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RESUMO

Neste estudo o extrato etandlico das folhaBytsonima serice®C. (BSLE), conhecida como
murici da praia, e dois diterpenos, barbatusina) @85-hidroxi-3-deoxobarbatusina (OHBB),
isolados déPlectranthusgrandis popularmente chamado de boldo grande, foramamadiem
modelos experimentais de lesdo gastrica induzidajamol. Doses de 500 e 1000 mg/kg, v.o.
ndo foram toxicas para BSLE. A dose de 1000 mg&kdB8LE reduziu o transito intestinal
guando comparado com o controle (atropina 1 mgB§LE nas doses de 125, 250, 500 e
1000 mg/kg, v.o. atenuou significativamente asdsggastricas induzidas por etanol em 58, 86,
80 e 90% respectivamente. No modelo de indometaamaoses de 250, 500 e 1000 mg/kg,
v.0. atenuaram as lesfes, inibindo em 53, 51 e ¥8s@ectivamente. BSLE (250 mg/kg) teve
efeito significativo sobre fatores protetores dacasa gastrica aumentando as concentragdes de
muco gastrico, de grupamentos sulfidrilicos nadgicos (GSH) e da enzima superoxido
desmutase (SOD), diminuiu os niveis de malonalde#&@walterando os niveis de catalase. O
pré-tratamento com o0 antagonista dos receptores VIRBapsazepina, L-NAME e
glibenclamida foi capaz de reverter o efeito ggsttetor de BSLE. Os resultados do presente
estudo indicam uma acéo citoprotetora conferin@iteefyastroprotetor contra injuria géastrica
induzida por etanol e indometacina, demonstranda possivel participacdo desse extrato, na
ativacdo dos receptores vanilédes TRPV1, liberalgdxido nitrico, abertura de canais de
potassio sensiveis a ATP e acao antioxidante. Aserndo BSLE por cromatografia liquida de
alta eficiéncia revelou a presenca dos flavondideia, isoquercitrina, camferol-Q-
rutinosideo e quercetina. Estes compostos apreseatavidade antioxidante relatada na
literatura. A acdo gastroprotetora dos diterper®®.dgrandisOHBB e BB foi avaliada nas
doses de 2,5; 5,0 e 10 mg/kg, v.0., OHBB em todadoses reduziu significativamente as
lesGes gastricas (53, 55, e 96% respectivamert®B:apenas nas doses de 5,0 e 10 mg/kg (31
e 76 % respectivamente). OHBB (5mg/kg) e BB (10kgp/lcausaram aumento de forma
significativa os niveis de GSH e diminuiram os igw#e malonaldeido. O pré-tratamento com
capsazepina e L-NAME néo foi capaz de reverteretteefastroprotetor da OHBB enquanto
gue o pré-tratamento com glibenclamida reverteu feitoe gastroprotetor da OHBB.
Adicionalmente, o efeito da BB foi significativanterreduzido em camundongos pré-tratados
com capsazepina e L-NAME. OHBB foi capaz de cadspiecédo da catalase, enquanto que a
administracdo de BB né&o alterou a quantidade desima no tecido gastrico. OHBB
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preservou a quantidade da enzima superdxido desenataa BB foi capaz de aumentar a
guantidade da mesma no tecido. Os resultados deergee estudo indicam uma agéo
citoprotetora e antioxidante da OHBB e BB que dewemtribuir para o efeito gastroprotetor
contra injuria gastrica induzida por etanol. Osmhenos agem por mecanismos distintos,

conforme foi demonstrado nos resultados.

Palavras chavesByrsonima sericea. Plectranthus grandiBarbatusina. 3§ hidroxi-3-

deoxibarbatusina. Gastroprotecdo. Flavonoides.



ABSTRACT

In this study the leaf ethanol extractByfrsonima serice®C. (BSLE), known as murici of the
beach, and two diterpenes, barbatusin (BB) af¢hy@iroxy-3-deoxobarbatusin, (OHBB),
isolated fromPlectranthus grandispopularly called big boldo, were evaluated inerxpental
models of gastric lesions induced by ethanol. DafsB00 and 1000 mg / kg, p.o. were not
toxic. Dose of 1000 mg / kg of BSLE reduced thestihal transit compared with the control
(atropine 1 mg / kg), showing an anti effect. B&tEloses of 125, 250, 500 and 1000 mg / kg,
po significantly attenuated the gastric lesionsuoeti by ethanol in 58, 86, 80 and 90%
respectively. In the model of indomethacin, dose26D, 500 and 1000 mg / kg, p.o.
significantly attenuated the gastric damage, inimgiin 53, 51 and 53% respectively. BSLE
(250 mg / kg) had a significant effect on gastriecosal protective factors, the concentration of
the gastric mucous concentration of non-proteirihgdryl groups (GSH), and the levels of
malonaldehyde, as well as the activity of enzynseeroxide dismutase and catalase. The
characterization of the mechanism of action warathrough biological tests in order to
assess the action via the activation of nerve gsdgensitive to capsaicin, the role of nitric
oxide and also the participation of potassium ck&inThe pre-treatment with the TRPV1
receptor antagonist capsazepina, L-NAME and glilzenicle was able to reverse the effect
gastroprotetor of BSLE. The results of this studyigate an action cytoprotectant
gastroprotetor giving effect against gastric injunduced by ethanol and indomethacin,
demonstrating a possible participation of this estent, the activation of TRPV1 receptor
vanilloid, release of nitric oxide, opening of pggaum channels and sensitive to ATP action
antioxidant. The analysis of BSLE by high performadiquid chromatography revealed the
presence of flavonoids rutin, isoquercitrin, kaeenpk3-O-rutinoside and quercetin. Dose of
2.5, 5.0 and 10 mg / kg, po, were used to asse®BCithd BB. OHBB (2.5, 5.0 and 10 mg /
kg, po) significantly attenuated the gastric lesianduced by ethanol (53, 55, and 96%
reduction) and BB only at doses of 5.0 and 10 kg / (31, and 76% reduction), respectively.
OHBB (5 mg / kg) and BB (10 mg / kg) were able igngicantly reduce the depletion of GSH
and increased levels of malonaldehyde. The prentierat capsazepine, and L-NAME were not
able to reverse the effect gastroprotective of OHBHe the pre-treatment with glibenclamide
gastroprotective reversed the effect of OHBB fronliesions induced by ethanol. Additionally,
the effect of BB was significantly reduced in mue-treated with capsazepine and L-NAME.

OHBB was capable of causing depletion of cataladele the administration of BB did not



alter the amount of this enzyme in stomach tis@HBB preserved the amount of the enzyme
superoxide dismutase and BB was able to increasarttount of the same fabric. The results of
this study indicate an action cytoprotectant of @H&nd BB gastroprotective giving effect
against gastric injury induced by ethanol. Thergiaes act by different mechanisms, as shown
in the results.

Keywords: Byrsonima sericea. Plectranthus grandis Barbatusin.  $-hydroxy-3-

deoxibarbatusina. Gastroprotection. Flavonoids
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A utilizacdo popular de plantas no combate as dwerg milenar. A comprovacéo
cientifica dos efeitos benéficos das plantas tegpeltado interesse junto aos pesquisadores,
pois um grande numero permanece desconhecido, danfmonto de vista quimico quanto
farmacoldgico.

O uso de plantas medicinais como fonte de medict®ed uma tradicdo e uma
tendéncia generalizada na medicina popular bresildtsta tendéncia tem contribuido
significativamente ndo s6 para o consumo de plamedicinais, mas também para o uso de
medicamentos fitoterapicos. Os conhecimentos a@doslao longo do tempo demostram que
tais produtos podem causar sérios, danos se udadosma inadequada, e comprovam que a
histéria do que é “natural” ndo faz mal, é um mit@recisa ser olhado de modo diferente.

O Brasil apresenta uma flora bastante rica e dfieada, constituindo uma fonte
potencial de novas substancias com inumeras ac@gsadologicas. A magnitude da
biodiversidade brasileira ndo €& conhecida com gé#ecital como a sua complexidade,
estimando-se a existéncia de mais de dois milhéessdécies distintas de plantas, animais e
microrganismos (DIAS, 1996).

A medicina tradicional ainda € o suporte princigal cerca da 75-80% da populagéo
mundial, principalmente, em paises subdesenvolvidodndia, que mantém uma antiga
tradicdo em medicina popular tem produzido remédiogles e eficientes usando plantas e
seus compostos derivados. Desta forma, necessil@-sealidacdo por meio de pesquisas
cientificas que utilizem modelos adequados de @wpetacdo, para comprovacdo dos efeitos
farmacologicos através do isolamento, purificacamamcterizacdo de principios ativos, para
gue se possa obter a formulagéo de fitoterapiagsreg para uso humano e/ou animal. Sendo
assim, o estudo da dose, concentracéo e via deniathatdo sdo essenciais (ZHAN;ZHOU,
2003).

Nos ultimos anos, a utilizacdo de plantas no tratam de doencas, estd sendo
revalidada por extensas pesquisas em diferentésiesple plantas sobre a descoberta de seus
principios terapéuticos. Nesse contexto, MARINH@Ie(2007), numa pesquisa desenvolvida
no municipio de Patos-Paraiba, investigaram o aomi@mto popular e a utilizacdo de plantas
medicinais no tratamento de doencas nos animaigstans, e concluiram que o uso das
plantas medicinais na terapéutica veterinariadssaltado como uma alternativa de tratarr

viavel, segura, de facil obtencéo e baixo custo.
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Estudos cientificos mostram os potenciais curatioplantas medicinais no tratamento
de varias doencas acometidas por animais.

No Ceara alguns trabalhos tem demosntrado a afiwidati-helmintica de plantas em
caprinos (CAMURCA-VASCONCELOS et al., 2008; CAMURQAASCONCELOS et al.,
2007).

Oleos essenciais foram utilizados para tratameteaengivites em cies (GIRAO et al.,
2003).

O uso das plantas medicinais e fitoterdpicos addaouco explorado na medicina
veterinaria, estes poderiam agir de forma prevantobntra uma série de doencas que afetam
tanto animais de producdo, quanto animais utiligad® pratica de esportes, principalmente
agueles submetidos ao estresse provocado pelonaominto ou praticas de manejos

intensivos, e que apresentam doencas associadaa ecndicao.
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2 REVISAO DE LITERATURA

2.1 Plantas medicinais

As plantas medicinais se destacam como grandessfoiet novos recursos terapéuticos,
e € a partir destas que a industria farmacéutisand¥®lve os medicamentos (SCHENKEL et
al., 2001).

O interesse em todo o0 mundo em torno dos “prodofdisrais” vem aumentando
consideravelmente, muito embora os centros mergendelvidos sempre apresentassem uma
forte dependéncia aos medicamentes fitoterapicsta. @&pendéncia ndo é somente justificada
pelo fator econébmico, mas geralmente a transmisedular das tradi¢cdes culturais de cada
comunidade. O Brasil esta entre os paises com mmidiversidade vegetal, esta caracteristica
tem colaborado de uma forma expressiva para o oumsido sé de plantas medicinais, como
também de medicamentos fitoterapicos.

