca de CI', em reacdo catalisada pela mieloperoxidase (Grisham &

Hernadez, 1986; Fialkow et al., 2007).

ERO também podem ser geradas pela enzima xantina oxidase (XO), a qual é
ativada em condicdes de baixa relacédo ATP/ADP e alta concentracéo de Ca*" intracelular, o

gue ocorre no processo de isquemia e reperfusdo. Nesse caso, duas moléculas de ADP sédo



convertidas a ATP e AMP, o qual é degradado e resulta em acumulo de hipoxantina. A XO
converte hipoxantina a xantina e utiliza O, como aceptor de elétrons, gerando O,",

conforme esquema apresentado na figura 1 (McCord, 1985; Parks & Granger, 1988).

ATP

|

ADP

|

AMP

|

Adenosina
\L XD

-

\
Inosina TCa2+

‘l’ X0
Hipoxantina 7—> Xantina +

O,

ISQUEMIA

REPERFUSAO

Figura 1: Mecanismo proposto para geracdo de ERO pela XO no processo de isquemia e
reperfusdo. Durante a isquemia, ha aumento de Ca*" intracelular, que estimula conversio da
xantina desidrogenase (XD) em sua forma oxidase (XO) e acimulo de hipoxantina. Na
reperfusdo, XO forma xantina, com reducéo de O, a O,". Adaptado de Silva Jr et al., 2002.

Além de causar oxidacdo de moléculas biolégicas, ERO sdo capazes de modular
vias de sinalizacdo intracelular ou agir como substancias paracrinas, através da ativacdo de
citocinas, angiotensina e fatores de crescimento. ERO também sdo apontadas como fatores
reguladores da resposta inflamatéria modulando eventos como fagocitose, secrecdo de
citocinas, expressao génica e apoptose, principalmente relacionados a fungéo de neutrofilos
(Ganguly et al., 2006; Fialkow et al.; 2007).

Entre os elementos ativados por ERO estda o fator nuclear de transcricdo «B

(NFkB), que regula a expressdo de diversos genes importantes para o processo inflamatoério
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(Halliwell & Gutteridge, 2007). NFxB regula a expressdo de varias citocinas como
interleucinas 1, 2, 6 e 8 (IL-1, IL-2, IL-6 e IL-8), a quimiocina proteina inflamatdria de
macrofagos 2 (MIP-2) e das enzimas Oxido nitrico sintase induzida (iNOS) e
ciclooxigenase-2 (COX-2), além de outros mediadores inflamatorios como moléculas de
adesdo (Conner & Grisham, 1996; Fialkow et al., 2007).

NF«B é ativado em situacdes de estresse (mecanico, oxidativo, e aqueles produzidos
por choque e infecgdes), em resposta a estimulos como citocinas (IL-1, TNFa) ou outras
substancias como H,O,, lipopolissacarideos, niquel e cobalto (Das & Maulik, 2004;
Fialkow et al., 2007; Halliwell & Gutteridge, 2007). A ativacdo de NFkB é observada em
varias doencas, desde gastrite até artrite reumatdide. Lee e colaboradores (2005)
observaram aumento na ativacdo de NFkB em modelo experimental de Ulcera gastrica
induzida por etanol absoluto. O estresse oxidativo, associado a resposta inflamatoria, com
ativagdo de NF«xB e liberacdo de citocinas (IL-1, IL-8, TNFa), € observado em casos de
gastrite e Ulcera gastricas causados por H. pylori (Naito & Yoshikawa, 2002; Halliwell &

Gutteridge, 2007).

1.4. Mecanismos Protetores da Mucosa Gastrica

A integridade da mucosa gastrica envolve diversos fatores como organizacdo do
epitélio e sua adequada reconstituicdo, fluxo sanguineo, camada de muco e secrecdo de
bicarbonato (barreira protetora a acdo do acido no Iumen do estdmago), sistema
antioxidante, sintese de prostaglandinas e 6xido nitrico (NO) (McCord & Fridovich, 1969;
Garner et al., 1979; Whittle et al., 1981; Whittle et al., 1990). Os principais fatores de

protecdo da mucosa gastrica séo ilustrados na Figura 2.
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Figura 2: Principais mecanismos de defesa da mucosa gastrica sdo: camada de muco e
bicarbonato (1), células superficiais (2) e renovacdo do epitélio (3), fluxo alcalino (4),
fluxo sanguineo (5), fatores neurais (6) e humorais como as prostaglandinas (7). Adaptado
de Laine et al., 2008.

A camada de muco, bicarbonato e fosfolipideos que cobre o epitélio do estbmago é
considerada primeira linha de defesa da mucosa gastrica, com capacidade de lubrificar e
proteger a mucosa gastrica de forgas mecénicas da digestdo, além de favorecer a difuséo e
neutralizacdo do acido luminal (Garner et al., 1984; Laine et al., 2008). O muco, formado
por glicoproteinas mucinas (5 %) e agua (95 %), é secretado pelas células superficiais do
epitélio géstrico e sua producdo é estimulada por hormdénios gastrintestinais (gastrina e
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secretina), agentes colinérgicos e prostaglandina (Laine et al., 2008); o bicarbonato
secretado pelas células epiteliais superficiais é retido pelo muco, criando um gradiente de
pH entre o lumen e o epitélio gastrico, mantendo pH neutro na superficie das células
epiteliais, além de impedir o contato da pepsina com o epitélio do estdmago devido a
presenca de fosfolipideos hidrofobicos (Garner et al., 1984; Laine et al., 2008). A camada
de muco também protege as células epiteliais de danos provocados por radicais livres; essa
acao antioxidante do muco esta relacionada as suas glicoproteinas que podem seqestrar
*OH e H,0; (Cross et al., 1984; Garner et al., 1984; Repetto e Llesuy, 2002).

As prostaglandinas do estbmago, principalmente PGE,, estimulam a producdo de
muco e bicarbonato, reduzem a secrecdo acida, regulam o fluxo sanguineo, estimulam a
renovacao epitelial, além de inibir a expressao de TNFa., contribuindo para a integridade da
mucosa (Brzozowski et al., 2005); sdo sintetizadas a partir do acido araquiddnico pela acdo
das ciclooxigenases (COX). Existem duas isoformas conhecidas de COX: a COX-1,
constitutiva, estd relacionada a sintese fisioldgica de prostaglandina, enquanto a COX-2,
induzida, aumenta a sintese de prostandides na inflamacdo e em varias doencas

(Chandrasekharan et al., 2002; Gudis & Sakamoto, 2005).

DAINE inibem, de forma ndo seletiva, as enzimas COX e, consequentemente, a
sintese de prostaglandinas (Monkeman & van de Laar, 2010). O uso frequente de DAINE
estd relacionado ao desenvolvimento de gastrite e Ulcera gastrica, fato que evidencia a

importancia das prostaglandinas para a manuten¢do da integridade da mucosa géastrica.

As células superficiais do epitélio do estbmago sdo responsaveis pela secrecdo de
muco, bicarbonato e fosfolipideos e formam uma importante barreira contra a difusdo do

acido e da pepsina, devido a presenca de jungdes oclusivas (tight junctions) (Laine et al.,



2008). Considerando a importancia da superficie epitelial para prevencdo de lesdes no
estdmago, um balanc¢o adequado entre perda e renovagéo celular torna-se fundamental para
manter a integridade da mucosa gastrica. Aumento na degradacdo ou reducdo na
proliferacdo de células epiteliais estd associado a danos ha mucosa (Konturek, 1985). Uma
alta taxa de renovacdo celular no estdmago é garantida por células progenitoras, que
proliferam em resposta a fatores de crescimento (Jones et al., 1999; Laine et al., 2008). As
células progenitoras, localizadas na base das glandulas gastricas, respondem a estimulo do
fator de crescimento epidermal (EGF) e do fator de crescimento e transformacao a (TGFa)
(Jones et al., 1999).

A microcirculacdo € outro fator importante na manutencdo da integridade da
mucosa, sendo a reducdo do fluxo sanguineo um agente facilitador do desenvolvimento de
Ulceras (Konturek, 1985; Laine et al., 2008). O contato da mucosa com agentes irritantes
resulta em aumento do fluxo sanguineo na mucosa, enquanto condi¢cdes de reducdo da
microcirculacdo na mucosa, como choque hemorragico, microtrombos e agentes
vasoconstrictores, aumentam a formacao de les6es no estdmago (Konturek, 1985). Menguy
e colaboradores (1974) relatam que a inducdo de choque hemorragico em ratos resulta em
reducdo dos niveis de ATP, de forma coincidente ao surgimento de necrose celular e
erosoes.

O fluxo sanguineo supre a mucosa gastrica de nutrientes, oxigénio, hormonios e
fatores responsaveis pela réapida restituicio do epitélio, pela secrecdo de muco e
bicarbonato, ambas importantes para manutencdo da integridade do estbmago, alem de
permitir remocao de agentes lesivos e excesso de prétons (Kawano & Tsuji, 2000). Assim, a

microcirculacdo gastrica regula a capacidade do estdbmago reagir a agentes lesivos; a



reducdo do fluxo sanguineo torna a mucosa gastrica mais suscetivel a danos (Abdel-Salam
etal., 2001).

O O&xido nitrico (NO) possui acdo protetora na mucosa gastrica por regular a
homeostase da microcirculacdo e atuar na cicatrizacdo, além de ser uma molécula capaz de
inibir infiltracdo de neutrofilos, diminuindo a expressdo de moléculas de adesdo e algumas
citocinas (Wallace & Ma, 2001; Tatemichi et al., 2003). Entretanto, em altas concentracoes,
NO pode inibir enzimas de reparo do DNA e aquelas dependentes de grupamentos
sulfidrila, além de formar peroxinitrito (ONOQ), ap6s reagir com O", e contribuir com o
estresse oxidativo (Cho, 2001). A enzima Oxido nitrico sintase (NOS), a partir da L-
arginina, produz NO, um mediador envolvido tanto na inflamacéo e ocorréncia de danos ao
tecido, quanto na protecdo frente a Ulcera gastrica e na manutencdo de determinadas
funcdes fisioldgicas (Elliot & Wallace, 1998; Naito et al., 1998). A enzima NOS possui
diferentes isoformas, que podem ser do tipo constitutivo (endotelial — eNOS e neuronal —
nNOS) ou induzido (iNOS). A acdo citotoxica do NO estd principalmente relacionada a
atividade da iNOS que, ao ser estimulada, produz NO por longos periodos de tempo, em
grande quantidade, favorecendo a formacdo de ONOQO™ (Cho, 2001; Wallace & Ma, 2001).

O organismo possui agentes antioxidantes como as enzimas superdxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR).
Importantes antioxidantes ndo-enzimaticos sdo as vitaminas A, E, C e a provitamina A (B-
caroteno), glutationa (GSH), a-tocoferol, transferrina, compostos com grupamento
sulfidrila (G-SH) e quelantes como EDTA (Szelenyi & Brune, 1988; Konturek et al., 1990;

Das et al., 1997; Halliwell, 1997). As enzimas SOD, CAT, GPx e GR fazem parte do

10



sistema antioxidante, um mecanismo de defesa do organismo que impede os danos

causados por ERO (Zabtocka e Janusz, 2008).

A enzima SOD catalisa a dismutacdo do O," e tem como co-fatores cobre e zinco,
no caso das isoformas citoplasmética (CuZnSOD) e extracelular (ECSOD), ou manganés,
no caso da enzima mitocondrial (MnSOD). CAT degrada o H,0,, requerendo ferro como
co-fator, enquanto a GPX, cujo co-fator é o selénio, facilita a “varredura” de radicais livres,
associada a oxidacdo de glutationa (GSH). A glutationa oxidada (GSSG) é reduzida pela
enzima GR (Conner & Grisham, 1996; Halliwell, 1997; Havsteen, 2002; Imai &
Nakagawa, 2003; Baker, 2004; Kock et al., 2004; Rukkumani et al., 2004). Um esquema

das reacgdes catalizadas pelas enzimas do sistema antioxidante é apresentado na Figura 3.

NADPH + H+
( NADP*

SOD @ )
g D
CAT

69+ (2

Figura 3: Representacdo esquematica da acdo de enzimas antioxidantes. A enzima SOD
catalisa a dimutacdo de O," em H,0,, o qual é convertido em H,0 e O, pela enzima CAT,
ou em H,0, pela atividade da GPx, que nessa reacdo oxida uma molécula de GSH. A
enzima GR retorna GSSG a sua forma reduzida (GSH). Adaptado de Kwiecien et al., 2002.
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Quando os eventos oxidativos excedem a capacidade do sistema antioxidante ocorre
o estado conhecido como “estresse oxidativo”, observado em grande parte dos processos
patoldgicos. Com o estresse oxidativo ha aumento da peroxidacdo lipidica e da
carbonilacdo de proteinas, reducdo dos niveis de grupamentos sulfidrila e inducdo de

apoptose (Halliwell & Gutteridge, 1990; Das & Banerjee, 1993).

1.5. Modelos Experimentais de Ulcera Gastrica

Devido ao carater multifatorial da Glcera gastrica, existem diversos modelos
experimentais para inducdo de lesbes na mucosa gastrica, a partir de diferentes agentes,
como etanol absoluto, &cido acético, estresse, isquemia/reperfusao, ligadura do piloro e
DAINE. A geracdo de radicais livres tem sido relatada em modelos de inducdo por etanol,
estresse, DAINE e isquemia/reperfusdo (Itoh & Guth, 1985; Das & Banerjee, 1993;
Konturek et al., 2000; Brzozowski et al., 2001).

Na Ulcera gastrica induzida por etanol hd a formacdo de edema no tecido,
hemorragia sub-epitelial, esfoliacdo celular, reducdo de muco aderido ao epitélio,
infiltracdo de células inflamatorias, e consequente liberacdo de substancias vasoativas,
aumento da permeabilidade da mucosa e geracdo de ERO (Szabo et al., 1985; Hiraishi et
al., 1999; Kountouras et al., 2001; Lee et al., 2006). A liberacdo de O,* na lesdo induzida
pelo etanol, pode estar relacionada a producéo de acetaldeido, formado pela acdo da enzima
alcool desidrogenase sobre o etanol. O acetaldeido serve como substrato para a xantina
oxidase, a qual produz radicais livres (Steinbeck et al., 1993; Hiraishi et al., 1999; Koch, et
al., 2004). A administracdo de inibidores da xantina oxidase, como alupurinol e oxipurinol,
preveniu a formagdo de Ulceras géstricas em trabalho realizado por Mizui e colaboradores

(1987).
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No modelo de indugéo de Ulcera por isquemia e reperfusdo, a liberacdo de ERO €
relatada como evento patoldgico central; a utilizacdo de compostos antioxidantes e
scavengers de radicais livres tém se mostrado benéfica em animais expostos a este processo
(Itoh & Guth, 1985; Wadhwa et al., 1987; Yoshikawa et al., 1989; Andrews et al., 1992;
Sakurai et al., 1994; Brzozowski et al., 1999; Naito et al., 1999; Derin et al., 2004; Derin et
al., 2006). A isquemia, por si so, é capaz de provocar lesdes no tecido gastrico; entretanto, é
apos a reperfusdo que ocorrem os principais eventos lesivos. Kitano et al. (2005)
mostraram que apos reoxigenizacdo da mucosa gastrica as lesdes sdo aumentadas em cerca

de trés vezes em relacdo aquelas ocasionadas pelo periodo de isquemia.

Durante a isquemia ocorre aumento no nivel de célcio citosélico, levando a varias
disfungdes celulares como conversdo de xantina desidrogenase a xantina oxidase e
catabolizacdo de ATP a hipoxantina. Com a reperfusdo, a hipoxantina é metabolizada pela

xantina oxidase formando O," e H,O, (Derin et al., 2004). Outra fonte de geracdo de

radicais livres no processo de isquemia e reperfusdo sdo os neutréfilos que liberam O,",
através da enzima NADPH oxidase, além de proteases e colagenases (Andrews et al, 1994;

Naito et al., 1998, Watanabe et al., 2000; Erkasap et al., 2003; Derin et al., 2004).

Zhang e colaboradores (2008) observaram aumento da ativacdo de NFkB na mucosa
gastrica, logo apds inducdo de Ulceras por isquemia e reperfusdo; essa ativacdo esta
relacionada, provavelmente, a geracdo de ERO, evidenciada pelo aumento de peroxidagédo
lipidica, e a liberacdo de citocinas.

Entre as citocinas capazes de ativar NFkB estda o TNFa, o qual tem niveis
aumentados em casos de Ulcera géstrica. Produzido por macréfagos, TNFa tem importante

papel na infiltracdo de neutrdfilos na mucosa gastrica, além de estimular a expressao de
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INOS (Hamaguchi et al., 2001; EI-Moselhy et al., 2008). Trabalhos apresentam aumento de
TNFa no soro e na mucosa gastrica de ratos submetidos aos modelos de inducgéo de Ulcera
por etanol, DAINE e isquemia e reperfusdo (Kyoi et al., 2004; Singh e et al., 2007; EI-

Moselhy et al., 2008; Zhang et al., 2008).

1.6. Tratamento de Ulcera Gastrica

Por muito tempo, o tratamento para Ulceras gastricas consistiu em procedimento
cirdrgico, com altas taxas de morbimortalidade. Na década de 1970, surgiu a terapia baseada na
reducdo da secrecdo acida, com uso de inibidores de receptores histaminicos (H,) como a
cimetidina. Com o advento dos inibidores dos receptores H, houve reducao significativa no uso
de procedimento cirGrgico como terapia de Ulceras pépticas (Gustavsson & Nyren, 1989).  Na
década de 1980, o surgimento de inibidores de bomba proténica (PPI), como o lanzoprazol,
permitiu aumento dos indices de cicatrizacdo de Ulceras gastricas (Sachs, 1997 apud Yuan et al.,
2006). Também na década de 1980, foi descoberta a associacdo de H. pylori (denominada, na
época, Campylobacter pylori) e o surgimento de Ulceras gastricas, fato que revolucionou a
terapéutica dessa enfermidade (Marshall & Warren, 1984; Chan & Leung, 2002).

Assim, o tratamento de primeira linha em casos de Ulcera gastrica consiste, atualmente,
na administracdo de inibidores de bomba protonica ou de receptores histaminérgicos, associados
a antibioticos (Chan & Leung, 2002). Entretanto existem algumas limitacbes na atual
terapéutica, como a reincidéncia de Ulceras em usuarios de DAINE ou a baixa eficicia em
Ulceras ndo associadas a H. pylori ou DAINE (Yuan et al., 2006), o que torna necessario

investigar novas substancias para o tratamento dessa enfermidade.
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1.7. Plantas Medicinais

As plantas sdo utilizadas na medicina popular, ha milhares de anos, para o
tratamento das mais diversas enfermidades. A fitoterapia é baseada em observagdes
empiricas acumuladas e transmitidas ao longo das geracdes, o que permite utilizar o
conhecimento popular sobre o uso terapéutico de plantas como base para extracdo, estudo,
isolamento e purificacdo de compostos com acdo farmacologica. Plantas sdo fontes de
diversos farmacos utilizados clinicamente: um quarto dos medicamentos é de origem
vegetal ou contém substancias sintetizadas a partir de estruturas encontradas em plantas

(Gurib-Fakim, 2006).

O Brasil € um dos paises mais ricos do mundo em megadiversidade, o que
representa um vasto potencial de medicamentos a serem descobertos (Gotlieb, 1991;
Mittermeier et al., 2005), a partir de produtos naturais (plantas, toxinas, animais e
microrganismos). A investigacdo farmacoldgica de espécies vegetais oferece grandes
avanc¢os no tratamento de varias patologias, além de ferramentas para o estudo de fisiologia
e farmacologia (Dohadwalla, 1985). Nas ultimas décadas, aumentaram as pesquisas para
obtencdo de novas drogas antitlceras de fontes naturais (Souza-Brito et al., 1997). Uma
das mais novas drogas para o tratamento de Ulceras gastricas, a carbenoloxona, é derivada
do acido glicirretinico, extraido de Glycyrrhiza glabra ou alcacuz (Barrowman & Pfeiffer,

1982 apud Barbastefano, 2007; Asl & Hosseinzadeh, 2008).

1.8. Compostos Fenolicos

Compostos fendlicos formam um dos principais grupos de metabolitos secundarios

vegetais e sdo caracterizados pela presenca de ao menos um anel aroméatico, com uma ou
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mais hidroxilas ligadas. Entre os compostos fenolicos estdo os flavondides (flavonas,
flavonois, antocianinas, chalconas, taninos), cumarinas, acidos fenolicos, diferenciados pelo
numero e arranjo dos atomos de carbono, conforme é apresentado na tabela 1 (Karakaya,

2004; Crosier et al., 2009).

Tabela 1: Esqueleto basico das principais classes de compostos fendlicos sintetizados por
vegetais. Adaptado de Crosier et al., 2009

Esqueleto* Classificacéo Estrutura

C6-C1 Acidos Fendlicos @CDDH
o

C6-C2 Acetofenonas @—4
CH
C6-C2 Acido Fenilacético Q_/CODH

. COOH
C6-C3 Acidos Hidroxicinamicos 4
0__0
C6-C3 Cumarinas @I\j
o]
C6-C4 Naftoquinonas
o]
o
C6-C1-C6 Xantonas
o

C6-C2-C6 Estilbenos O = O
C6-C3-C6 Flavonoides O 0 G

* C6 indica a posigdo do anel aromatico.
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Compostos fenolicos, principalmente flavonoides, apresentam efeitos benéficos
sobre diversas doencas; além de atividade antioxidante, s@o relatadas atividades analgésica,
ansiolitica, antiaterogénica, anticancerigena, antiespamolitica, antimalarica, antimicrobiana,
antinflamatdria, entre outras (Halliwell, 1994; Di Carlo et al. 1999; Borelli & 1zzo, 2000;

Harbone & Williams, 2000).