O Brasil é o pais com a maior diversidade genétaggetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas de um totaladst entre 350.000 e 550.000 espécies
(DIAS, 1996). Mais da metade dessas espécies smtemmas florestas tropicais, cuja area
corresponde a apenas 7% da superficie da terraJ@@IED, 1996). Muitas dessas espécies de
plantas ainda permanecem pouco conhecidas solugualgnto de vista.

Nestas condicbes, seria de se esperar que o Boask um pais privilegiado, no
entanto, nosso pais ndo tem um desempenho destzmadodeveria no mercado mundial de
fitoterapicos, ficando inclusive atras de paisesnone desenvolvidos tecnologicamente
(YUNES et al., 2001).

Os grandes centros de pesquisa passaram a isolsintetizar as substancias
responsaveis pelos principios ativos das plantakicinais de uso popular, para produzir novos
farmacos. No entanto, € necesséario observar quea phkohta € constituida de inimeros
principios ativos que podem agir em sinergia, ga, seresultado do conjunto € muitas vezes
mais potente e com menos efeitos colaterais qua padcipio ativo isolado. Assim, o0s
tratamentos a base de fitoterapicos tém demonstadi® vez mais a sua eficacia, mas como
qgualquer outro tipo de tratamento, requer antesamaéise correta da doenca para que a planta

utilizada tenha realmente a eficiéncia que se agpdRCOLINE, 2003).
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2.2 Potenciais medicinais e constituintes quimicasracterizados das plantas do género
Byrsonima

O génerdyrsonimaesta distribuido pela América Tropical, apresertatetca de 150
espécies e encontrada frequentemente na zona @a ematflorestas Umidas, no Estado de
Pernambuco, nordeste do BrgMIABBERLEY, 1993).

No Nordeste brasileiro, ocorrem varias espéciesgéoero Byrsonima que sao
principalmente conhecidas pela utilizacdo dos §etigs na alimentacao e pelo emprego com
fins medicinais. Espécies deste género sdo comeneempregadas como antiasmaticas, contra
febre e infeccdo de pele. Ja foram isolados do rgéBgrsonima alguns derivados
flavonoidicos e triterpenos classes de substamesais de ocorréncia no género (MENDES
et al., 1999).

Byrsonima verbascifoli@ utilizada na medicina popular para problemassié@mago e
ja foi relatado o isolamento de substancias conevogtina e 3-O-galoil-(-)-epicatequing3[4
—8]-3-0-galoil-(+)-epicatequinaedbenzil-tio-éter ~ (Figl) isoquercetina, 3-arabinosil-
quercetina, taninos galicosompostos com conhecidas atividades antioxidarBEsSIAR;
MALONE, 1993).

R = galoil

Figura 1. 3-O-galoil-(-)-epicatequina-p4—8]-3-O-galoil-(+)-epicatequinae4benzil-

tio-éter isolado emB. verbascifolia

Outra planta do génerd@yrsonima coccolobifoliatém comprovada a sua atividade
moluscicida contr&iomphalaria glabratae bactericida par&taphylococcus aureuBacillus

cereuse Pseudomonas aeruginasa
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Byrsonima crassaé utilizada no tratamento de infeccées cutaneadiskingdes
gastrintestinais. Estudos comprovam a presencaanieos e flavondides como 3/B-
arabinopiranosideo quercetina (VAZQUEZ et al., 138NNORNIYA et al., 2005).

Ha relatos na literatura sobrfeitos antifUngicos, bactericidas e convulsivaes
Byrsonima crassifoliasendo caracterizada a presenca de compostodasajaercetina, 3-O-
a-D-glicopiranosideo quercetina, 3/D-arabinopiranosideo quercetina, (-)-epicatequena
(+)-catequina (Fig.2) (RASTRELLI et al., 1997).

OH O
R = - D - galactopiranosideo

(+)-catequina R; =OH
R, =H R = a - D - arabinopiranosideo

(-)-epicatequina Ri1=H
R2 =OH

Figura 2Flavonoides presentes éncrassifélia

2.2.1 Flavonoéides

Compostos fitoquimicos que apresentam em sua @struim anel aromatico com uma
ou mais hidroxilas recebem a denominacdo de compdenoslicos e, geralmente apresentam
propriedade antioxidante. Dentre eles desatacanssi#avonodides, os acidos fendlicos e o
tocoferol como os mais comuns antioxidantes fenslide fonte natural (MELO;GUERRA,
2002).
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Flavonoides sdo compostos formados pela condenstgi@cidos cindmicos com 3
unidades de malonil-CoA.
A estrutura quimica de um flavondide apresentanadades GCs-Cs, sendo dois anéis

benzénicos (g} ligados pela unidade;Que pode formar um ciclo ou ndad.3).

Figura Blucleo dos flavondides

Trabalhos recentes tém demonstrado que flavon@idesntrados em frutos e vegetais
sdo importantes e diversificados entre os produtesorigem natural. Encontra-se em
abundancia nas angiospermas, tais compostos paaenéin agir como antioxidantes (MELO;
GUERRA, 2002).

Os flavondides atuam como antioxidantes primamagindo com os radicais livres, e
também como quelantes de metais. Flavonas e flev@@ as duas principais classes de
flavondides encontradas universalmente na natu@zanais comuns flavonois antioxidantes
sao canferol, quercetina e miricetina (HARBORNELWAMS, 2000).

Os flavonoides séo utilizados por botanicos pasasificacdo taxondmica. Eles regulam
o crescimento da planta pela inibicdo da exocittasauxina (acido indol acético), assim como
pela indugéo da expressao génica e influenciana®otlulas em numerosas vias. Flavonoides
inibem o crescimento ou matam muitas cepas bacteyjanibem importantes enzimas virais
como transcriptase reversa e proteases, bem costmel® alguns protozoarios patogénicos.
Todas essas atividades sdo exercidas com baix@adadé em células animais (HAVSTEEN,
2002).

A andlise qualitativa e quantitativa de flavondidesnuns em extratos polares de

plantas como, por exemplo, rutina, isoquercitropgercetina, catequinas e canferol podem ser
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realizadas através da cromatografia liquida deediténcia (CLAE), utilizando-se de padrbes
destas substancias. Nesta técnica utiliza-se eshgardetector de ultravioleta.

A rutina, (C) 3-O-rutinosideo da quercetina, é largamente utiizzm fitoterapicos para
fragilidade capilar prevenindo varizes e derramesetina. QuercitringB) (3-O-glicosideo de
guercetina) apresenta atividade antiinflamatoériacafite experimental, associada com acéo
antioxidante e melhoramento da absor¢éo de aguadr(SANCHEZ et al., 2002). Quercetina,
(A) o principal flavonoide presente em vegetais e afutexerce potenciais efeitos

anticarcinogénicos em modelos de animais e cultigalulas (SALUCCI, 2002).

Figura 4: Estruturas quimicas de: Quercetina (A); Querat(B); Rutina (C).

Vegetais ricos em compostos fendlicos por seredicimalmente consumidos como
alimentos, sdo considerados seguros, tanto pelasucodores como pela indlstria de
alimentos. Constatacdo que, no entanto ndo gasastea inocuidade, requerendo, portanto
estudos toxicoldgicos sobre estes compostos filmigos (MELO; GUERRA, 2002).

Atualmente profissionais da area de saude presorevaso de flavondides puros para
tratar diversas doencas, devido a sua capacidadepomprovadas de inibirem enzimas
especificas, estimularem alguns hormonios e neurgimissores e sequestrarem radicais livres
(HAVSTEEN, 2002).

Flavondides também tem resultados positivos nartrahto de doencas gastricas, mas

esses compostos sdo pouco estudados em humanestaxto estudos mostraram que eles séo
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capazes de proteger a mucosa gastrica de substareisaotizantes e podem ser Uteis no
tratamento de Ulceras gastricas agudas e croi@asNCHKIVSKA et al., 2005).

2.3 Consideracdes botanicas sobre a espé@grsonima sericeaDC. e suas atividade
biolégicas.

Byrsonima sericeala famila Malpighiaceae, conhecida popularmenteocmurici da
praia ou murici do brejo, € uma espécie de ammtilliicio geografica e que ocorre em
ambientes de matas, sendo predominante nas areasemealaradas. Sua altura média é de 6 a
10 metros. Suas flores sdo amareladas formandogaehl a 15 centimetros. Seus pequenos
frutos tém gosto acido, sdo bacaceos e comestdaidpo bastante consumido principalmente
entre as populagdes de baixa renda. E geralmentateada no litoral em uma faixa que se
inicia no Ceara e se estende até o Acre.

Esta planta é utilizada popularmente no tratamed¢o diabetes e disfuncbes
gastrointestinas e revelou o melhor poder antio@do extrato metandlico das folhas, frente
ao radical livre DPPH entre varias plantas medisiaaalisadas por BOSCOLO et al., (2007).

A espécie Byrsonima sericeaestudada nesse trabalho apresenta poucos relatos

cientificos sobre sua composi¢édo quimica e ativaddmiologicasKig.5).

Figura 5 Galho com
folhas, flores e

frutos de B. sericea.
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2.4 Potenciais medicinais e constituintes quimicasracterizados das plantas do género
Plectranthus

As plantas do génei®lectranthugém sido utilizadas pela populagéo principalmemte n
tratamento dos distUrbios gastricos. Entretanteasudcdes farmacoldgicas ja foram testadas e
comprovadas para a espéiebarbatusenvolvendo compostos isolados de suas folhass eaul
raizes.

O génerdPlectranthugpertence a familia Lamiacea, e abrange 350 espdisieibuidas
nas regides subtropical e tropical (PASSINHO et 2000). Espécies dBlectranthustém
importancia econémica por ser fonte de 6leos egEsreusadas em ornamentacdo, sendo que
estas espécies sdo citadas mais freqientemente opa@m@prego das suas propriedades
medicinais, nas quais, representa mais de 85% dhes tas utilizagcbes (LUKHOBA et al.,
2006).

No Ceard a medicina popular faz uso de 4 espéeiddattranthus: P. amboinicus
Andr., P. barbatus(Lour) SprengP. ornatus e P. grandidnformacdes etnofarmacolégicas
incluem o uso das folhas d& barbatus(malva santa, boldo brasileird},. grandis(boldo
grande) €. ornatus(Boldo) para tratamento dos males do figado erdelgmas da digestao.

P. amboinicus(malvarisco) é usado em xaropes caseiros parantesto da tosse, dor na
garganta e bronquite (MATOS, 2002).

Entre os aspectos farmacoldgicos estudados e cuagws deP. barbatus(Lour)
Spreng destacam-se: agdo hipotensiva, inotrépisdiyay cardiovascular, bronco-dilatadora,
ativacao da adelilato ciclase, inibicdo da agregagiplaquetas, antitumoral, antinociceptivo e
antiinflamatorio (COSTA, 2006).

2.4.1 Terpendides

Os terpendides formam uma larga familia com esttbastantes diversas derivadas
das unidades isoprénicas. Gla sua biossintese, 3 moléculas de Acetil-CofMné&m o &cido
mevalbnico

O &cido mevalbnico sofre descarboxilacdo e desidiiat para formar isopentenil

pirofosfato que se condensa com dimetilalil pirtstfo para dar origem aos monoterpenos
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(C10), sesquiterpenos (15), diterpenos (20) e tritespdB0) e assim por diante sdo formados os
outros terpenos.