Estes compostos apresentam acdo protetora em diversos modelos experimentais de
Ulcera gastrica, em geral, atribuida a sua atividade antioxidante (La Casa et al.; 2000;
Kahraman et al.; 2003; Andreo et al., 2006; Lima et al., 2006; Calvo et al.; 2007; Nwafor
& Bassey et al., 2007; Rao & Vijayakumar, et al.; 2007; Xu et al., 2007; Vasconcelos et al.,
2008; Mota et al., 2009). Além de “capturarem” radicais livres, compostos fendlicos podem
inibir atividade de enzimas oxidantes como a xantina oxidase, atuar como quelantes de
metais de transicdo, diminuir a peroxidacdo lipidica, aumentar atividade de enzimas
antioxidantes, reduzir secrecdo &cida gastrica, aumentar fluxo sanguineo, estimular a
sintese de prostaglandinas e de muco (Robak & Gryglewski, 1988; Yeh & Yen, 2006; Mota
et al., 2009).

Além disso, compostos fendlicos podem apresentar efeitos farmacoldgicos por
modular respostas celulares, através da interacdo com moléculas de sinalizacdo celular
como NFkB, de downregulation de moléculas pré-inflamatérias (iNOS e COX-2), ou da
modulacgdo de genes envolvidos no ciclo celular ou sobrevivéncia da célula (Soobrattee et
al., 2005). Lee e colaboradores (2005) relatam que a administracdo de extrato de cha verde,
rico em polifendis, reduz a area de lesdo em modelo de indugdo de Ulcera por etanol,
inibindo a ativacdo de MAPK, dos fatores de transcricdo AP-1, NFxB e C/EBPp e

expressdo das enzimas COX-2 e iNOS na mucosa gastrica.
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1.9. Anacardium humile St. Hil.

Anacardium humile St. Hil. (Figura 4) é uma espécie subarbustiva do cerrado,
pertencente a familia Anacardiaceae, popularmente conhecida como cajuzinho-do-cerrado,
cajui ou cajueiro-do-campo. Possui altura média de 50 cm e forma touceira aberta com
muitos ramos a partir de um sistema subterrdneo bem desenvolvido. Suas folhas sdo
alternas, ovadas com apéndice alargado e ndo tém tricomas. As flores sdo delicadas,
vermelho-rosadas e os frutos (aquénios) sdo acinzentados em forma de rim com uma

semente (castanha); ja o pedinculo € bem desenvolvido (pseudofruto), vermelho com polpa

esbranquicada (Pott & Pott, 1994).

N

Figura 4: Anacardium humile St. Hil (Anacardiaceae), conhecida popularmente como
cajuzinho-do-cerrado. (A) Inflorescéncias de A. humile, extraido de Lorenzi & Matos

(2002). (B) Parte aerea vegetativa e (C) pseudofrutos e frutos de A. humile, extraido de
Luiz-Ferreira, 2005.
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Os pseudofrutos sdo doces e comestiveis, utilizados para a producdo de doces,
geléias e compotas ou consumidos in natura. Suas folhas séo utilizadas no tratamento de
inflamacGes gerais e diarréias; ha relatos do uso de outras partes da planta no combate a
tosse, hiperglicemia, afeccbes da pele, calosidades, verrugas, sifilis e dor de dente (Lorenzi

& Matos, 2002; Guarim-Neto & Moraes, 2003).

Luiz-Ferreira e colaboradores (2008) observaram atividade antiulcerogénica do
extrato metanolico das folhas de A. humile, em modelos de inducédo de Ulcera por etanol
absoluto e por DAINE (piroxicam); este trabalho identificou varios compostos fendlicos
nas folhas de A. humile — acido galico, galato de metila, (+)-catequina, quercetina-3-O-4-D-
alopironosideo, quercetina-3-O-f-D-galactopironosideo, rutina e amentoflavona.

FracOes aquosa e acetato de etila de folhas de A. humile apresentaram atividade
gastroprotetora em diferentes modelos de inducdo de Glcera. A fracdo acetato de etila
apresentou aumento da producdo de muco e de PGE; no estdmago de ratos como
mecanismos de acdo na atividade antiulcerogénica. Andlises quimicas dessa fracdo indicam

presenca de compostos fendlicos, mostrados na tabela 2 e figura 5 (Luiz-Ferreira, 2005).

Tabela 2: Concentragdo de compostos fenélicos em AHFAc (Luiz-Ferreira, 2005).

Concentracéao

Substancias ou classes Média + dp (mg.g™)

Derivados de acido galico

Acido galico 103.08 + 0.64

Galato de metila 228.04 +1.11

Derivados de acido galico desconhecidos 329.59 + 3.65
Catequinas

(+)-Catequina 21.14 £ 0.45

Catequinas desconhecidas 4.34 +0.08
Flavondides

Amentoflavona 29.33+0.82

Flavondides desconhecidos 92.76 £ 0.75
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Figura 5: Principais constituintes da fracdo AHFAc. (A) (+)-catequina, (B) amentoflavona,

(C) galato de metila, (D) acido galico, segundo trabalho de Luiz-Ferreira, 2005.

Os principais constituintes da fracdo acetato de etila das folhas de A. humile,

revelados em perfil cromatografico, pertencem a classes de compostos com efeitos

benéficos sobre Ulceras gastrintestinais (Nardini et al., 2001).
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2. OBJETIVOS

Foram objetivos deste trabalho:

v

v

Avaliar a atividade antioxidante in vitro de A. humile (fracdo AHFAC).
Avaliar a atividade antiulcerogénica e antioxidante in vivo no modelo de
inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusao.

Avaliar 0s mecanismos antioxidantes de AHFAc na atividade
antiulcerogénica — em modelos de inducdo de Ulcera por etanol absoluto e
isquemia e reperfusao.

Avaliar a atividade antiulcerogénica e antioxidante de AHFAc em relacdo a

sua composicdo quimica.
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3. MATERIAL E METODOS

3.1. Material Vegetal

Partes aéreas de A. humile foram coletadas na Fazenda Palmeira da Serra, municipio
de Pratania, Estado de S&o Paulo, pelo Prof. Jorge Yoshio Tamashiro do Departamento de
Biologia Vegetal do Instituto de Biologia — UNICAMP. Uma excicata foi depositada no

Herbario da UNICAMP (HUEC, n° 1427).

3.2. Preparacdo da Fracdo Acetato de Etila das Folhas de A. humile (AHFAC)

As folhas de A. humile foram secas em estufa (60°C) e moidas em moinho de facas.
Realizou-se extracdo com 650 g de folhas e 5 L de diclorometano (DCM) e 5 L de metanol
(MeOH), sucessivamente, em temperatura ambiente, uma semana para cada solvente. Os
solventes foram evaporados sob pressdo reduzida (60 °C), resultando em 6 g de extrato
diclorometano (EDCM) e 193 g de extrato metanolico (EMeOH). Uma porcdo do extrato
metanolico (80 g) foi particionada com 5 L de uma mistura de EtOAc/agua (1:1) rendendo
3,4 g da fracdo acetato de etila (AHFAC) e 74 g da fracdo aquosa (AHFAQ), conforme
esquema apresentado no Fluxograma 1. Estes procedimentos foram realizados pela equipe
do Laboratdrio de Quimica de Produtos Naturais do Departamento de Quimica Organica do

Instituto de Quimica de Araraquara — UNESP, sob orientacdo do Prof. Dr. Wagner Vilegas.
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Folhasde A. humile
650 g

Secagem e moagem
Maceracdo comn DCM (1 semana)

EDCM Torta
69

Maceragdo com MeOH (1 semana)

EMeOH Torta
193¢

EMeOH
80g

Partic&o ACOEL/ Agua (1:1 v/v)

AHFAq AHFAc
749 3,49

Fluxograma 1: Etapas na preparacdo da fracdo acetato de etila de A. humile (AHFAC).

EDCM - extrato diclorometano, EMeOH — extrato metanélico. AHFAQ — fracdo aquosa.

3.3. Caracterizacdo Quimica de AHFAc

3.3.1. Ensaio com Reagente de Folin-Ciocalteu

O contetido de compostos fendlicos totais solUveis da fracdo acetato de etila de A.
humile (AHFAC) foi determinado pelo método colorimétrico Folin-Ciocalteu (Piccinelli et
al., 2004; Wu et al., 2004). Apéds solubilizacdo de AHFAc em etanol, foram preparadas
diluicdes com concentracdes entre 20 e 200 ppm, além de uma curva padrdo de acido
gélico, com concentracdes entre 3,125 e 200 ppm. A absorbancia das amostras e amostra-
padréo foi medida em leitor de elisa (A=726 nm) e os resultados foram expressos como mg
de acido galico equivalentes (AGE(Q) por grama de fragdo em base seca (mg de AGEqQ/g).

Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como controle positivo,
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acido galico (200 ppm). Os experimentos foram realizados em triplicata. Estes
procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de

Biologia — UNICAMP, com colaboracdo do Prof. Dr. Marcos José Salvador.

3.3.2. Determinacao de Perfil Cromatografico (HPLC) de AHFACc

O perfil cromatografico da AHFAc foi obtido usando sistema HPLC (Shimadzu)
equipado com um detector UV-DAD e coluna ACE 5 C18 (250 x 4.6 mm, i.d. 5 um). A fase
movel foi formada por acetonitrila (bomba A) e H,O com 1% de acido 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 a 40% 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 pl, com
concentracdo igual a 1 mg/ml e o efluente foi monitorado em 280 nm. Foram utilizados
como padrdes acido galico, catequina, quercetina, rutina e kaempferol. Estes procedimentos
foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do Instituto de Biologia —

UNICAMP, com colaboracdo do Prof. Dr. Marcos José Salvador.

3.3.3. Determinacdo do Espectro de Massas (ESI-MS) de AHFACc

Os espectros de massas foram registrados em espectrdmetro Micromass Q-TOF, de
alta resolucdo, em modo negativo (30 V). AHFAc (10 ul) foi dissolvida na fase mdvel
(dgua e metanol (1:1), com 1% de hidroxido de aménio), na relacdo 1:100 e foi usada uma
solugdo de agua e metanol (1:1), com 1% de acido fosférico para calibracdo do
equipamento. As impressdes digitais (fingerprint) ou perfil de ESI-MS da fracdo no modo
negativo foram adquiridas e acumuladas ao longo de 60s, e 0s espectros foram escaneados

na faixa entre m/z 100 e 1000, utilizando um Micromass-Waters Q-TOF mass spectrometer
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(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 injecdo
direta, com fluxo tipico de vazdo de 10 pl.min™ utilizando uma micro-seringa acoplada a
uma bomba (Harvard Apparatus, MA, E.U.A.). Esses procedimentos foram realizados no
Laboratorio Thomson do Instituto de Quimica — UNICAMP, com colaboracao do Prof. Dr.
Marcos Eberlin. Os constituintes foram identificados por comparacdo dos pesos

moleculares com dados da literatura.

3.4. Avaliacéo da Atividade Antioxidante in vitro

O radical DPPH (1,1-difenil-1-picril-hidrazila) é estavel de coloracdo purpura;
porém, quando reduzido passa a ter coloracdo amarela. Através deste ensaio foi avaliada a
capacidade de AHFAc de reduzir o radical DPPH. Para tanto, 2,6 mg da fracdo foram
dissolvidos em 1 ml de etanol, obtendo-se uma solucédo estoque. Varias diluicGes foram
preparadas em etanol, com concentra¢des finais no ensaio de 3,125 a 200 ppm. Para cada
amostra (10 pL) foram adicionados 100 pL de etanol, 100 pL de tampao fosfato (100 mM)
e 50 pL de solugdo de DPPH (250 uM). Decorridos 30 min a absorbancia foi medida em
leitor de elisa (A=517 nm) e a porcentagem de reducdo do radical foi calculada pela
equacéo: % reducdo = 100 — [(Abs. Amostra — Abs. controle negativo)/Abs. controle DPPH
— Abs. controle negativo) x 100] (Cuendet et al., 1997; Ou et al., 2001; Prior et al., 2003;
Huang et al., 2005). Como controle negativo foi utilizado o diluente das amostras e como
controle positivo, o flavondide quercetina. Todos os experimentos foram realizados em
triplicata. Estes procedimentos foram realizados no Departamento de Biologia Vegetal do

Instituto de Biologia — UNICAMP, com colaboragéo do Prof. Dr. Marcos José Salvador.
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3.5. Avaliacéo da Atividade Antiulcerogénica

3.5.1. Animais

Foram utilizados ratos machos Unib: WH (150 a 220 g), provenientes do Centro
Multidisciplinar para Investigacdo Bioldgica da UNICAMP (CEMIB — UNICAMP),
aclimatados as condi¢des do laboratério por pelo menos sete dias antes da manipulacdo
experimental, em temperatura (23 + 2°C) e ciclos claro-escuro de 12h controlados,
alimentados com racdo nuvital (Nuvilab) e dgua ad libitum. O protocolo experimental foi
aprovado pela Comissdo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA-1B-UNICAMP,

protocolo n°® 1279-1).

3.5.2. Grupos Experimentais

Os animais foram divididos aleatoriamente em trés grupos experimentais:

v SHAM: animais expostos aos procedimentos experimentais, sem tratamento e
sem efetiva inducédo de Ulcera;

v VEICULO: controle negativo, tratado oralmente, por gavagem, com o veiculo
Tween 80® 12 % (10 ml.kg™) e exposto & inducdo de Glcera géstrica;

v' AHFACc: grupo experimental tratado oralmente, por gavagem, com a fracdo
acetato de etila das folhas de A. humile, dissolvida em Tween 80® 12%, nas doses de
25, 50 ou 100 mg.kg™*, no modelo de inducéo de Glcera por isquemia e reperfusdo, e

na dose de 50 mg.kg™, no modelo de induc&o de Glcera por etanol absoluto.

3.5.3. Inducdo de Ulcera Gastrica por Isquemia e Reperfusio

Os animais (n = 8, por grupo) foram mantidos em jejum por 24 horas antes do

experimento, com livre acesso & &gua e entfo tratados com Tween 80® 12% ou AHFAC,
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oralmente por gavagem. Os animais foram anestesiados com tiopental (50 mg/kg, i.p.) e
submetidos a procedimento cirargico para colocagdo de um “clamp” na artéria celiaca, 30
minutos apos o tratamento. Depois de meia hora de isquemia, o “clamp” foi retirado e os
ratos submetidos a uma hora de reperfuséo e, entdo, a eutanasia por deslocamento cervical
(Ueda et al., 1989). Os procedimentos realizados no modelo de inducdo de Ulcera gastrica

por isquemia e reperfusdo estdo esquematizados na figura 6.
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Figura 6: Representacdo esquematica do protocolo experimental do modelo de inducéo de

Ulcera gastrica por isquemia e reperfuséo.

3.5.4. Inducdo de Ulcera Gastrica por Etanol Absoluto

Os animais (n = 6, por grupo) foram mantidos em jejum por 24 horas antes do
experimento, com livre acesso & 4gua e entdo tratados com AHFAc ou Tween 80° 12%,
oralmente por gavagem. Uma hora depois, 0s animais receberam 1 ml de etanol absoluto,

oralmente, e sofreram eutanasia por deslocamento cervical uma hora ap6s a administracéo

27



de etanol. Esse protocolo experimental foi realizado como descrito por Morimoto et al.,
1991. Os procedimentos realizados no modelo de inducéo de Ulcera gastrica etanol absoluto

estdo esquematizados na figura 7.
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Figura 7: Representacdo esquematica do protocolo experimental do modelo de inducéo de

Ulcera gastrica por etanol absoluto.

3.5.5. Determinacio da Area de Lesdo Ulcerativa

Apos a realizagdo dos modelos de inducdo de Ulcera gastrica, os estbmagos foram
removidos, abertos ao longo da maior curvatura, lavados em solugéo salina (NaCl 0,9%),
prensados sob duas placas de vidro e fotografados para determinacdo da area de lesdo

ulcerativa (ALU), através do programa AV Soft BioView 4.
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3.5.6. Analises Histologicas

Foram realizadas analises histoldgicas para avaliacdo da organizacdo da mucosa do
estdmago. Apoés a realizacdo dos experimentos de inducdo de Ulcera gastrica por etanol
absoluto e isquemia e reperfusdo, uma porcéo (0,5 x 1,0 cm) do estdbmago foi retirada,
esticada em placa de isopor e imersa em solucdo ALFAC (formalina 40%, etanol 80% e
acido acético) por 24 horas e transferida para um frasco com alcool 80%. Apos
desidratacdo, a peca foi incluida em parafina, cortada em micrétomo (6 um), fixada em
laminas histolégicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) (Behmer et al., 1976) ou acido
periddico de Schiff (PAS) (Vacca, 1985). Estes procedimentos foram realizados no
Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu — UNESP, com

orientacdo da Prof? Dr? Claudia Helena Pellizzon.

3.6. Analise dos Mecanismos de A¢do

Para analise dos mecanismos de acdo de AHFAC na gastroprotecao, apos realizacédo
dos modelos de inducdo de Ulcera por etanol absoluto ou por isquemia e reperfusdo, o
estdbmago foi removido e aberto ao longo da maior curvatura. A por¢cdo glandular foi
raspada exaustivamente com laminas de vidro e imediatamente congelada a -70° C, até a
realizacdo dos ensaios. As amostras foram homogeneizadas em 1 ml de tampéo fosfato 0,1
M, pH 7.4, centrifugadas a 12000 rpm, por 15 minutos a 4° C e o sobrenadante aproveitado.
A concentracdo de proteinas foi determinada de acordo com método descrito por Bradford

(1976), em comparacdo a uma curva padrdo de albumina de soro bovino.
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3.6.1. Determinacdo da atividade da mieloperoxidase (MPQO)

A atividade da MPO, uma evidéncia da infiltracdo de neutrofilos, foi determinada de
acordo com método descrito por Krawisz e colaboradores (1984), com algumas
modificagdes. As amostras do raspado da mucosa gastrica foram centrifugadas a 12000
rpm, por 15 min, a 4°C. A uma aliquota do sobrenadante foi adicionada solucdo de O-
dianisidina (0,167 g/l) e 0,0005 % H,0O, em tampé&o fosfato 50 mM, pH 6.0, na proporcéao
1:30. As absorbancias foram lidas a 460 nm, por 10 minutos e os resultados expressos em

U/g de proteina, a partir de uma curva padrao de mieloperoxidase de eritrécito humano.

3.6.2. Dosagem de grupamentos sulfidrila (G-SH)

As amostras foram centrifugadas (12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos) e o
sobrenadante diluido (1:10) em tampdo fosfato (0,1 M, pH = 7,4). A seguir, fez-se a leitura
da absorbancia de 100 ul da amostra, acrescidos de 100 pl de solugéo de Tris-HCI (1,0
mM, pH = 8,2) e EDTA (0,02 mM), a 412 nm (Al). Apos esta leitura adicionou-se 20 ul de
acido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzo6ico) (DTNB — 0,01 mM), diluido em metanol. Decorridos
15 minutos de reacdo, realizou-se nova leitura (A2), a 412 nm, para determinacdo de
grupamentos sulfidrila ndo protéicos (G-SH). A concentracdo de G-SH é dada pela
diferenca A1-A2, analisada em comparagdo a uma curva padrdo de glutationa (Faure &

Lafond, 1995).

3.6.3. Fragmentacdo de DNA

A fragmentacdo de DNA, um marcador dos niveis de apoptose, foi avaliada na
mucosa gastrica de ratos expostos a inducao de ulcera, segundo método de Tilly & Hsueh

(1993, com modificagdes). O DNA foi extraido a partir de 150 mg do raspado da mucosa
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gastrica e homogeneizado com Tris HCI (50 mM), EDTA (10 mM) e Triton X-100 (1 %). O
DNA fragmentado foi extraido com uma mistura sequencial de fenol, cloroférmio e alcool
isoamilico (na proporcéo de 25: 24: 1, por volume), para remocéao protéica. O extrato de
DNA livre de proteina foi mantido em solucdo de etanol (100 %) contendo 0,1 M de acetato
de sddio, em temperatura de -20°C, para a precipitacdo do DNA. Uma vez precipitado, este
foi submetido a lavagem com solucdo de etanol a 70 % e re-suspendido em &gua
deionizada. Aliquotas de 6 pl de DNA foram submetidas a eletroforese em gel de agarose
(2 %, contendo 1,0 mg/ml de brometo de etidio). A eletroforese foi realizada sob tensédo de
100 V, durante 15 minutos e 0 DNA foi visualizado pela emissdo de fluorescéncia ultra
violeta (UV), capturando a imagem atraves de equipamento e software GelDoc (Bio-Rad).

A anélise das bandas foi realizada com o auxilio do software AVSoft BioView 4.

3.6.4. Atividade da Glutationa Peroxidase (GPx)

O raspado estomacal foi centrifugado a 12000 rpm, a 4°C, por 15 minutos e o
sobrenadante diluido em tampédo fosfato 0,1 M (pH = 7,4) na propor¢do 1:10. A uma
aliquota de 100 pl da amostra foram adicionados 150 ul de solucdo de glutationa reduzida
(10 mM), NADPH (4 mM) e glutationa redutase (1U) e 20 ul de H,0, (25 mM), de acordo
com método de Yoshikawa e colaboradores (1993). A absorbancia foi determinada a 340

nm, por 10 minutos, com intervalos de 1 minuto.

3.6.5. Atividade da Glutationa Redutase (GR)

Para determinagdo da atividade da GR, a reacdo enzimatica foi preparada com 100
ul da amostra (apos centrifugacéo e diluicdo do sobrenadante em tampé&o fosfato pH = 7,4,

na relagdo 1:10) e 150 ul de solugdo formada por EDTA (0,20 mM), glutationa oxidada (1
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mM) e NADPH (0,1 mM). A absorbancia foi lida a 340 nm, por 10 minutos, em intervalos

de 1 minuto (Carlberg & Mannervik, 1985).

3.6.6. Atividade da Superdxido Dismutase (SOD)

As amostras foram centrifugadas e diluidas em tampao fosfato (0,1 M, pH =7,4), na
proporcdo 1:20. A 100 pl do homogenato foram adicionados 150 pl da solucdo de
hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e azul de nitrotetrazélio (NBT - 0,6 mM).
As absorbancias foram lidas a 560 nm. Os resultados foram expressos em U/mg de proteina

(Winterbourn et al., 1975).