Os diterpenos sédo formados pela unido de quatrdades de isopreno e sao
encontrados principalmente nas resinas de plaBlas.se apresentam com estruturas aciclicas
como o fitol, monociclicas como a vitamina A, biicig, esclareol, triciclica como &acido
abiético que esta presente em grandes quantidadesina de Coniferas e tetraciclico como a
barbatusinaKig.6).

Estudos mostraram que alguns diterpenos possuerigatades bioldgicas importantes
como: atividades espasmolitica e hipotensiva (TAND@t al., 1977), propriedades
cardioativas (BHATet al, 1977, p. 1669) e atividade antihipertensiva (EEOM,1983),
dentre outros.

Entre os estudos quimicos, merecem destaque aqeelésados por ZELNIK et al.,
(1977), que analisaram a composicédo quimica atrdwésstudo cromatografico do extrato de
acetona das folhas das folhas e barbatuse estabeleceram a estrutura quimica de trés
diterpenos isolados: barbatusina, presente em maoantidade o B-hidroxi-3-

deoxobarbatusin@rig.7) e o ciclobutatusina, em menor quantidade.

Figura 6: Estrutura da barbatusina
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Figura Estrutura da B-hidroxi-3-deoxobarbatusina

2.5 Consideracdes botanicas sobre a espéétectranthus grandis(Cramer) Willense e
suas atividades bioldgicas

Plectranthus grandigCramer) Willense é popularmente conhecida no iBpeas
denominacdes de boldo-grande ou boldo-da-folhadgrdialsa malva-santa e boldo mexicano.

Dados da literatur®. grandisé um arbusto com até 3 m de altura com folhas esior
do que 4,7 cm, caule subquadrangular, espesso étog, pnflorescéncia racemosa, racemo
simples, erétil, 26 - 56 cm, pedunculo rigido, éercom corola maior do que 2,0 cm de
comprimento de coloracdo azWHig.8). Esta espécie é capaz de florescer no Nordeste na
regides serranas, litordneas ou sertdo centrgjyealiferem das outras espécies que necessitam
de clima mais ameno ou temperado como ocorre raamadas serras frescas (MATOS, 2002).

Plectrantus grandisé utilizado largamente pela populacdo no combatispepsia.
Embora se utilize popularmente a planta para camlproblemas gastrintestinais ndo existem
dados na literatura cientifica sobre efeitos faoh@gicos deP. grandis No entanto, essa
espécie possui caracteristicas morfoldgicas semtelhaas daPlectranthus barbatyscujos
extratos sdo extensivamente estudados no sistestrintgsstinal. As diferencas morfologicas
sdo pequenas, diferindo principalmente no “amargdos’ talos e folhas da espéBiegrandis
em relacdo &. barbatogMATOS, 2002).
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Figura 8 Foto exsicata dBlectranthugyrandisCramer (Willense). Foto gentilmente

fornecida pelo Prof. Francisco José de Abreu Matos

2.6 Fisiologia Gastrica

Anatomicamente, o estbmago divide-se em 3 pordtesto, corpo e antro pilérico;

sendo limitado por 2 sistemas esfincterianos: tnesfr esofagiano inferior, na parte superior
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ou proximal do estdmago; e o esfincter pilérico ploro, na parte inferior ou distal do
estdmago (HOGBEN et al., 1974).

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser davidid duas regibes glandulares: a
mucosa oxintica e a mucosa antral. A mucosa oagidgimais extensa, ocupando 0 corpo e o
fundo, e é o sitio da secrecdo de acido cloridAcmucosa oxintica é formada por glandulas
oxinticas, que sdo constituidas por células paiéta oxinticas), células principais, células
produtoras de somatostatina (células D) e célutasiph enterocromafins (ECL). No colo
glandular, predominam as células produtoras de mguEprotegem a mucosa gastrica da acao
corrosiva das secrecdes originadas pela glandW&€lY;YAMADA, 1989; CHUANG et al.,
1991; SUNDLER et al., 1991). As glandulas da mucasaal apresentam os mesmos tipos
celulares que as glandulas oxinticas, exceto atasgbarietais (HOGBEN et al., 1974).

A inervacdo do estdmago compreende fibras extr@sse intrinsecas. A inervagao
intrinseca é constituida por dois plexos principaiplexo mioentérico que inerva as camadas
musculares e regula a fungcdo motora, e 0 plexo st que inerva a mucosa e regula a
absorcéo e as secrecgdes gastrointestinais (SCHUBERAMBUREK, 1990,). Neurdnios de
ambos os plexos recebem aferéncias do sistemasoecentral através de fibras do sistema
nervoso parassimpatico e simpético (inervacao resdca) e de outros neurbnios entéricos,
incluindo neurdnios sensoriais e interneurdniosegsircuitos neuronais regulam as fungdes
motoras e secretoras do tubo digestivo (COSTA; BRE® 1994). A inervacdo simpatica do
trato gastrointestinal é realizada principalmente fibras pods-ganglionares que inervam
diretamente os vasos sanglineos e o musculoribmdo a motilidade e a atividade secretora
do sistema gastrointestinal, porém estimula a agatr damuscularis mucosae de alguns
esfincteres (LONGHURST et al., 1984-a; LONGHURS&let1984-b). Em geral, as fibras do
parassimpdatico terminam nos ganglios do plexo néomo. As fibras aferentes do vago
inervam diretamente a célula parietal e realizanapses com as células ganglionares do
sistema nervoso entérico (SNE), estimulando adailé motora e secretora do intestino
(LONGHURST et al., 1984-a; LONGHURST et,dl984-b).

2.7 Mecanismos de protecdo do Estdmago

O mecanismo de defesa da mucosa gastrointestinalactatores agressores, como o
acido cloridrico e drogas antiinflamatorias naeestais, consiste principalmente de fatores
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funcionais, humorais e neurais. A secrecdo do nalcalino, microcirculacdo da mucosa e
motilidade agem como fatores funcionais, enquant grostaglandina e Oxido nitrico agem
como fatores humorais e 0s neurbnios sensoraigveens capsaicina agem como fatores
neurais (TSUKIMI; OKABE, 2001; REPETTO; LLESUY, 20D

2.7.1 Muco / bicarbonato

Fator de protecdo da mucosa sendo secretado @hldsscmucosas do estbmago, atua
como a primeira linha de defesa da mucosa gastricprotege de fatores agressores enddégenos
e exdgenos apresenta-se de forma viscosa, eléatieegnte, como um gel transparente, que
contém 95% de agua e 5% de glicoproteinas, reabrinpda a superficie da mucosa
gastrointestinal. O muco € capaz de agir como xdtate e reduzir danos na mucosa
promovidos por radicais livres (REPETTO; LLESUY,02D. O muco também tem um papel
importante na cicatrizacdo das Ulceras, acelerarmgguperacdo da mucosa lesada (MAITY et
al., 2003). Estudo em ratos foi observado uma @elagversa na espessura da camada de muco
e na acidificagc&o intracelular do epitélio gast(ieblILLIPSON et al., 2002).

O muco gastrico ocorre em 3 formas: a mucina sblpxesente no sucogastrico; o
muco (aderente) insoluvel cobrindo as células daosaj e 0 muco presente nas células
secretoras de muco (MOJZIS et al., 2000).

O bicarbonato € secretado pelas células supesfid@mestdmago. A protecdo da mucosa
do estomago ndo depende somente do controle dec8eddcida gastrica; precisa juntamente
de uma secrecao apropriada de muco e bicarbonaal(WMCE, 2001). A secrecdo de muco,
como a de bicarbonato, € estimulada por diversésrefa e constituem uma barreira
mucoprotetora (SANIOTO, 1991; KUTCHAI, 1996), quantiona como uma poderosa
protecdo da mucosa contra danos induzidos por guégsina e etanol (WALLACE, 2001).

2.7.2 Fluxo sanguineo

O suprimento de sangue na mucosa gastrica é umirfgtortante, determinante para a
integridade da mucosa gastrica. E regulado e inadid por sistemas e fatores metabdlicos
locais como prostaglandina, leucotrieno e outrodiaa®res quimicos enddégenos na mucosa
(KAWANO; TSUJI, 2000). Um dos papéis do fluxo saimgpo na mucosa é suprir a mucosa
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gastrica com oxigénio, nutrientes e hormonios, atnparticipar da regulacdo da saida do
acido, producao de muco, secrecdo de bicarboratmgéo dos produtos e retrodifusédo de ions
hidrogénio. Esses eventos contribuem substancisdmpara a manutencao fisioldgica da

integridade da mucosa (KAWANO; TSUJI, 2000).

2.7.3 Prostaglandina

A prostaglandina produzida pela mucosa gastricejeata na presenca de agentes
irritantes, e apresenta um papel citoprotetor ingme, inibindo a secrecdo acida por reduzir a
producao celular do monofosfato de adenosina (ABBEJAY; WOLFE, 2000). A enzima
ciclooxigenase (COX) converte o &cido araquidéreco prostaglandina G2 reduzindo este
intermediario a prostaglandina H2 (PGH2). A PGH&rémetabdlito instavel que é convertido
em outras espécies de prostaglandinas, incluindustgglandina EZ2, prostaciclina e
tromboxanos (ATAY et al.,, 2000). Existem pelo menmtsms isoformas distintas da COX,
denominadas COX-1 e COX- 2. A COX-1 é expressatitatisamente na maioria dos tecidos
(PESKAR, 2001) e esta isoforma provavelmente pramavproducdo de PG protetora da
mucosa gastrica e que possui um papel importantemaautencdo da homeostase
(RODRIGUEZ;TELLEZ et al., 2001). Ao contrario, apeesséo da COX-2 geralmente € baixa
sob condigbes basais. O aumento da expressdo da2C@Xrre em certas condicdes
patofisiolégicas como a inflamagéo, dano tecidushesformacdo maligna (PESKAR, 2001).

A acdo protetora das prostaglandinas envolve feemguineo, estimulacdo de muco,
secrecao de bicarbonato (HAWKEY, 2000) e aumentesiaténcia de células epiteliais contra
danos causados por citotoxinas (HAWKEY; RAMPTON83P As fun¢cdes de vasodilatacéo e
protecdo da mucosa gastrica das prostaglandinassitBimextensivamente documentadas e
analisadas (GISLASON et al., 1995; WHITTLE; VANBAT).

2.7.4 Oxido Nitrico (NO)

Uma variedade de isoformas de 6xido nitrico sinfd@S) tem sido purificada em
diferentes tecidos, e muitas ja tiveram seus gehstintos. As isoformas da NOS séao
agrupadas em duas categorias, as NOS constitutidd3S (neuronal), e a eNOS (endotelial),

dependente de ions célcio {(Qae calmodulina, que estdo envolvidas na sinalzaedular, e a
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NOS induzivel (iNOS), gerada por macrofagos e sutulas ativadas por citocinas, cada
uma com capacidade de gerar NO através de mecanisggalatorios complementares e
distintos. Através dessa via o NO se liga ao ghgroe da guanilato ciclase (GC) que estimula
a enzima a gerar guanosina monofosfato ciclica (M&ue por sua vez ativa a proteina
qguinase G (PKG), que gera uma corrente de fosfdels conduzindo a funcdes efetoras
(SHAH et al., 2004). O NO também pode mediar staglies independentemente da ativacao
da GC, por exemplo, regulando diretamente as fungds canais idnicos, de enzimas e de
varias outras proteinas (STAMLER et al., 2001).

O 6xido nitrico (NO) tem um papel fundamental nafysfio e na regulacdo vascular
por promover a vasodilatacdo pela sinalizacao tldacénuscular lisa via GMPc (SHAH et al.,
2004). O principal fluxo sangilineo para o tratotrgastestinal chega através da veia
mesentérica, e a regulacdo do fluxo até as aderioksentéricas € um passo importante para a
regulacdo do fluxo sangtiineo intestinal geral all(@HAH et al., 2002 p.1688).

A producdo constitutiva de NO € importante parateraa barreira protetora da mucosa
gastrointestinal. Esse mecanismo protetor do NOepsel devido a sua capacidade em
aumentar do fluxo sanglineo da mucosa e estabdizafluéncia dos mastécitos (ALICAN;
KUBES, 1996). Entretanto, o excesso na producadd@eassociado com estados inflamatérios
€ caracterizado pelo aumento na permeabilidadeli@pie perda da funcdo da barreira de
muco. Assim, os niveis de producédo de NO, a iscdogeradora de NO e o estado redox das
células epiteliais podem determinar os efeitos @orfd permeabilidade da mucosa e protecao.
(SHAH et al., 2004).

2.8 Lesdao gastrica

As lesBes gastricas ocorrem devido a um deserqoaikbtre fatores ofensivos e fatores
defensivo{SAIRAM et al., 2002 O dano é provocado quando a mucosa perde adzatzlde
proteger-se atraves das secrecfes de bicarbomatawe bem como, de promover uma nova
epitelizacdo BOOTHE, 1999. A acdo topica de muitos agentes enddgenos e rasgmde
alterar os mecanismos de defesa, aumentando dedtearpermeabilidade da mucosa ao acido
(TWEDT; MAGNE, 1993. Com o aumento da entrada de acido, ocorre ungecdd eventos,
comecando com leséo direta da mucosa e seguinddeptiuicdo da submucosa (LIPTAK et

al., 2001). Os mastécitos na submucosa e laminaripr@legranulam e liberam histamina
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guando em contato com o &cido. A histamina libeestanula a secrecéo celular parietal de
acido cloridrico, assim como inflamacgéo local enegleagudo. O acido pode ainda lesionar
vasos sanglineos e estimular nervos da paredecgagtrovocando contracdes musculares
exacerbadaSTWEDT; MAGNE, 1992).

A reconstituicdo epitelial é extremamente impodana manutencdo da estrutura e
funcionamento da barreira mucosa. A formacéo ddisass livres, citocinas inflamatorias e o
estresse fisiopatoldgico reduzem a taxa de prafiey celular dificultando o processo de
reconstituicdo das células gastricas. Por outro, ladepitélio gastrico é recoberto por um
espesso muco que impede a retrodifusdo dos iGn® kompimento da barreira mucosa pelo
refluxo de bile, uremia, aspirina e outros anténfatérios ndo hormonais aumentam a
permeabilidade da mucosa e permitem a retrodifdedon H , aumentando a acidose tecidual
(BEEJAY; WOLFE, 2000). Alteracdo no fluxo sanguirde mucosa é outro fator de grande
importancia na génese das injUrias gastricas. X» fiangiineo pode ser severamente alterado
por acdo de drogas, como o acido acetil saliciktanol e pela entrada de agentes luminais,
como &cido e pepsin@®OBBINS et al., 1998 A cicatrizacdo das lesGes fica comprometida
devido a reducéo do fluxo sangiineo na mucosa daysa estes agenttBOOTHE, 1999.

Estudos experimentais tém demonstrado que a gedacéadicais livres esta associada
a patogénese de lesdes gastricas agudas induzidatapol que medeia a injuria no tecido
estimulando a peroxidacdo dos lipidios, danos nabrena celular através da coagulacédo de
proteinas, lipidios e acidos nucléicos. As lesOmtopatolégicas mais evidenciadas séo
congestdes, edema, hemorragia, erosdo e nd&bseHABANAH et al., 2000; LA CASAet

al., 2000.
2.9 NocoOes Gerais Sobre os Parametros Envolvidossrerocessos Oxidativos
2.9.1 Radicais livres e estresse Oxidativo
Na atmosfera terrestre as moléculas de oxigénicas&maiores promotoras de racoes
nas células vivas. Exceto 0os organismos que saptaaties para viverem na auséncia de

oxigénio, todos os animais e vegetais necessitanoxigenio para obtencdo de energia
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1985).
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Na classificacdo periddica dos elementos quimicazxigénio pertence a familia dos
calcogénios (6A), cujo numero atdomico € 8 e amasémica € 16, possuindo 8 elétrons
distribuidos nas suas camadas eletronicas.

Grande parte do £absorvido (95%) pelos organismos aerdbicos € rédutormando-
se agua na cadeia respiratéria, através do traesperelétrons na membrana das mitocondrias,
também no reticulo endoplasmético, onde o sistemzéndtico citocromo, no processo de
fosforilagdo oxidativa, procede a reducéo tetrautalelo Q, pelo sistema citocromo oxidase,
fornecendo 4 elétrons e Alpara o oxigénio, que diretamente se reduz formagia. Como
uma pequena parte do oxigégaiceduzido univalentemente, ou seja, a molécukbeesomente
1 elétron, que ocupard um dos orbitais externosn@esmo tempo em que O outro continua
desemparelhado, produzindo intermedidarios altanreat®/os, que conhecidos como Espécies
Reativas de oxigénio (EROs) formando a primeiraéeigptoxica reativa de oxigénio, o
superéxido (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Radicais livres sdo definidos ions como moléculss §m elétrons desemparelhados.
Eles sdo geralmente instaveis e muito reativos GAMt al., 2002). Um elétron
desemparelhado pode se associar com atomos isotamne ions metalicos e hidrogénio, ou
ainda com moléculas de agucar, proteinas, lipideambém DNA, resultando em um processo
de relevancia bioldgica (SLATER, 1984; HALLIWELL987).

Espécies reativas de oxigénio (EROs) sdo produadasnimais, inclusive humanos,
sob condi¢des fisiologicas e patoldgicas. Exempdies radicais livres oxigenados séo
superoxido, hidroxila, radicais peroxil (RQalcoxil (RO) e hidroperoxil (H®) (GULCIN et
al., 2003, p. 371). Esses radicais livres oxigenado®poser convertidos a outras espécies
reativas nao radicais, como peroxido de hidrog@ni®.), acido hipocloridrico (HOCL), acido
hipobrémico (HOBr) e peroxinitrito (ONOQ Assim as EROs incluem espécies radicais e ndo
radicais (FANG et al., 2002). Por sua larga infti@mos sistemas biologicos, as EROs tém
despertado significativo interesse por pesquisadore

O peroxido de hidrogénio, que embora ndo seja néitbrmeativa, € capaz de inativar
enzimas, principalmente por oxidacédo de grupamigditoesséncias. Seu maior poder oxidante
€ como gerador do radical hidroxila (HCGe pela interagdo com o radical superoxide.)O
sendo este um potente oxidante, podendo levar & ngoialquer célula, sendo fortemente
potencializada sua toxicidade na presenca do (EAdON, 1991).
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Radicais livres oxigenados s&o constantemente gered vivo para propositos
fisiologicos como, por exemplo, defesa contra ndoganismos patogénicos. Em alguns casos
sao produzidos em excesso, quando isso acontecee arestresse oxidativo (GUO et al.,
2003). Algumas situacbes geradoras de estressatiowidincluem: ativacdo de fagocitos
(neutrofilos, macrofagos, mondcitos e eosindfilpgy microorganismos, hiperoxia, alguns
xenobidticos, radiacdo ionizante, isquemia e egerdisico extenuante (YU, 1994; PEREIRA
et al., 1994). Esses radicais também estdo enwesh@d diversas doencgas: tumores, diabetes,
infertilidade, gastrite e causam danos oxidativodDNA, lipideos e proteinas (CHEN et al.,
2006).

As EROs como ja foi mencionado, sao formadas arphortoxigénio, que ao mesmo
tempo que gera e sustenta a vida, pode por outim dausar danos irreversiveis. Quando
produzidas em excesso sao extremamente toxicaanel@w organismo encontra dificuldades
em neutraliza-las elas se tornam potencialmentggsas, podendo causar diversas doencgas,
evidenciando o dano oxidativo causado por elas (HAIELL; GUTTERIDGE, 1985;
HALLIWELL; GUTTERIDGE, 1989).

Uma das principais consequéncias do extresse oadét a peroxidacdo lipidica
(MCBRIDE et al., 1988). Ela ocorre em acidos grapodinsaturados e € iniciada por um
radical OH° que captura um atomo de hidrogéniordecarbono metileno de cadeia polialquil
do &cido graxo. O oxigénio € mais sollvel em umonagiolar que em meio polar, permitindo
gue as membranas biolégicas tenham uma elavadertongcdo de ©na regido hidrofébica
medial, onde este tem potencial para realizar @m@ano aos acidos graxos polinsaturados
existentes na membrana. Desta forma a membranadiiea se torna a estrutura mais
susceptivel a desestruracdo provocada pela pegaxidgidica, fazendo com que ela perca a
forma de mosaico fluido, como a flexibilidade e fior sua funcao biologica. Assim, um &cido
graxo com um elétron desemparelhado reage comp geando um radical peroxil, produto
altamente reativo e pode se combinar com outrdsaigadsemelhantes, alterando as proteinas
das membranas O malonaldeido € um dos produtosrdaigiacao lipidica que é extremamente
reativo, que pode reagir de forma eventual comup@iamino das proteinas, fosfolipideos ou
acidos nucléicos, provocando alteracdes estrutm@ssconstituintes celulares (MCBRIDE et
al., 1988).

Os peroéxidos de lipideos atingem alvos mais distamte maneira mais facil por
possuirem poder acdo antioxidante maior do quasespécies primarias de. O
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2.9.2 Defesa antioxidante

Antioxidantes s&o quaisquer substancias que, quamesentes em pequenas
concentracdes, comparadas com aqueles substrati@veis, significativamente retardam ou
inibem a oxidacdo deste substrato e podem agir ilarentes niveis da seqiéncia oxidativa
(HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1985).

O oxigénio é um elemento indispensavel a vida, & ap mesmo tempo pode causar
danos ao organismo (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 1985). @gentes que atuam como
antioxidantes nao possuem a capacidade de difareaxiespécies reativas de oxigénio que tem
um papel fisiolégico benéfico, daquelas que cauwsgimias no organismo. Por esse motivo,
sua acdo em alguns casos, pode provocar danosvé® die ser vantajos&endo assim a
manutencdo das defesas antioxidantes quimicasimaitas em equilibrio dindmico com a
formacdo de espécies reativas de oxigénio é dersatimportancia para sobrevivéncia dos
organismos, sendo que, um distirbio podera ocasiwma série de processos patologicos
(BAST et al., 1991).