3.6.7. Anélises Imunohistoguimicas

Foram utilizadas duas laminas representativas de cada grupo de animais submetidos
a Ulcera induzida por isquemia e reperfusdo e por etanol absoluto, que foram
desparafinizadas, re-hidratadas e destinadas a imunohistoquimica com método de revelacéo
para peroxidase. O bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com solucdo de leite desnatado,
posteriormente a recuperacdo antigénica com tampdo citrato 0,01 M e irradiacdo por
microondas, e as amostras foram incubadas com anticorpos especificos (MPO e SOD,
segundo informacgfes na tabela 3) em solugdo de bloqueio “overnight”. Posteriormente,
amostras foram lavadas em tampdo 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’diaminobenzidina (DAB, Sigma), e analisadas em microscépio Leica DM acoplado ao
software de captura de imagens Leica QWin Standard, Reino Unido. Estes procedimentos
foram realizados no Departamento de Morfologia do Instituto de Biociéncias de Botucatu —

UNESP, com orientacdo da Prof® Dr? Claudia Helena Pellizzon.
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Tabela 3: Anticorpos e dilui¢bes especificas para as rea¢des de imunohistoquimica.

) L Recuperagéo o
Anticorpo Marca Diluicgéo L Referéncia
Antigénica
MPO Santa Cruz 1:4000 Citrato + MW  Shimamura et al., 2006
SOD Santa Cruz 1:250 Citrato + MW Hagg et al., 2004

Citrato + MW = tampdo citrato 0,01M + irradiacdo com microondas.

3.7. Analise Estatistica

A avaliacdo estatistica dos resultados obtidos foi realizada empregando-se analise de
variancia (ANOVA) de uma via, com nivel critico igual ou menor a 0,05 para rejeicao da
hipdtese de nulidade, com teste a posteriori de Tukey ou Dunnett. As analises estatisticas

foram realizadas no programa GraphPad Prism 5.
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4. RESULTADOS

4.1. Caracterizacdo Quimica de AHFAc

A fracdo acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAC) apresenta 338,78 mg
AGEQ/g, de acordo com resultados obtidos através do método de Folin-Ciocalteu, o que
representa uma composicéao por fendlicos soltveis de cerca de 34 %.

O perfil cromatografico (HPLC-DAD) da fracdo AHFAC esta apresentado na figura
8. A comparacdo do tempo de retencdo dos constituintes de AHFAc com o de substancias
padrdo, nas condi¢Ges cromatogréaficas utilizadas, sugere a presenca de acido galico (pico 1
— 3,6 min) e dos flavondides quercetina (pico 2 — 34,6) e kaempferol (pico 3 — 36,9 min) na

fracédo (Tabela 4).

2: 280 nm, 8 nm
125 - AHFAC
100 -
1
75 -
50- |
* |
| 2 | 3 q'l"ﬂlﬂd i
n-—fH»—Jw-,.n.n_,x_ DY AU Y Pt A e I
T T T
0 10 20 30 40 50 60

Figura 8: Cromatograma obtido por HPLC-DAD da fracéo acetato de etila de das folhas de
A. humile (AHFAC).
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A figura 9 apresenta o espectro de massas de AHFAc (ESI-MS, em modo negativo).
Os picos se referem a registros de relacdo massa/carga (m/z) de moléculas desprotonadas
([M—HI).

Entre as substancias constituintes de AHFAc, sugere-se amentoflavona (m/z = 537 -
Sanchez-Rabaneda et al., 2003), um biflavonéide ja encontrado em partes aéreas de A.
humile (Luiz-Ferreira et al., 2008), e &cido galico, que apresenta m/z = 169 (Lin et al.,
2008). O pico m/z = 153 pode se referir a aldeido galico (Amarowicz et al., 2009) ou &cido
protocatecuico (Liu et al., 2007; Tourifo et al., 2008).

Outro proposto componente de AHFAc é o flavonoide kaempferol, que apresenta
m/z = 285 (Sanchez-Rabaneda et al., 2003; Tourifio et al., 2008), também indicado pelas
analises em HPLC-DAD. O pico de registro m/z = 373 pode se referir a um derivado de
galato de metila, e o pico m/z = 401 pode ser um derivado de catequina/epicatequina, como
apresentado em trabalho de Hvattum (2002). O registro m/z = 447 é relatado para alguns
flavonoides, como luteolina 6 — ¢ — glucosideo, luteolina 8 - ¢ — glucosideo, kaempferol-
hexosideo, kaempferol 3 — 0 — glucosideo, quercetina-3-o-rhamnosideo (Sanchez-Rabaneda
et al., 2003; Lin et al., 2008; Tourifio et al., 2008; Wojdylo et al., 2008). Na tabela 4 séo
apresentadas as substancias sugeridas na composicdo de AHFAc, segundo analises por

HPLC e ESI-MS.
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Figura 9: Espectro de massas (ESI-MS) da fragdo acetato de etila de das folhas de A. humile (AHFAC).
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Tabela 4: Constituintes sugeridos para a fracdo acetato de etila de das folhas de A. humile
(AHFAC), segundo resultados de anélises em HPLC-DAD e ESI-MS.

HPLC ESI-MS Peso Molecular
Substancias
Tr (Min) [M-H] m/z [M]
1 Acido galico 3,6 169 170
2 Quercetina 34,5 * 302
3 Kaempferol 36,9 285 286
4 Aldeido galico -- 153 154
Derivado de galato de
5 ) - 373 374
metila
Kaempferol-hexosideo ou
_ ] -- 447 448
Quercetina-rhamnosideo
7 Amentoflavona -- 537 538

-- = amostra padrdo néo disponivel

* = ndo observada
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4.2. Analise da Atividade Antioxidante in vitro

A atividade antioxidante in vitro de AHFAc foi analisada através de ensaio de
reducdo do radical DPPH. A curva de reducdo de DPPH de AHFAc e do controle,

quercetina, sdo apresentadas na figura 10.
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Figura 10: Curva de reducdo da fracdo acetato de etila das folhas de A. humile (AHFACc)
em ensaio com radical DPPH.

Os constituintes de AHFAc apresentaram capacidade de reducdo de DPPH, o que
indica atividade antioxidante da fracdo, nesse ensaio. A concentracdo minima suficiente
para reducdo de 50 % do radical DPPH (ECsp) de AHFAC foi igual a 28,171 pg/ml, cerca de
dez vezes maior do que a do controle quercetina, cuja ECsy determinada foi igual a 2,924

pug/ml.
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4.3. Analise da Atividade Antiulcerogénica e Antioxidante in vivo

No modelo de inducdo de ulcera por isquemia e reperfusdo do estdbmago, a

administracdo de AHFAC apresentou uma atividade protetora (figura 11).
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Figura 11: Efeito da administracdo de AHFAc na area de lesdo ulcerativa (ALU) no
estdbmago de ratos submetidos ao modelo de inducéo de Ulcera por isquemia e reperfusao.
(A) Visualizagcdo macroscopica das lesbes. (B) Area de lesdo ulcerativa (ALU). O pré-
tratamento com AHFAc (50 e 100 mg.kg™) reduziu significativamente a ALU. Dados
expressos em média £ epm. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Tukey.
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O pré-tratamento com AHFAc, nas doses 25, 50 e 100 mg.kg™, reduziu a 4rea de
lesdo ulcerativa (ALU) observada no grupo VEICULO (83,8 + 28,5 mm?) em 58 %
(reducéo ndo significante), 93 % e 80 %, respectivamente. A atividade gastroprotetora nesse
modelo pode ser considerada evidéncia de atividade antioxidante, devido a geracdo de ERO
ser fator predominante no desenvolvimento de lesdes. Para as andlises histologicas e de
mecanismos de acdo, foi utilizada a dose 50 mg.kg™, a menor dose, administrada
oralmente, com atividade gastroprotetora significativa em modelos de inducédo de Ulcera por
isquemia e reperfusao e por etanol absoluto.

Analises morfologicas de estdbmagos de ratos submetidos ao modelo de inducgédo de
Ulcera por isquemia e reperfusdo sdo observadas nas figuras 12 e 13, em laminas
histoldgicas coradas com hematoxilina-eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS),
respectivamente.

Esse modelo experimental de Ulcera ocasiona alteracdo celular, principalmente na
porcdo apical das glandulas da mucosa gastrica, 0 que pode ser observado no controle
negativo VEICULO (Figura 12, B e E), em comparacio a mucosa integra do grupo SHAM
(Figuras 12, A e D). Nos animais tratados com AHFAc (50 mg.kg™), o epitélio se mostra
com melhor integridade sem alteracdo de organizacéo apical das células (Figura 12, C e F).

Na figura 13B, em que a coloracdo de PAS evidencia a presenca de muco no
epitélio, no grupo tratado com o veiculo tween, observa-se pequena quantidade de muco
nas glandulas géstricas. No grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg™) (Figura 13C), nota-
se que as glandulas apresentam uma quantidade de muco semelhante a observada no grupo

SHAM (Figura 13A).
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VEICULO

3 R
Figura 12: Fotomicrografias de estbmagos de ratos submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo. Cortes

histolégicos corados com HE. Em A e D (grupo SHAM) se observa a organizagdo morfoldgica da parede gastrica integra. Em B e E
(grupo VEICULO) sdo observadas areas de alteracio celular na regido apical da glandulas gastricas, indicadas por setas. Em C e F
(grupo AHFAC) nota-se integridade da mucosa, semelhante ao grupo SHAM. Barras: 30 umemA, B,Ce20umemD, E, F.
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Figura 13: Fotomicrografias de estdmagos de ratos
submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera por
isquemia e reperfusdo. Cortes histoldgicos corados
com PAS, marcador de glicoproteinas. (A) SHAM,
(B) VEICULO, (C) AHFAc. A coloragio PAS
evidencia a presenca de muco gastrico, As setas
indicam &rea de células secretoras de muco. Barras:

50 pm.



A administracdo de etanol absoluto em ratos causa lesdes hemorragicas no
estdbmago, como se observa no grupo VEICULO. O efeito do pré-tratamento com AHFAc

(50 mg.kg™) nesse modelo experimental de tlcera é apresentado na figura 14.
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Figura 14: Efeito da administracdo de AHFAc na area de lesdo ulcerativa (ALU) no
estdbmago de ratos submetidos ao modelo de inducdo de ulcera por etanol absoluto. (A)
Visualizagdo macroscopica das lesbes. (B) Area de lesdo ulcerativa (ALU). O pré-
tratamento com AHFAc (50 mg.kg™) reduziu a ALU observada no grupo VEICULO. Dados
expressos em média £ epm. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.
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A administracdo de AHFAc (50 mg.kg™) apresentou significativa gastroprotecdo no
modelo de inducdo de Ulcera por etanol absoluto, com ALU 73 % menor que aquela do
grupo controle negativo (VEICULO). Para o grupo AHFAc, a area média de lesdo
ulcerativa foi 24,0 + 21,4 mm?, enquanto o grupo VEICULO apresentou média de ALU
igual a 87,5 + 44,2 mm?.

As andlises histologicas de estbmagos de ratos submetidos a inducdo de ulcera por
etanol absoluto sdo apresentadas nas figuras 15 e 16, em cortes corados com HE e PAS.
Apdbs esse modelo de inducdo de Ulcera, observam-se pontos de hemorragia e areas de
lesBes no epitélio gastrico de animais do grupo VEICULO (Figura 15, B e E). Nos cortes
histologicos de estbmagos analisados de animais tratados com AHFAc ndo foram

observadas areas de hemorragia (Figura 15, C e F).

Considerando que um dos efeitos lesivos da administracao oral de etanol absoluto é
a reducdo na camada de muco, foram feitas analises histolégicas com coloracdo por PAS
para avaliacdo da secrecdo mucosa gastrica. Foi observada a presenca de muco na regido
apical das glandulas gastricas nos grupos SHAM (Figura 16A), VEICULO (Figura 16B) e.
AHFAc ( Figura 16C). A administracdo de AHFAc (50 mg.kg™) apresentou tendéncia de
aumento na producdo de muco no epitélio gastrico, nesse modelo experimental (Figura

16C).
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histolégicos corados com HE. A e D apresentam fotos do grupo SHAM, onde se observa a organizagdo morfologica da parede géstrica

n&o lesionada. No controle negativo (VEICULO) sdo observadas areas de lesdo (B) e hemorragia no epitélio (D), indicadas por setas.
Em C e F (grupo AHFACc) nota-se melhor integridade da mucosa gastrica com areas dealteracdo celular menores e mais superficiais
(seta) e auséncias de pontos de hemorragia. Barras: 30 umemA, B,Ce20 umemD, E, F.
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Figura 16: Fotomicrografias de estdmagos de ratos
submetidos ao modelo de indugdo de Uulcera por
etanol absoluto. Cortes histologicos corados com
PAS, marcador de glicoproteinas. (A) SHAM, (B)
VEICULO, (C) AHFAc. As setas indicam &rea

células secretoras de muco. Barras: 20 pm.



4.4. Analise de Mecanismos de A¢ao

4.4.1. Infiltracio de neutrofilos

O aumento de atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) indica infiltracdo de
neutrofilos no tecido. A atividade da MPO na mucosa gastrica de ratos expostos a isquemia

e reperfusdo do estdmago esta mostrada na figura 17.
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Figura 17: Atividade da enzima MPO na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo
de inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo. Dados expressos em média + epm. Analise

estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.

Houve aumento na atividade da MPO no grupo VEICULO, em relacdo ao grupo
SHAM. Esse aumento foi abolido pelo tratamento com AHFAc, ou seja, houve menor
infiltracdo de neutrdfilos no estdmago de ratos tratados com a fracdo, que apresentou
atividade de MPO em niveis proximos ao grupo SHAM. Em analises imunohistoquimicas
mostradas na figura 18, foi analisada a localizagdo da MPO em estdmago de ratos

submetidos a Ulcera induzida por isquemia e reperfusao.
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Figura 18: Fotomicrografias de estdmagos de ratos

, submetidos a0 modelo de inducdo de Ulcera por
isquemia e reperfusdo. Cortes histoldgicos

" submetidos & imunolocalizacdo de MPO. Areas

positivas para MPO sdo marcadas em cor marrom
(setas), encontradas principalmente na lamina
prépria da mucosa e na submucosa do estbmago de
ratos do grupo SHAM (A), VEICULO (B) e
AHFAc (C). Barras: 20 um. m = mucosa; sm =

submucosa.
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Observa-se que a presenca de MPO € marcada principalmente na lamina propria e
submucosa do estdmago de ratos dos trés grupos experimentais (Figura 18). Também sédo
encontradas algumas pequenas areas posistivas para MPO dispersas no epitélio gastrico. No

grupo VEICULO (Figura 18B), a presenca de MPO na submucosa é mais evidente.

A figura 19 traz os resultados obtidos na auséncia ou presenca de AHFAC sobre a

atividade da MPO no modelo de inducéo de ulcera por etanol absoluto.
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Figura 19: Atividade da enzima MPO na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo
de inducdo de ulcera por etanol absoluto. Dados expressos em média £ epm. Analise
estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.

Apo6s indugdo de ulcera por etanol absoluto, a enzima MPO apresentou maior
atividade no grupo VEICULO, em comparagio ao grupo SHAM, o que indica infiltracio de
neutrofilos como evento associado a formacéo de lesGes ulcerativas. A administracdo de
AHFACc foi eficaz em evitar o aumento na atividade da MPO. A imunolocalizagdo da
enzima MPO em estdmagos de ratos expostos a esse modelo experimental de Ulcera é

apresentada na figura 20.
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Figura 20: Fotomicrografias de estdbmagos de ratos

submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera por
etanol absoluto. Cortes histoldgicos submetidos a
imunolocalizagio de MPO. Areas positivas para MPO
1 sd0 marcadas em cor marrom (setas), encontradas
principalmente na lamina prépria da mucosa e na
submucosa do estdmago de ratos do grupo SHAM
(A), VEICULO (B) e AHFAC (C). Barras: 20 pm. m

= mucosa; sm = submucosa.
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Da mesma forma que ratos submetidos a isquemia e reperfusdo, os animais dos
grupos experimentais do modelo de inducgéo de ulcera por etanol apresentam predominio de
reacOes positivas para MPO na submucosa gastrica. Foi observada maior intensidade de
marcacdo de MPO em estdbmago de animais tratados apenas com o veiculo (Grupo
VEICULO - Figura 20B), o que indica possivelmente maior infiltracio de neutréfilos no

estdmago, associada ao maior indice de lesBes gastricas desses animais.

4.4.2. Marcadores de estresse oxidativo

A deplecdo de grupamentos sulfidrila (G-SH) é observada na Ulcera gastrica
induzida por etanol absoluto, como indicio de estresse oxidativo; os niveis de G-SH

encontrados na mucosa gastrica de ratos expostos a esse modelo experimental encontram-se

na Figura 21.
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Figura 21: Niveis de G-SH na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de inducéo
de Ulcera por etanol absoluto. Dados expressos em média £ epm. Analise estatistica
ANOVA, seguida de teste de Dunnett.
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Apobs exposicdo ao agente ulcerogénico, o grupo VEICULO, pré-tratado apenas
com o veiculo, apresentou reducdo significativa nos niveis de G-SH, em relacdo ao grupo
SHAM. O pré-tratamento com AHFAc (50 mg.kg™) impediu a redugdo de G-SH, mantendo
niveis semelhantes ao grupo SHAM, o que indica menor estresse oxidativo no estbmago
dos animais desse grupo.

Apoptose é um dos eventos celulares estimulados pelo estresse oxidativo. Um dos
marcadores de apoptose nos tecidos € o aumento da fragmentacdo de DNA, que pode ser
observado no modelo de inducdo de Glcera por etanol absoluto, conforme os resultados

expressos na figura 22. SHAM VEICULO AHFAc  MD
A A A

C Y N\ \(_A_\

(A)

100 bp

(B)  120-
100-

Figura 22: Taxa de apoptose na mucosa gastrica de ratos expostos ao modelo de inducéo
de Ulcera por etanol absoluto. (A) Fragmentacdo de DNA na mucosa gastrica. (B)
Representacdo gréfica percentual de fragmentagdo de DNA, considerando a taxa de
fragmentacdo méaxima aquela obtida na mucosa gastrica de ratos pré-tratados apenas com o
veiculo. Analise estatistica Kruskal-Wallys, seguido de teste de Dunns. MD = marcador.
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A administracdo de etanol produziu maior fragmentacdo de DNA na mucosa
gastrica no grupo VEICULO (controle negativo), em comparagio ao grupo SHAM. O
grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg™) apresentou menores niveis de apoptose na

mucosa gastrica.

4.4.3. Atividade de enzimas antioxidantes

A atividade das enzimas antioxidantes, glutationa peroxidase (GPx), glutationa
redutase (GR) e superdxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica de ratos submetidos aos
modelos de inducdo de Ulcera por etanol absoluto e por isquemia e reperfusdo é apresentada

nas figuras 23, 24 e 25, respectivamente.
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Figura 23: Atividade da enzima GPx na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de
inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo (A) ou por etanol absoluto (B). Dados

expressos em média + epm. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.

Apos inducdo de Ulcera géstrica por etanol absoluto, foi observado aumento na
atividade da enzima GPx no estdmago dos animais do grupo VEICULO. O aumento na
atividade dessa enzima pode ser indicativo de estresse oxidativo. O grupo AHFAC
apresentou atividade da GPx semelhante ao grupo SHAM, indicando novamente menor
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estresse oxidativo no estdbmago. J& no modelo de Ulcera induzida por isquemia e reperfusao,
ndo foram observadas diferencas significativas entre 0s grupos experimentais na atividade

da GPx na mucosa gastrica.
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Figura 24: Atividade da enzima GR na mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo de
inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo (A) ou por etanol absoluto (B). Dados

expressos em média + epm. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.

A atividade da glutationa redutase (GR), que tem papel importante na mucosa
gastrica ndo apresentou diferenca significativa entre os grupos ap6s inducdo de Ulcera por

etanol ou por isquemia e reperfusao.

54



(A) (B) p < 0,05 p < 0,05

~ 9 201 |
o] <
= c
g T 154
S 104 S
o T [ o
(@] [@)) 10- I
£ £
S 2 I
o g
3 3
0- 04
< O o QD 0 o
¥ o £ &5 & &
© v © v

Figura 25: Atividade da enzima SOD na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de
inducdo de ulcera por isquemia e reperfusdo (A) ou por etanol absoluto (B). Dados

expressos em média + epm. Analise estatistica ANOVA, seguida de teste de Dunnett.

A determinacdo da atividade da enzima SOD na mucosa gastrica de ratos
submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo ndo mostrou
diferencas significativas entre os grupos SHAM, VEICULO e AHFAc. No modelo de
Ulcera induzida por etanol absoluto, a enzima SOD teve sua atividade aumentada no grupo
VEICULO, em rela¢do ao SHAM. No grupo tratado com AHFAc, a atividade da SOD se
manteve menor que aquela do grupo VEICULO (p<0,05). A enzima SOD pode ser
considerada primeira linha de defesa frente a geracdo de ERO. Aumento na atividade dessa
enzima pode ser evidéncia de estresse oxidativo; dessa forma, a manutencdo da atividade da
SOD em niveis normais no grupo tratado com AHFAc indica menor acdo de ERO no
estdmago dos animais que receberam esse tratamento.

Experimentos de imunolocalizacdo da enzima SOD no estdmago de animais
expostos a isquemia e reperfusdo ou a administracdo de etanol absoluto séo apresentados

nas figuras 26 e 27, respectivamente.
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Figura 26: Fotomicrografias de estdbmagos de ratos
submetidos ao modelo de inducdo de Ulcera por isquemia e
reperfusdo.  Cortes  histolégicos  submetidos a
imunolocalizagdo de SOD. Areas positivas para SOD sio
marcadas em cor marrom (setas), encontradas
principalmente na lamina propria e glandulas da mucosa e
na submucosa do estdbmago de ratos do grupo SHAM (A),
VEICULO (B) e AHFAC (C). No grupo VEICULO também
sdo observadas areas positivas para SOD na superficie

apical do epitélio. m = mucosa; sm = submucosa.