A peroxidacdo dos lipidios das membranas celularapenas um exemplo de leséo
biolégica que pode ser promovida pelos radicaresivuma vez que todas as biomoléculas séo
susceptiveis & oxidacdo (HALLIWELL; GUTTERIDGE, B8 Para vencer o desafio dos
radicais livres, os seres aerobicos desenvolverara bateria de mecanismos de protecao
conhecida como defesas antioxidantes.

Os antioxidantes que representam a defesa dosismgzcontra as espécies reativas
de oxigénio (EROs) ,e sao divididos os dois tipomgpais: 0s enzimaticos e 0s nao
enzimaticos (YU, 1994).

Alguns nutrientes esséncias podem atacar diretementEROs diminuindo a acéo
toxica, produzidas intra e extracelularmente. Bemuitos antioxidantes naturais existe a
vitamina E, conhecida também com tocoferol, que € o maior antioxidante lipossoluvel
presente em todas as membranas celulares, varesioais livres formados no citocromo P-
450. Os carotenoides, principalmente3 ccaroteno, podem funcionar como precursores da
vitamina A, atuam diminuindo a formacdo de oxigégingletoin vivo, e remove o0s ja
formados, vitamina C com comprovada acado imunoesdmte e o selénio (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1989).
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Ainda existem uma série de outros antioxidantes ex@maticos que participam da
defesa contra as EROs nos sistemas biolégicos amioiquinona, a ceruloplasmina, o acido
arico, a taurina, os flavondides e outros compad&tiodlicos de origem vegetal (SIES,1991).

As enzimas superéxido dismutase, (SOD) glutati@raxydase (GPx) e catalase (CAT)
representam a principal defesa endégena do orgamjeando sdo expostos as EROs .

E possivel que a enzima superoxido dismutase ($€1Dj efeitos anti-envelhecimento
podendo atuar sobre todos os processos degensragwoo um papel fundamental na defesa
do organismo contra as EROs, atuando na remocéiadital superoxido. Existem diferentes
tipos de SOD, dependendo do metal que atua conatoc@m seu sitio catalitico (HENDLER,
1990).

A enzima glutationa peroxidase (GPx) foi descobpoaMills em 1959, em tecidos de
mamiferos, ndo existindo em plantas ou bactérmboea possa ser encontrada em algumas
espécies de algas e fungos (HALLIWELL; GUTTERIDGHE5).

O substrato para o GPx é o tripeptideo glutatienapntrada na maioria dos animais,
plantas, e até em algumas bactérias. A enzimazatabxidacdo da glutationa reduzida (GSH)
a glutadiona oxidada (GSSG), usando o peroxidoidi®dénio. A manutencdo de niveis de
GSH ocorre pela acdo da enzima da glutadiona reel(@SSG-R)(Fig.9) novamente na sua
forma reduzida (COHEN; HOCHSTEIN, 1963; PAGLIA; VENTINE, 1967).
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Figura: 9 Reagfes enzimaticasiald GSH-GSSG
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A GPx tem alta atividade no figado e eritrécitagjueanto no cérebro, coracdo, pulméo
sua atividade é moderada e no musculo bastanteidedCOHEN; HOCHSTEIN, 1963).

A catalase esta presente na maioria das célulabieas, sendo que em animais se
encontra principalmente no figado, rins e eritaxitEssa enzima deve proteger as células de
grandes quantidades de®4. A atividade da catalase pode ser inibida por e, azida e
acido cianidrico (HCN) (EATON,1991).

A manutencado das defesas antioxidantes quimicasim&icas em equilibrio dindmico
com a formacgéo de espécies reativas de oxigéneektlema importancia para sobrevivéncia
dos organismos. Assim, 0s antioxidantes artifict@igio 0s naturais tém um papel importante
por atuar na inibicdo de radicais livres. A busaar pntioxidantes naturais tem sido
intensificada nos ultimos anos, devido a danos tlesa ocasionados pelos antioxidantes
sintéticos, utilizados para preservar alimentogiogadleos essenciais e componentes naturais
ndo volateis presentes em diferentes espéciesaredetam identificados como importantes
agentes antioxidantes (LOLINGER, 1991; WENG; WANGOQO).

2.10 Dados epidemiolégicos de Ulceras géastricas ammais

Animais de producéo estdo sujeitos ao estressejadawv sistema de confinamento ao
qgual sdo submetidos como também a outros fatoredoal a esse tipo de criagdo como:
manejo, sazonalidade, disputa por alimento, altsidade por f além de permanecerem em
condicdes climaticas desconfortaveis, estandotesjaidoencas de diversas origens.

Um problema crescente nos sistemas intensivos éoaéocia de Ulceras gastricas,
ocorridas principalmente em suinos, sendo rela¢atdaliversas partes do mundo (LIPTAK et
al., 2002). O estudo desse problema se intensificzsi anos 60, jA que esta associado ao
crescimento crescente da suinocultura intensiveA@HSHAW; KELLY, 1980).

A JUlcera gastrica é uma doenca comum em suinoslosriagntensivamente e se
caracteriza, inicialmente por erosdo seguida deraféo da mucosa gastrica e hemorragica,
podendo haver ruptura da parede estomacal. Acreglitaie fatores ambientais, nutricionais e
de manejo que causam estresse aos animais estajaividos na sua etiologia (MARQUES et
al., 1998). Dentre os fatores que tendem a aumsuégaocorréncia em uma granja destacam-se
0 confinamento, a superlotacdo e o fornecimentoagées com granulometria muito fina
(MARQUES et al., 1998).
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Ulcera em ruminantes, principalmente de abomaso®ewn animais de alta producio
e a impactacdo em animais que recebem forrageno reeidia, principalmente capineiras com
alto teor de lignina. A Ulcera de abomaso ndo €ufate em animais criados semi-
intensivamente ou extensivamente sendo mais frégiem animais sujeitos ao estresse
(WHITLOCK, 1999b). BORGES et al., (1996) somentesafaram ulcera de abomaso em
bovinos criados intensivamente, concluindo queeneaso possivelmente o estresse induzido
pela escassez de alimento de boa qualidade pasdgariin no processo.

As ulceracdes gastricas sdo muito comuns na espqiira. A domesticacdo desses
animais pode possivelmente ter provocado subsiarefieitos na sua saude. InUmeros fatores
justificam o aparecimento de tais alteracdes digestcomo parte integrante do processo de
domesticacdo do cavalo. Considerando que o padr&ectecdo acida no cavalo € continua
durante 24 horas do dia, o confinamento em baiadah dieta alimentar, na maior parte dos
centros hipicos, fazendo com que os animais pergadmea parte do dia em jejum, permitindo
gue o acido gastrico literalmente “corroa” a mucdsaestdmago. Aléem do mais, diversas
outras circunstancias promovem a elevacao dossniesisecrecdo acida, tornando-se fatores
potencialmente ulcerogénicos. Dentre eles podentas @ exercicio fisico, estresse em suas
mais diferentes formas, uso abusivo e indiscrinondel antiinflamatérios ndo esteroidais face
as constantes lesbes e contusdes inerentes asisidedes esportivas.

Na espécie equina a Ulcera assintomética estanpeesan cerca de metade da
populagdo, tanto em potros como em animais adllssa porcentagem pode chegar até 93%
na raca Puro Sangue Inglés em treinamento de aofMiJRRAY et al., 1996; MURRAY,
1997).

Os fatores acima mencionados, relacionados targaaionais de producao intensiva,
guanto aos animais destinados a praticas esporfaasm com que estes diminuam a sua
eficiéncia na producéo e a perda do desenvolvimathético, respectivamente. Sendo assim,
pesquisas na busca de aditivos que visam melhosani@ade animal, sdo cada vez mais
intensificadas.

Os aditivos sdo ferramentas utilizadas para o olntdos prejuizos dos estresses
causados pelo manejo e sdo adicionados intencieng#mas racbes com o objetivo de
conservar, intensificar, ou modificar as suas peglades quimicas sem prejuizo ao seu valor

nutritivo.
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Os antioxidantes utilizados nas racdes podem atarganismo do animal como um
todo, protegendo as mucosas da acao de radicags,limclusive o epitélio gastrico e intestinal,
promovendo uma melhoria na absorcao dos nutrientemseqientemente um maior ganho de
peso. A descoberta de constituintes oriundos detgdague possam ser utilizados como
aditivos para racfes, agindo como subterapéutinofitaterapicos, € de grande importancia
para o crescimento da industria pecuéria tantentd® econdmico como no sentido da saude
das pessoas que se alimentam da carne dessessamwitando assim o0 uso de medicamentos
sintéticos.

Nesse contexto as plantas medicinais tém surgidm aama alternativa tanto para o
tratamento terapéutico de patologias e/ou aditiioa forma de subterapéuticos) que
acrescentados as racdes tem por objetivo modificestado de saude animal, prevenindo-o
contra uma série de doencas que provocam perdaéreimas ao produtor como também uma

melhora na qualidade de vida animal.
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3-JUSTIFICATIVA

A utilizacdo de plantas medicinais no combate anda® vem desde o inicio da
civilizacdo, e cresce substancialmente nos Ultisess no Brasil, devido ao baixo custo,
facilidade de acesso e sua compatibilidade culjtypahcipalmente na regido Nordeste
(Nogueiraet al, 1996).

O uso de espécies vegetais nas pesquisas envebstigacoes da medicina tradicional
e popular, o isolamento, a purificacdo e a caraetgfio de principios ativos, relacao estrutura/
atividade, bem como a investigacao dos efeitosdaohdgicos de extratos de plantas e de seus
compostos quimicos se faz necessario quando sg depeoducdo de um fitoterapico seguro
para uso em humanos ou animais.

Algumas espécies dos géneros citados tém sido sugalamedicina popular para
tratamento de diversas doencas, entre elas Ulg&stsicas. No entanto, existem poucas
pesquisas cientificas que comprovem esta atividedsas espeécies. Evidéncias clinicas e
experimentais sugerem que o estresse oxidativeeame um papel fundamental na etiologia
da ulcera gastrica e compostos antioxidantes parleracer citoprotecdo gastrica (Repetto et
al., 2002).

Investigacdes quimicas de outras espéciesByisonima mostram a presenca de
flavonoides e proantocianidinas, compostos comdaiiles antioxidantes comprovadas (Béjar
& Malone, 1993). Um grande numero de acfes farndgomds envolvendo compostos isolados
de folhas, caule e raizes Béectranthus barbatus Andja foram testados e cientificamente
comprovados. Alguns dos compostos Rlectranthus barbatusambém foram isolados das
folhas e caules delectranthus grandisespécie muito utilizada pela populacdo, e até mesmo
confundida com &. barbatos por ser muito parecida morfolégicamente.

As duas plantas alvos estudadas nesta Bessericea e P. grandissdo usadas
popularmente para desordens gastriBasericeateve sua atividade antioxidante comprovada,
e 0s constituintes quimicos d® barbatus, que sdo similares aos da P. grantiimjbém
revelaram atividades biolégicas como antiinflamagbe antitumorais.

Sendo assim, tornam-se necessarios maiores estladoplantas para comprovar a
eficiéncia de seus extratos e compostos puros rsrogeotecdo, como em modelos

experimentais de inducdo de Ulceras e mecanismagatede seus compostos, que permitam
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determinar a dose adequada destes produtos pamasgeseguro. Verificando-se também a

inter-relacdo entre a atividade antioxidante ergpsttetora.
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4-HIPOTESE CIENTIFICA

O extrato etandlica deB. sericeae 0s compostos barbatusina @-hdroxi-3-
deoxibarbatusina isolados d&. grandis apresentam propriedades antioxidantes e

gastroprotetoras.
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5 OBJETIVOS

5.1 Objetivo Geral

Investigar a acdo gastroprotetora e as possivassernvolvidas no mecanismo de acao
dos compostos barbatusina (BB) p-I8droxi-3-deoxibarbatusina (OHBB) isolados &e
grandise do extrato etandlico das folhas Blesericeaeem modelos experimentais de leséo
gastrica em camundongos bem como, a caracterizidoonstituintes quimicos responsaveis

pelas a¢cdes do extrato em estudo.

5.2 Objetivos especificos

1- Preparar o extrato etanodlico das folhas da alBytsonima sericea¢BSLE); e
fracionar o extrato bruto em coluna filtrante castventes em ordem crescente de polaridade;

2-ldentificar classes de compostos quimicos argdot extratos da planta;

3-Avaliar as atividades antioxidantesvitro das fragdes, usando o método do radical
livre 1,1-Difenil-dipicril-hidrazil (DPPH), seleciando as que possuirem melhor atividade
antioxidante para o estudo;

4- Avaliar a toxicidade aguda do BSLE;

5- Estudar a atividade gastroprotetora do BSLE £ @HBB e BB em modelos de

lesGes gatricas por etanol ou indometacina em cdomgos;

6- Avaliar a participagdo do receptor da capsai€liRPV1), 6xido nitrico, e canais de
potassio ATP-dependentes no mecanismo gastropradaso OHBB e BB e do BSLE no
modelo de ulcera induzida por etanol;

7- Verificar a acdo do BSLE, e das OHBB e BB sobr@roducdo dos grupos

sulfidrilicos ndo-protéicos (NP-SH) gastricos emmuadongos;
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8- Avaliar a acdo do BSLE e das OHBB e BB no ndesperoxidacgéo lipidica, atraves
da dosagem de malonildealdeido na mucosa gastriicaodelo de lesdo géastrica induzida por

etanol;

9- Avaliar a atividade das enzimas catalase, suprd@esmutase, nos estdbmagos dos

animais tratados com o BSLE e a OHBB e BB no modeltesdo gastrica induzida por etanol;

10- Avaliar a influéncia do BSLElas OHBB e BB através da producdo de muco

gastrico em estbmagos de camundongos no modedsde gastrica induzida por etanol;

11- Avaliar a influéncia e do BSLE e as OHBB e Bibre o transito intestinal em

camundongos;
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CAPITULO 1

Atividade Antioxidante e Gastro-Protetora de Produbs Naturais em Animais

Experimentais

Evaluation of antioxidant activity and gastric protection of natural products in

experimental animals

Periddico: Revista Brasileira de Plantas Medicinais- Aceito para publicagdo em
20/03/2008.
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Atividade Antioxidante e Gastro-Protetora de Produbs Naturais em

Animais Experimentais

Rodrigues, P.AY; Morais, S.M.:; Marques, M.M.M.*; Aguiar, L.A.*; Nunes-Pinheiro,
D.C.S?

'Universidade Estadual do Ceara - Laboratério deiRos Naturais, Av. Paranjana 1700, CEP
60.740-903, ltaperi, Fortaleza-Cé&; Universidade Estadual do Ceara, Laboratério de
Bioquimica e Imunologia Animal, Faculdade de Vetéria.

*Correspondéncia: patriciaraujoro@yahoo.com.br

RESUMO: Nas condicfes fisiologicas, durante a reducdo dgéaio molecular, espécies
reativas de oxigénio sdo formadas, para a progfiesd do organismo, no entanto quando em
excesso estes radicais livres devem ser elimingoois, podem afetar muitas moléculas
biolégicas, implicando em varias doencgas, tantbhagraem como em animais. Assim, o0 uso de
produtos naturais como antioxidantes e protetor@strigos, sobretudo aqueles de baixa
toxicidade e baixo preco, vem sendo pesquisaddsizados de forma alternativa com bons
resultados em tratamentos curativos e como aditieosacdo. Dentre varias espécies vegetais
brasileiras com efeitos gastroprotetores compravadbido @8yrsonima crassaPlectranthus
barbatus Plectranthus amboinicug Campomasia xanthocarpdJm importante uso das
plantas medicinais ainda pouco explorado é na nmadigreventiva veterinaria contra uma
série de doencas que afetam tanto animais de @oddevido ao estresse do confinamento e
manejo como animais de uma forma geral. Tendo sta viarios estudos que demonstram 0s
produtos naturais agindo como antioxidantes e gasttetores ndo toxicos, esta revisdo tem
como objetivo mostrar o papel dos radicais livreaionados com formacao das lesbes
gastricas bem como os principais modelos expermigende avaliacdo de Ulceras e a
importancia dos antioxidantes naturais na preverd@ssas lesdes, discutindo sobre as

estratégias de defesas do organismo contra a faohgradicais livres.

Palavras-chave:produtos naturais, antioxidantes, gastroprotetor
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ABSTRACT: Evaluation of Antioxidant Activity and Ga stric Protection of Natural
Products in Experimental Animals. In the physiological conditions, during the retiic of

the molecular oxygen, reactive oxygen species an@add to be used in organism defense,
nevertheless in excess these free radicals mustitéated because can cause damages in
many biological molecules, related to some diseas#®er in man as in animals. Thus, the use
of natural products which present antioxidant aadtrc protection, mainly those with low
toxicity and low price, have been studied and usedlternative forms with good results in
healing treatment and as additive in the ratiBgrsonima crassaPlectranthus barbatys
Plectranthus amboinicuand Campomasia xanthocarpare example®f Brazilian medicinal
plants with gastroprotective action. The use of iciedl plants in preventive medicine
veterinary is important nevertheless there are $wdies for improving the animal health
preventing against a series of diseases that adi@obal of production, submitted to stress
caused by confinement and handling, as well as camamimals. In view of several studies
about natural products, acting as antiradical andjastric protection without toxicity, the
objective of this revision is to show the role tdd radicals in the formation of gastric lesions
as well as the main experimental models of ulcedwation and the importance of natural
antioxidants in the prevention of these injuriesd aliscussing the strategies of organism

defenses against the formation of free radicals.

Keywords: natural products, antioxidants, gastric protection

INTRODUCAO

A grandeza da biodiversidade brasileira ndo é codhecom precisdo tal a sua
complexidade, estimando-se a existéncia de maidote milhdes de espécies distintas de
plantas, animais e microorganismos. O Brasil éie pam maior diversidade genética vegetal
do mundo, contando com mais de 55.000 espéciebgadias de um total estimado entre
350.000 e 550.000 espécies (Dias, 1996).

As plantas medicinais usadas tradicionalmente itoast fontes potenciais de novas
substancias ativas, no entanto, existe uma neeésside validacdo através de pesquisas
cientificas que utilizem modelos adequados de @xpetacdo para comprovacao dos efeitos
farmacoldgicos e, em seguida, proceder ao isolamenirificacio e caracterizacdo de
principios ativos e mecanismo de acdo para a fagaol de fitoterapicos seguros para uso
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humano e/ou animal. O estudo da dose, concentragda de administracdo também séo
essenciais.

Animais que sao mantidos em cativeiros, bem conmmais de producao, sofrem um
estresse consideravel devido as condi¢gfes afif@ittas a que sdo submetidos. Outros fatores
como sazonalidade, manejo, localizacdo geografferiedo de abate séo fatores geradores de
estresse, sendo assim fonte de influéncia na @msialde Ulceras gastroesofagicas.

A fitoterapia poderia ser mais amplamente aplica@anedicina veterinaria preventiva
ou em conjunto com a medicina convencional. Dedé&ste contexto, esta revisédo focaliza o
uso de plantas ou compostos quimicos derivados lal#ap, que possuam comprovada
atividade antioxidante e/ou gastroprotetora comemméal uso veterinario, mostrando sua

viabilidade e reforcando suas vantagens sob o tasgecura, e até mesmo financeiras.

1. Radicais Livres - Estresse Oxidativo- Defesadxidiante

Radicais livres sdo definidos como moléculas que é#trons desemparelhados na
orbita externa. Eles sdo geralmente instaveis ¢ommaativos (Fanget al., 2002). Espécies
reativas de oxigénio (EROs) sdo produzidas em asimalusive humanos, sob condi¢cfes
fisiologicas e patoldgicas. Radicais livres oxigemampodem ser convertidos a outras espécies
reativas nao radicais, como peroxido de hidrog@ni®.), acido hipocloridrico (HOCL), acido
hipobromico (HOBr) e peroxinitrito (ONO@NOOH). Assim as EROs incluem espécies
radicais e ndo radicais (Fargal, 2002). Por sua larga influéncia nos sistemasbiobs, as
EROs tém despertado o interesse dos pesquisadaeesuscam evitar sua formacéao.

Radicais livres oxigenados sdo constantemente gerad vivo para propositos
fisioldgicos como, por exemplo, defesa contra ndoganismos patogénicos. Em alguns casos
sao produzidos em excesso, quando iSSO aconteaee cgoestresse oxidativo. Algumas
situacbes geradoras de estresse oxidativo inclugiimacdo de fagdcitos (neutrdfilos,
macrofagos, mondcitos e eosindfilos) por microoigrans, hiperdxia, alguns xenobidticos,
radiacdo ionizante, isquemia e exercicio fisiccemxante (Yu, 1994; Pereiet al., 1994).
Esses radicais também estédo envolvidos em divdsas;zas: tumores, diabetes, infertilidade,
gastrite e causam danos oxidativos no DNA, lipidepsoteinas (Chest al.,2006).

A peroxidacao dos lipidios das membranas celuiai@gsenas um exemplo de lesdo que
pode ser promovida pelos radicais livres, uma weztqdas as biomoléculas sdo susceptiveis a

oxidacdo (Halliwell & Gutteridge, 1984). Para vencedesafio dos radicais livres, os seres
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aerdbicos desenvolveram mecanismos de proteca@cidos como defesas antioxidantes, que
podem ser compostos quimicos e enzimaticos. Noepomcaso, varias moléculas com
propriedades antioxidantes consumidas na dieta a@pmtocoferol (vitamina E)B-caroteno,
selénio, acido ascorbico (vitamina C), glutatioeduzida (GSH) diminuem a acéo toxica das
espécies reativas de oxigénio (EROs) produzidaa aextracelularmente. No segundo caso,
guando sdo expostos as EROs os organismos sintepirateinas (enzimas) antioxidantes
como as superoxido dismutases, catalase e gluagteroxidase (Yu, 1994).