Figura 27: Fotomicrografias de estdmagos de ratos
submetidos ao modelo de inducdo de ulcera por etanol
absoluto. Cortes histolégicos submetidos a
imunolocalizagio de SOD. Areas positivas para SOD s
marcadas em cor marrom (setas), encontradas
principalmente na lamina propria e glandulas da mucosa e
na submucosa do estdmago de ratos do grupo SHAM (A),
VEICULO (B) e AHFAC (C). No grupo VEICULO também
sdo observadas areas positivas para SOD na superficie

apical do epitélio. m = mucosa; sm = submucosa.
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Em ambos os modelos de inducdo de Ulcera gastrica, observou-se areas de reacao
positiva para SOD na submucosa, lamina propria e glandulas da mucosa gastrica de animais
dos grupos SHAM (Figuras 26A e 27A), VEICULO (Figuras 26B e 27B) e AHFAc
(Figuras 26C e 27C). No grupo VEICULO s&o observadas areas de marcacio para SOD na
superficie apical do epitélio, nos locais de lesdo, principalmente no estbmago de animal

expostos ao agente lesivo etanol (Figura 27B).
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5. DISCUSSAO

Compostos fendlicos apresentam atividade antioxidante por agirem como agentes
redutores, doadores de hidrogénio, “varredores” de oxigénio “singlet” ou por acdo quelante
de metais (Kumarasamy et al., 2004 apud Nazemiyeh et al., 2008). AHFAc é uma fracdo
rica em compostos fendlicos (cerca de 34 % de seus constituintes). Entre as moléculas
presentes nessa fracdo estdo acido galico e derivados, quercetina, kaempferol e
amentoflavona.

A amentoflavona, um biflavondide, é capaz de inibir peroxidacdo lipidica ndo-
enzimatica e atuar como sequestrador de anions superoxido (Woo et al., 2005). Também
apresenta atividade antinflamatdria, inibindo a expressao de iNOS, a partir da inibicdo da
ativacdo de NF-kB em macrofagos, além de reduzir a expressdo de COX-2 e iINOS em
células de adenocarcinoma (Banerjee et al., 2002; Woo et al., 2005).

O é&cido galico, constituinte de AHFAc, apresenta atividade antioxidante em
diversas doencas. Li e colaboradores (2005) observaram que a administracdo de &cido
galico diminuiu a concentracdo de malondialdeido (um indice de peroxidacédo lipidica) e
evitou a reducdo da atividade de CAT e GPx no figado, rins e cérebro de ratos expostos a
aceleracao da senescéncia.

AHFAC apresenta atividade redutora em ensaio com DPPH. Esse ensaio é baseado
na reacdo de transferéncia de elétrons ao radical peroxil DPPH e a atividade antioxidante da
amostra testada é definida em termos de concentracdo minima para reduzir 50 % do DPPH
— ECso (Aruoma, 2003; Magalhées et al., 2008). De forma geral, quanto menor o valor de
ECso, maior a capacidade antioxidante, sendo compostos com ECsy < 50 pg/ml

considerados significativos antioxidantes nesse ensaio (Omisore et al., 2005). Dessa forma,
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AHFACc, devido aos seus constituintes, apresentou consideravel acdo antioxidante (ECso =
28,171 pg/ml), com capacidade de sequestrar radicais. AHFAcC € rica em compostos
fenolicos e varios trabalhos tem demonstrado significativa atividade antioxidante desse
grupo de metabolitos secundarios vegetais em ensaio de reducdo do DPPH (Prior et al.,
2005; Beara et al., 2009; Patil et al., 2009; Olszewska & Michel, 2009; Tosun et al., 2009).

Nesse trabalho, observaram-se danos em grande parte da porcdo glandular do
estdmago apos isquemia e reperfusdo, o que foi efetivamente reduzido com a administracéo
de AHFAc. A analise histolégica de estdbmagos submetidos a este processo revelou
alteracdes celulares no epitélio e reducdo do muco, que se mostraram mais amenas no
tratamento com AHFAc. A atividade gastroprotetora nesse modelo pode indicar atividade
antioxidante ou sequestradora de ERO ja que a lesdo, no modelo de isquemia e reperfusao,
é derivada da liberacdo de radicais livres, principalmente devido a acdo da xantina oxidase
(Itoh & Guth, 1985; Wadhwa et al., 1987; Yoshikawa et al., 1989; Andrews et al., 1992;
Sakurai et al., 1994; Brzozowski et al., 1999; Naito et al., 1999; Derin et al., 2005; EI Eter
et al., 2007).

A administracdo de AHFAc foi eficaz na gastroprotecdo em modelo de inducéo de
Ulcera por etanol absoluto. Nesse modelo, entre os danos ao estdbmago estdo a formacéo de
edema no tecido, hemorragia sub-epitelial, esfoliacdo celular e aumento da permeabilidade
da mucosa (Hiraishi et al., 1999; Kountouras et al., 2001; Szabo et al., 1985). As laminas
histologicas evidenciaram lesdo e areas de hemorragia no epitélio provocadas pelo etanol.
O tratamento com AHFAc minimizou esses efeitos, contribuindo para manutencdo da
integridade da mucosa gastrica.

O epitélio do estbmago € coberto por uma camada de muco, que contém

glicoproteinas e apresenta um importante papel na protecdo da mucosa gastrica (Kemper &
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Specian, 1991, Johansson et al., 2000; Mojzis et al., 2000). Além de ser uma barreira a acéo
lesiva do acido luminal, o muco apresenta atividade antioxidante (Garner et al., 1984;
Repetto & Llesuy, 2002). Trabalho realizado por Hiraishi e colaboradores (1993)
demonstrou efeito protetor de glicoproteinas constituintes do muco contra radicais livres
liberados pela xantina oxidase em cultura de células do epitélio gastrico.

O tratamento com etanol provoca reducdo no muco aderido ao epitélio do estbmago
(Lee et al., 2006), o que intensifica o processo lesivo. No modelo de inducdo de Ulcera
gastrica por etanol absoluto, observou-se uma tendéncia de aumento na camada de muco no
estbmago de ratos pré-tratados com AHFAc, o que figura entre seus mecanismos de
gastroprotecdo. Estudo realizado por Luiz-Ferreira (2005) mostra significativo aumento no
muco aderido, apds administracdo dessa fracdo. Considerando que agentes nocivos
exogenos, como o etanol, penetram a barreira de muco causando esfoliacdo epitelial e
necrose, essa fracdo torna-se promissora por sua capacidade de aumentar a concentracao de
muco que, consequentemente, minimiza as lesdes epiteliais.

Entre as fontes biologicas de ERO esta a infiltracdo de células inflamatdrias, como
neutréfilos e macrofagos no tecido (Koch, et al., 2004; La Casa et al., 2000). A infiltracdo
de neutrofilos é relatada como um dos processos envolvidos na geracdo de Ulcera gastrica,
derivada de varios fatores (Bayir et al., 2006). A enzima NADPH oxidase, presente na
membrana de neutréfilos, reduz O, a O,", que é convertido a peréxido de hidrogénio
(H20,). Além disso, neutréfilos liberam outras substéncias citotoxicas, como proteases e
lactoferrinas (Derin et al., 2006). A atividade da MPO ¢ relatada como indicador da
infiltracdo de neutrdfilos; aumento de MPO é observado em diversas enfermidades e

inflamacGes como aterosclerose, tumores e doencas degenerativas do sistema nervoso
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(Nauseef, 2001). A enzima MPO esta presente em altas concentragdes nos granulos
citoplasmaticos de neutréfilos e catalisa a reacdo de N-cloroaminas ou ions cloreto e H,0»,
formando hipoclorito ou é&cido hipocloroso, ambos com acdo antimicrobiana nos
fagossomos, além de serem agentes lesivos a tecidos e células (Segal, 2005; Hansson et al.,
2006).

Vaérios trabalhos apresentam aumento na atividade da MPO associado a Ulcera
gastrica (Smith et al., 1987; Andrews et al., 1994; De la Lastra, et al., 1997; Murakami et
al., 1997; Derin et al., 2006). Observou-se aumento na atividade de MPO, além de maior
intensidade de reacdo positiva para MPO em analise imunohistoquimica, no estdmago de
ratos expostos a inducdo de Ulcera gastrica por etanol absoluto e por isquemia e reperfusao,
nas condicbes experimentais desse trabalho. Nos animais tratados com AHFAc, esse
aumento foi evitado, o que indica menor infiltracdo de neutrofilos e, consequentemente,
menor liberacdo de radicais livres e substancias lesivas no tecido, o que contribui para a
gastroprotecdo desse tratamento.

A menor infiltracdo de neutréfilos observada no tratamento com AHFAC pode estar
relacionada a regulacdo da liberacdo de certas citocinas e outros mediadores inflamatérios.
Zhang e colaboradores (2008) encontraram aumento na concentracdo de I1L-8, TNFa e IL-
1B na mucosa gastrica de ratos, apés a inducdo de Ulcera por indometacina. Esse aumento
esta atrelado a lesBes na mucosa gastrica e aumento de atividade da MPO, indicando a
participacdo dessas citocinas na infiltracdo de neutrofilos e no surgimento de danos no
tecido.

Diversos trabalhos evidenciaram a geracdo de ERO na Ulcera gastrica induzida por

etanol, com aumento da peroxidacdo lipidica na mucosa gastrica e diminuicdo na
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quantidade de grupamentos sulfidrila (Mizui et al., 1986; Melchiorri et al., 1997; Bagchi et
al., 1998; Kahraman et al., 2003; Arafa & Sayed-Ahmed, 2003). Diante disto, o presente
estudo avaliou o papel destes compostos na protecdo gastrica promovida pela AHFAc. A
administracdo do alcool apresentou reducdo nos niveis de G-SH, enquanto AHFAc foi
capaz de 0s conservar em niveis normais, demonstrando que as medidas de protecdo dessas
substancias estdo relacionadas a elevada capacidade antioxidante. O decréscimo na
quantidade de G-SH pode estar ligado a sua oxidacao por metabdlitos toxicos do etanol ou
por sua ligacdo ao acetaldeido, sintetizado pela enzima alcool desidrogenase (Bilici et al.,
2002) ou, ainda, por uma diminuicdo na sintese de glutationa (GSH).

Loguercio e colaboradores (1993) relataram que o etanol pode reduzir drasticamente
0s niveis de cisteina, um importante aminoacido para a sintese de GSH, a qual € o mais
abundante elemento nao-protéico com grupamento sulfidrila. GSH participa de varios
processos metabdlicos, atua em reacdes de 6xido-reducdo, sendo importante sequestrador
de radicais livres (Franco et al., 2007). Assim, a reducao dos niveis de GSH torna o tecido
mais suscetivel a lesGes. A menor taxa de danos no estdmago de ratos tratados com AHFACc,
associada a um menor indice de estresse oxidativo, permitiu a manutencdo dos niveis
normais de G-SH nesse grupo.