A manutencado das defesas antioxidantes quimicasim&icas em equilibrio dindmico
com a formacgao de espécies reativas de oxigéneektlema importancia para sobrevivéncia
dos organismos. Assim 0s antioxidantes artificcisio os naturais tém um papel importante
por atuarem na inibicdo dos radicais livres fornsad® busca por antioxidantes naturais nos
produtos vegetais tem sido intensificada nos Ubiranos, por constituirem fontes naturais
destas substancias como a vitamina C[paroteno, fenois e flavondides. Varios Oleos
essenciais e componentes ndo volateis presenteslifenentes espécies vegetais foram
identificados como importantes agentes antioxidafliteliger, 1991; Weng & Wang, 2000).

2. Plantas e compostos quimicos naturais com atilédantioxidante

O interesse pelos antioxidantes naturais teve oinitdbs anos 80 mediante a
comprovacao de danos causados por doses elevada#tioeidantes sintéticos usados nos
alimentos como BHT (butil-hihroxitolueno), BHA (lldihidroxianisol) e (t-butil-hidroquinona)
sobre o figado (Duran & Padilha, 1993).

Phyllanthus nirurj uma planta tipicamente nordestina, comumente esnda como
guebra-pedra € usada popularmente para eliminagioc&culos nos rins. Estudos
demonstraram que extratos metanodlicos e aquostshdes e frutos dessa espécie mostraram
inibicdo da peroxidacéo lipidica da membrana celidaqiestrando radicais livres frente ao
DPPH e inibindo espécies reativas de oxigéniwitro. A atividade antioxidantén vivo dos
extratos foi verificada pela inibicAo da peroxidad@pidica, induzida pelo tetracloreto de
carbono no figado dos ratos (Harish & Shivanandapp@6).

Alcaldides da plantaconitum laevdroyle foram isolados e estudados. Tais compostos
demonstraram atividade antioxidante que foi veada, calculando-se o percentual da atividade
sequestrante de radicais livres frente ao DPPHh&imeet al.,2005).
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O extrato da casca déncaria tomentosaVilld. ex Roem. & Schult. DC. conhecida
como unha-de-gato, planta medicinal muito popular Reru evidenciou a capacidade de
capturar radicais peroxil e superéxido e quantificado total de taninos e compostos fendlicos
totais. De acordo com os pesquisadores resultadgyesn que o extrato alcodlico tem alto
potencial medicinal (Pilarslet al.,2005).

A anélise da atividade antioxidante do fruto $lehinus terebenthifoliuRaddi foi
calculada pelo sistenf&:caroteno/acido linoléico dos extratos alcodlicasgeosos. A planta
conhecida popularmente com aroeira do sertdo énarig da América do Sul, especialmente
do Brasil, possui um bom poder antioxidante em ai® extratos, quando comparada aos
poderes antioxidantes do BHT e BHA, antioxidantag&scos comumente usados. Esta planta
é conhecida como tendo elevado teor de taninosddpagiet al, 2004).

Diferentes componentes quimicos sdo encontrados pteadas G. inodorum, P.
sarmentosune M. arvensesomo vitamina C, vitamina E, carotenos, xantofil@s)inos e
outros compostos fendlicos, sendo estes relacienenim elevados indices antioxidantes. Os
resultados sugerem que a atividade antioxidanteadesspécies pode ser atribuida a presenca
desses compostos quimicos, principalmente vitaniing xantofilas. Essas plantas sao
consideradas boas fontes de antioxidantes na{@hanwitheesulet al, 2005).

Compostos fitoquimicos que apresentam em sua @strum anel aromatico com uma
ou mais hidroxilas recebem a denominacao de cowgpdsnolicos e, geralmente apresentam
propriedade antioxidante. Dentre eles desatacanssi#avonodides, os acidos fendlicos e o
tocoferol como os mais comuns antioxidantes fenélide fonte natural (Melo & Guerra,
2002).

Os flavondides atuam como antioxidantes primamagindo com os radicais livres, e
também como quelantes de metais. Flavonas e fley@dd as duas principais classes de
flavonodides encontradas universalmente na natu@zanais comuns flavonois antioxidantes
séo canferol, quercetina e miricetina (Harborne &i&vhs, 2000). A figura abaixo mostra as

estruturas de flavonodides antioxidantes.
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OH (@] OH O
R; = OH, R, = H, Quercetina R = OH, Canferol
R; = O-ramnose, R, = H, Quercitrina R = H, Apigenina

R, = O-glicose, R, = H, Isoquercitrina
R1 = O-rutinose, R, = H, Rutina
R1 = H, Luteolina

FIGURA 1. Flavonodides com atividade antioxidante

Os principais componentes quimicos presentes nimsfoda alcachofraCynara
scolymus, sdo os acidos fendlicos, flavondides e sesquiterpe A cinarina (&cido
monocafeioilquinico) € relatada como principio atantioxidante da planta (Noldiet al,
2003). Varios estudos biolégicos com extratos Isrqourificados de alcachofra, realizados
tanto em animais quanto em humanos, demonstranaaieaies antioxidantes.

O extrato etanolico das folhas deectandragrandifiora, planta existente na mata
Atlantica do Brasil, mostrou atividade antioxidanteteste com 8-caroteno. O fracionamento
do extrato resultou no isolamento de dois flavoesidlicosilados 3-@-ramnosilcanferol e 3-
O-B-ramnosilquercetina os quais exibiram atividaddiesttadora de radicais livres frente ao
DDPH, maiores quando comparados aos antioxidarmesecidos como a rutina e o BHT
(Ribeiroet al, 2005).

Os é&cidos fendlicos sado importantes agentes adéinies encontrados freqientemente
nas plantas na forma de ésteres, como também pexistir na forma de glicidios livres ou
ligados a proteinas e raramente como &cidos li\WWesgrupo dos acidos hidroxibenzoicos
(compostos que possuem grupo carboxilico ligado am®l aromatico) destacam-se
protacateucuico, vanilico, siringico, gentisicolis8co, elagico e galico (Harborne &
Williams, 2000).

Vegetais ricos em compostos fendlicos por seredicimalmente consumidos como
alimentos, sdo considerados seguros, tanto pelasucodores como pela indlstria de
alimentos. Constatacdo que, no entanto nao gaeastea inocuidade, requerendo, portanto

estudos toxicoldgicos sobre estes compostos filmigas (Melo & Guerra, 2002).
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3. Leséo gastrica x Gastroprotecao

As lesbes gastricas ocorrem devido a um desedaikéntre fatores ofensivos e fatores
defensivogSairamet al, 2002. O dano é provocado quando a mucosa perde adzaglide
proteger-se através das secrecfes de bicarbomate bem como, de promover uma nova
epitelizacagBoothe, 1999 A difusdo de retorno do acido luminal para a nsacé crucial na
patogénese da lesdo. A acao tOpica de muitos agentkhgenos e exdgenos pode alterar os
mecanismos de defesa, aumentando deste modo agbdidaele da mucosa ao aciffbwedt
& Magne, 1992 Com o aumento da entrada de &acido, ocorre umaiacatk eventos,
comecando com lesao direta da mucosa e seguindieptuicdo da submucosa (Lipttkal,
2002). Os mastocitos na submucosa e lamina prdpsagranulam e liberam histamina quando
em contato com o &cido. A histamina liberada eséinausecrecédo celular parietal de acido
cloridrico, assim como inflamacéo local e edemadag® acido pode ainda lesionar vasos
sanguineos e estimular nervos da parede gastricajogando contracdes musculares
exacerbadafTwedt& Magne, 199p

A reconstituicdo epitelial € extremamente impogana manutengdo da estrutura e
funcionamento da barreira mucosa. A formacao ddisass livres, as citocinas inflamatdrias e
o estresse fisiopatoldgico reduzem a taxa de prafifio celular dificultando o processo de
reconstituicdo das células gastricas. Por outro, ladepitélio gastrico é recoberto por um
espesso muco que impede a retrodifusdo dos ibn® ompimento da barreira mucosa pelo
refluxo de bile, uremia, aspirina e outros anténfhtérios ndo esteroidais aumentam a
permeabilidade da mucosa e permitem a retrodifdedon H, aumentando a acidose tecidual
(Beejay & Wolfe, 2000). Alteragdo no fluxo sangliineo da nsacé outro fator de grande
importancia na génese das injurias gastricas. X» fianglineo pode ser severamente alterado
por acdo de drogas, como o &cido acetil saliciktanol e pela entrada de agentes luminais,
como &cido e pepsin@obbins, 1998 A cicatrizagdo das lesbes fica comprometida aewid
reducdo do fluxo sangliineo na mucosa causadatesraggenteBoothe, 1999

Outro fator envolvido na lesdo gastrica é o reflawoconteddo duodenal que ocorre
levando a exposicdo da mucosa a pepsina e aos dmidwes, destruindo a barreira mucosa e
provocando a formacédo dos radicais livres que lewanesdo oxidativa da mucosa e
rompimento microvascular pela ativacédo do fator-plaiguetario, do fator de necrose tumoral
(a-TNF) e das interleucinas (Beejay & Wolfe, 2000).
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Ulceras provocadas por estresse séo devido aggteienlogicos e fisioldgicos (Miller,
1987). O estresse induz a peroxidacéo lipidicartr gip aumento dos niveis de peroxidase
lipidica. A conseqiiéncia desse processo € o aundmtgeracdo de espécies reativas de
oxigénio ocasionando, consequentemente, dano oadatie é o fator comum na patogenia
clinica de ulcera (Goel, 1991; Sairatal, 2002).

Espécies reativas de oxigénio EROs tém mostradacexem papel critico no processo
ulcerdgenico (Dast al, 1997). O papel das EROs no desenvolvimento dmy@aese da lesao
experimental géastrica aguda induzida por estresteol e drogas anti-inflamatdrias néo
esteroidais € bem documentada (Blaal, 1997; Isenbergt al, 1995).

Estudos experimentais tém demonstrado que a geEdadicais livres estd associada a
patogénese de lesdes gastricas agudas induzidatapot. Os radicais livres medeiam a injaria
no tecido estimulando a peroxidacdo dos lipidigsygcando danos na membrana celular
através da coagulacéo de proteinas, lipidios @scidcléicos. As lesdes histopatoldgicas mais
evidenciadas sao congestdes, edema, hemorragsdoeeonecroshl-Shabanalet al, 2000;

La Casaet al.,2000. Em condigdes fisioldgicas de equilibrio, a conigdo do ion (B no
[imen € muitas vezes maior do que na lamina propriacorrem alguns mecanismos que
evitam a difusdo da volta do ion para os tecidosedor. Um deles é a resisténcia elétrica da
membrana celular apical e os complexos juncionaiarda glandular gastrica prépria que séo
extremamente altos. A resisténcia mais o potemdético negativo do limen restringem o
movimento passivo do ion'H

Outro mecanismo utilizado pelo organismo é secredéomuco pelas células
superficiais e colo gastrico em resposta a Achti(ackna) e estimulacdo mecanica para
formacdo de uma camada adjacente & mucosa. Outgirenado os ions bicarbonato que sao
secretados pela superficie epitelial e se tornaidose no gel mucoso. A barreira epitelial
gastrica composta por fosfolipideos ativos, liptgirtas, da membrana celular também
previnem o retorno por difusdo do ion H+ (BootH99).