O estresse oxidativo produz aumento nos niveis de apoptose, o0 que € observado em
células da mucosa gastrica apos exposicao ao etanol (Mizushima et al., 1999). A apoptose é
processo ativo de morte celular, controlado através de uma complexa rede de sinalizagéo,
caracterizado morfologicamente por condensagdo da cromatina, reducdo dos componentes
celulares e formacgéo dos corpos apoptoticos. Apoptose tem como marcador bioguimico a
fragmentacdo de DNA (von Herbay & Rudi, 2000). Ha um balanco entre a proliferacéo e a

morte celular nos tecidos, em condicdes fisioldgicas; alteracdes neste equilibrio séo
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relacionadas a diversos estados patologicos na mucosa gastrica (Tsutsumi et al., 2002). Um
dos estimulos ao aumento de apoptose € o estresse oxidativo, com liberacdo de ERO
superando as defesas antioxidantes (Bandyopadhyay et al., 2001). No modelo de inducéo
de dlcera por etanol, o grupo VEICULO apresentou aumento na fragmentacdo de DNA,
enquanto o grupo AHFAc manteve a fragmentacdo em niveis proximos ao grupo SHAM.
Dessa forma, a administracdo de AHFAc minimizou os efeitos lesivos do etanol sobre o
DNA, devido ao menor estresse oxidativo.

As lestes induzidas por etanol estdo diretamente relacionadas a producdo de ERO e,
além disso, a administracdo de etanol resulta na deplecdo dos niveis de glutationa e na
diminuicdo da atividade antioxidante, formando assim um ambiente favoravel para o
estresse oxidativo. (Das e Vasudevan, 2007). O organismo possui sistema de defesa
antioxidante, que abrange um complexo sistema de enzimas e moléculas capazes de
“capturar” os radicais livres. Dentre essas enzimas, GPx converte H,O, em H,0, a partir da
oxidacdo da glutationa (GSH) a sua forma dissulfidica (GSSG), a qual pode novamente ser
convertida a GSH pela acdo da GR utilizando como co-fator NADPH (Imai & Nakagawa,
2003; Zabtocka e Janusz, 2008).

Apbs inducdo de ulcera por etanol absoluto, houve aumento na atividade da GPx
(controle negativo), o que ndo foi observado no grupo tratado com AHFAc. Ao contrario,
diversos trabalhos reportam diminuicdo na atividade da enzima GPx apds exposicao de
tecidos ao etanol (Puntarulo et al, 1999; Molina et al., 2003; Luczaj & Skrzydlewska,
2004). Esta enzima pode ser inativada através de modificagbes nos residuos de
selenocisteina em seu sitio ativo, por 4-hidroxinonenal (HNE), um produto da peroxidacéao
lipidica (Miyamoto et al., 2003; Luczaj & Skrzydlewska, 2004). Além disso, a atividade da

GPx pode ser reduzida devido a deplecdo da glutationa pelo etanol (Loguercio et al, 1993;
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Bilici et al., 2002). Repetto e colaboradores (2003) analisaram a atividade da GPx em
modelo de ulcera induzida por etanol e ndo observaram diferencas entre 0s grupos
experimentais. Em outros tipos de lesdo, como colite ulcerativa, é relatado aumento na
atividade da GPx em modelos experimentais, provavelmente como efeito do acumulo de
perdxidos (Nieto et al., 2000; Tham et al., 2002).

Na determinacdo da atividade da GR ndo foram observadas diferencas entre os
grupos, diferente do observado por alguns autores, cujos trabalhos demonstram diminuicéo
na atividade da GR em lesdo ulcerativa causada por etanol (Moghadasian & Godin, 1996;
Bilici et al., 2002). O ciclo “redox” da glutationa desempenha importante papel para
garantir a integridade da mucosa em exposicao ao etanol. Hiraishi e colaboradores (1999)
demonstraram que a diminuicdo na sintese de GSH e inibicdo da GR implicaram em maior
suscetibilidade a lesdo das células epiteliais do estbmago, in vitro.

Diversos trabalhos mostram reducdo da atividade das enzimas SOD e GPx na
mucosa gastrica lesada pela oclusdo da artéria celiaca, seguida de reoxigenacdo do
estdbmago (Kwiecien et al., 2002; El-Abhar et al., 2003; Derin et al., 2004). Entretanto,
neste trabalho ndo foram observadas alteracdes na atividade destas enzimas e nem na
atividade da GR.

A enzima SOD apresentou aumento de atividade no estbmago, apés inducdo de
Ulcera por etanol, nas condi¢fes experimentais deste trabalho. Repetto et al. (2003)
atribuem o aumento na atividade da SOD ao estresse oxidativo e maior liberagdo de O;".
Assim, menor atividade da SOD no grupo nao-ulcerado (SHAM) e no tratado com AHFAC
pode indicar menor exposi¢cdo do tecido a geracdo de ERO. SOD forma um grupo de
enzimas conjugadas com metal, de papel antioxidante vital na saude humana conferida pela

acao sequestradora do anion superoxido (Johnson e Giulivi, 2005). Além dessa acéo
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sequestradora, esta enzima também €& componente essencial de vias de sinalizacdo que
regulam a fisiologia celular (Oberley, 2005). Existem trés formas conhecidas de SOD em
células de mamiferos, a SOD contendo cobre e zinco (CuzZnSOD), encontrada
principalmente no citoplasma e ndcleo, a SOD contendo manganés (MnSOD), encontrada
nas mitocondrias e a SOD extracelular (ECSOD), encontrada primariamente nos
compartimentos extracelulares (Oberley, 2005). A observacdo de areas de reacdo
imunohistoquimica positiva para SOD na regido de alteracdo celular do epitélio gastrico
indica participacdo dessa enzima em resposta a lesdo ulcerativa. Ganguly e Swarnakar
(2009) observaram aumento na expressao de mRNA da enzima SOD associado ao aumento
de estresse oxidativo e liberacdo de mediadores inflamatorios em modelo de inducdo de
Ulcera gastrica por indometacina (DAINE). Konturek et al. (2008) também observaram
aumento da expressdo de mRNA de SOD na mucosa gastrica ulcerada, nesse caso, em
Ulcera crénica induzida por &cido acético. Assim, maior atividade e expressao da enzima
SOD na mucosa gastrica podem indicar maior exposicao do tecido a geracdo de ERO e a
menor atividade da SOD no grupo pré-tratado com AHFAc (50 mg.kg™), em comparagéo
ao controle negativo, evidencia menores danos a mucosa gastrica dos animais desse grupo,
com menor exposicao a estresse oxidativo.

Entre seus constituintes, AHFAc apresenta amentoflavona, acido galico, quercetina
e kaempferol. Estes compostos fenolicos apresentam grande potencial de captura de anion
superdxido e de inibicdo de enzimas envolvidas na liberacdo de radicais livres, além de
poderem atuar como quelantes de certos metais (Robak & Gryglewski, 1988; Cholbi et al.,
1991; Harbone & Williams, 2000; Pietta, 2000; Iwai et al., 2001; Luczaj & Skrzydlewska,
2004). Dessa forma, a atividade gastroprotetora da fragdo, nos modelos de inducdo de

Ulcera gastrica avaliados deve envolver atividade antioxidante de seus compostos, ja que
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sdo evidenciados menores indices de estresse oxidativo apos tratamento com AHFAC,
através da manutencdo dos niveis de G-SH, taxa de fragmentacdo de DNA e atividade de
GPx e SOD semelhantes ao controle nao ulcerado, além de outros mecanismos de acéo,

como aumento de prostaglandinas e muco.
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6. CONCLUSAO

A fragdo acetato de etila das folhas de A. humile (AHFAC) apresentou atividade
antioxidante in vitro e in vivo. AHFACc apresentou atividade gastroprotetora em modelo de
inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo e por etanol absoluto, com manutencdo de
niveis normais de G-SH, fragmentagdo de DNA e atividade das enzimas GPx e SOD, além
da inibicdo da infiltracdo de neutrdfilos. A acdo gastroprotetora de AHFAcC envolveu
atividade antioxidante, provavelmente com sequestro de radicais livres, devido a sua

composicdo fendlica.
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7. PERSPECTIVAS

Extratos e fracOes das folhas de Anacardium humile apresentam significativa
atividade antiulcerogénica. Dessa forma, a elucidacdo de mecanismos de acdo, aliada a
determinacdo da composicdo quimica das fracBes, pode abrir espaco para 0
desenvolvimento de um novo produto para o tratamento de Ulceras. Assim, entre as
possiveis abordagens de estudo para melhor compreensdo dos mecanismos de agdo da
fracdo AHFAC estéo:

v Analisar a razdo de glutationa reduzida e glutiationa oxidada na mucosa
gastrica, a atividade da xantina oxidase, uma importante fonte de geracdo de
ERO nos dois modelos de inducdo de Ulcera investigados nesse trabalho,
além da dosagem de mediadores inflamatorios associados ao estresse
oxidativo.

v Avaliar a atividade antioxidante com o uso de ensaios in vitro que englobam
outros mecanismos de reacdo (transferéncia de prétons, por exemplo).

v' Isolar os constituintes majoritarios da fracdo para identificacdo quimica,
através do uso de diferentes técnicas, como espectrometria de massas
seqliencial e espectroscopia de ressonancia magnética nuclear.

v' Avaliar a atividade bioldgica dos contituintes isolados.

Considerando que a atividade antiulcerogénica de AHFAc envolve atividade
antioxidante e reducdo da infiltracdo de neutrofilos, essa fracdo pode ser avaliada para
tratamento de outras enfermidades que envolvem geracdo de radicais livres ou resposta

inflamatoria.
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Certificado da Comisséo de Etica na Experimentacdo Animal (CEEA — IB)

.\3‘"& Universidade Estadual de Campinas
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CEEA-IB-UNICAMP

Comissio de Etica na Experimentacao Animal
CEEA-IB-UNICAMP

CERTIFICADO

Certificamos que o Protocolo n° 1279-1, sobre "Mecanismos de acao

envolvidos na atividade antiulcerogénica de Anacardium humile St. Hil.
(Anacardiaceae)", sob a responsabilidade de Profa. Dra. Alba Regina Monteiro

Souza Brito / Ana Cristina Alves de Almeida, esta de acordo com os Principios

Eticos na Experimentagdo Animal adotados pelo Colégio Brasileiro de
Experimentacao Animal (COBEA), tendo sido aprovado pela Comissao de Etica
na Experimentagao Animal (CEEA)-IB-UNICAMP em reuniao de 28 de maio_de
2007.

CERTIFICATE

We certify that the protocol n° 1279-1, entitled "Mechanisms of action in

antiulcerogenic activity of Anacardium humile St. Hil. (Anacardiaceae)". is in

agreement with the Ethical Principles for Animal Research established by the
Brazilian College for Animal Experimentation (COBEA). This project was approved
by the institutional Committee for Ethics in Animal Research (State University of

Campinas - UNICAMP) on May 28, 2007.

Campinas, 28 de maio de 2007.
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