Outros mecanismos de defesas que previnem e repardanos da mucosa gastrica sao
os fluxos sanguineos da mucosa que promovem ocfaraeto de nutrientes e oxigénio para as
células, removendo os ions Hue penetram na barreira, por replicacéo dasaséégiteliais da
mucosa e a producéao de citoprotetores (Boothe,)1999

A prostaglandina um produto do metabolismo do aeidmuidénico € produzida pela

mucosa gastrica, aumenta na presenca de agertses, e apresenta um papel citoprotetor
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importante, inibindo a secrecdo acida por reduzpr@ducdo celular do monofosfato de
adenosina (AMP) (Beejay & Wolfe, 2000).

4. Plantas medicinais e compostos quimicos cordatie gastroprotetora

Muitas espécies vegetais sdo utilizadas na medipmgular, principalmente no
Nordeste brasileiro, por apresentar acdo antiaeidantiulcerogénica. Porém, o uso e a
comercializacdo dessas espécies vegetais tém pleceéd avaliacdo farmacolbégica e
toxicoldgica (Alkofahi & Atta, 1999).

As atividades antiulcerogénicas de varias plan@® wendo estudadas. A espécie
Maytenus truncataReiss € uma planta nativa da Bahia, conhecida cesminheira santa”.
Suas folhas sdo usadas popularmente na forma dearhatratamento de Ulcera gastrica.
Experimentalmente a administracdo de extratos $m@duziu a severidade de Ulcera géastrica
induzida pelo estresse ao frio em ratos, com @bt mais significativos para o extrato
metandlico (Silvaet al.,2005).

Segundo Markmaret al, (2004) aCampomasia xanthocarpazonhecida no Brasil por
“gabiroba”, é usada no tratamento preventivo denda® gastricas. A administragdo oral do
extrato hidroalcodlico das folhas (400mg/kg) mastser efetiva na prevencdo de Ulcera
gastrica, em ratos, ndo produzindo efeito toxicaleses superiores a 5 mg/kg.

Resultados experimentais de extrato cloroformicd aleacetum larvaturadministrado
em ratos na dose de 50mg/kg, mostraram ter um pedmissor no tratamento de doencas
inflamatérias e também efeito gastroprotetor (Radret al, 2003).

Os efeitos adversos de drogas sintéticas usadastrai@snentos de Ulceras tém
estimulado pesquisas que visam ao isolamento deipids ativos diferentes, obtidos a partir
de plantas medicinais (Alkofahi & Atta, 1999; Golezaet al, 2000). A atividade
gastroprotetora das plantas medicinais pode séufita a diversos compostos quimicos
isolados de muitas espécies vegetais como flavespesterdides, terpendides e as saponinas
sendo alguns exemplos de substancias quimicaspgeseatam atividade protetora da mucosa
gastrica (Souccar, 2002).

Estudos demonstraram que os alcaldides pirrolimid$énsenecionina, integerrimina,
retrorsina, usaramina e sencifilina extraidos diaf e de inflorescéncias dgenecio
brasiliensis conhecida popularmente no Sul e Sudeste do Bpasil “Flor das almas”,
“Margaridinha” ou Maria-Mole, tiveram efeito sigiwétivo no tratamento de doencas
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ulcerogénicas em modelo selecionado de Ulcerajromrfdo assim sua utilizagdo popular no
tratamento de dores no estdémago (Tatnal.,2004).

A Byrsonima crassdNiedenzu (Malpigheaceae), planta utilizada na onedipopular
no Brasil para tratar a maior parte de doencaciogladas ao aparelho digestivo, teve seu
efeito gastrotroprotetor comprovado em modelo ewmpmrtal de Ulcera induzida pela
associacdo de acido cloridrico e etanol a partirexteatos hidrometandlico, metandlico e
cloroférmico de suas folhas. Essa planta contémpostos fendlicos como quercetina e
catequina, que podem explicar o efeito ulceratagénestes extratos (Sannornetaal, 2005).

Solugéo hidro-alcodlica de aroeira do sertAstronium urundeuvgAlleméao) Engl.)
vem sendo usada pela populacdo nordestina no tratarde problemas gastricos como Ulcera
e gastrite. Estudos de Rabal. (1987) demonstraram sua acéo anti-ulcerogénica.

Desordens do sistema digestivo sdo tratadas usarias espécies delectranthus
Algumas espécies sdo usadas para tratar dor deaggip nausea, vomitos, diarréia, infeccdes
da boca e de garganta e também como purgantesinaiiums e como anti-helminticos. As
espécies mais frequentemente usadasPd@ctranthus barbatus e Plectranthus amboinicus
para tratar uma larga variedade de problemas digesPor exemploPlectranthus barbatué
usado para o tratamento de dor de estdbmago e campuugante (Lukhobat al., 2006).
Recentemente foi descrita a inibicdo da enzimaigadtl’,K*-ATPase pela plectrinona A, um
diterpenoide isolado delectranthus barbatusndrews (Schultzt al.,2006).

Muitas plantas tém demonstrado atividade de protegastrointestinal, mas o
mecanismo gastroprotetor envolvido até hoje coatima maioria das espécies estudadas, uma

incognita.

5. Modelos de lesé@o géastrica para a avaliacdo daidade gastroprotetora de plantas

Os modelos experimentais de inducdo de lesOesiogéstatuam por diferentes
mecanismos ulceratogénicos e representam o prinpeisso para determinar 0s possiveis
mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastaipra de substancias ou plantas
medicinais (Hiruma-Limat al, 2000).

A atividade anti-Ulcera de uma substancia descaddepode ser determinada em
animais experimentais frente a trés modelos agudutucdo de lesdes gastricas por
medicamentos (acido acetilsalicilico ou indometagimducédo de lesbes gastricas por estresse,

ou inducdo de lesbes gastricas por etanol. Taiselm®dsdo os mais utilizados porque
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representam os agentes etiologicos mais comungdvan® na patologia das Ulceras gastricas.
No entanto a importancia das lesbes agudas naie$pgnana € pequena comparada as lesdes
cronicas rescidivantes. E importante verificar,tmio, a atividade da droga em um modelo

cronico como das lesbes gastricas induzidas pdo &wético (Lapat al, 1999).

6. Produtos naturais com atividade antioxidantdixidade gastroprotetora

Na medicina tradicional, varias plantas e ervas gdo usadas no tratamento de
desordens gastrointestinais incluindo gastrite¢ceras pépticas (Singh & Majumbar, 1999).
Usnea longissimampregada no tratamento de Ulceras na medicinalgyoge varias cidades
do mundo é conhecida devido a sua atividade astogénica e antioxidante. O efeito
antiulcerogénico do extrato aquoso obtido da espésiea longissiméoi investigado usando-
se 0 modelo de ulcera induzido por indometacinasaos, onde se observou efeito protetor
contra Ulceras, ao quais seus autores atribuirapo@mcial antioxidante da mesma (Ha&ti
al., 2005).

Rhizophora manglé amplamente utilizada na medicina popular do €arievido a
mesma possuir atividades antisépticas, antifungleasre outras. Estudos evidenciaram efeito
gastroprotetor em Ulceras experimentais induzida didofenaco quando comparado com
inibidor da bomba de prétons (omeprasol). O extdat@lanta foi administrado por via oral
(gavage) e depois utlilizado o diclofenaco. O pataimento com o extrato resultou numa
significativa diminuicdo nas areas ulceradas. Qdessugere quhizophora manglenduz a
recuperacao dos niveis da protaglandina, na qu@pketado pelo diclofenaco. Esses resultados
sugerem que o efeito gastroprotetor da planta nesskelo de Ulcera experimental, aparece
através da dose dependente de prostaglandina igidadd antioxidante (Berenguet al,
2005).

Bafna & Balaraman (2005) atribuiram a substaneiatipare, originada de plantas tais como
Glycyrrhiza glabra, Emblica officinalie Tinospora cordifoliao efeito cicatrizante de Ulceras e
as relacionam possivelmente a sua atividade adaose.

Segundo Hode&t al, (2002) as propriedades antioxidantes de flavon@dasinos sdo

relacionados com suas atividades antiulcerogénicas.



57

CONSIDERACOES FINAIS

Os animais que sdo mantidos em &reas de altasntmufies demograficas por m
acarretando competicdo por espaco, alimento e & de permanecerem em condi¢cdes
climaticas desconfortaveis, estao sujeitos a deetealiversas origens. O uso de plantas como
fitoterapicos em animais de producdo sujeitos dmesse, devido ao sistema intensivo de
criacdo, poderia acarretar beneficios ainda nalmedos.

Os usos de aditivos antioxidantes podem atuar gengmo como um todo, protegendo
as mucosas da acao de radicais livres, inclusetélio gastrico e intestinal protegendo assim
as mucosas, promovendo uma melhoria na absorcaoudnentes e conseqientemente um
maior ganho de peso. A descoberta de constituintesidas de plantas que possam ser
utilizados como aditivos para racdes ou fitoterdpicé de grande importancia para o
crescimento da industria pecudria tanto no sergm@mdmico como no sentido de saude das
pessoas que se alimentam da carne desses aniwnitsgde assim o uso de medicamentos
sintéticos. Nesse contexto as plantas medicinaisst&gido como uma alternativa tanto para o
tratamento de patologias e/ou aditivos que sadoicadidos &s racdes com o objetivo de
modificar o estado de saude animal, prevenindosos@ uma série de doengas que provocam
perdas econdmicas ao produtor como também uma raelaaqualidade de vida animal.
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Resumo

Folhas deByrsonima sericegMalpighiaceae) sdo largamente utilizados na nieglipopular
contra doencas gastricas. Este estudo investigoidaate do potencial gastroprotetor do
extrato etanodlico das folhas & sericea(BSLE) com possivel mecanismo de a¢do usando o
modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol aibsol0,2 mL / animal, p.0.) em
camundongos. Andlises fitoquimicas foram realizggas identificar os componentes ativos
presentes no extrato. BSLE em doses orais de 135H, 500 e 1000 mg / kg atenuaram
significadamente lesGes gastricas provocadas pafwle inibindo 53,2, 86,5, 80,8 e 90,2%,
respectivamente. O extrato da planta (250 mg /féigrapaz diminuir significativamente o
dano induzido pelo etanol, e restaurar as ativislgdstricas da superoxido desmutase (SOD) e
catalase (CAT), diminuir a deplecdo de muco gastidos grupos sulfidrilicos-n&o-protéico
(NP-SH/GSH) e impedir o aumento de espécies reativa acido tiobarbitirico (TBARS)
promovidas pelo etanol absoluto, sugerindo um nisgan antioxidante no efeito
gastroprotetor. O pré-tratamento com o0 antagonikia receptoes TRPV1 capsazepina,
bloqueou o efeito gastroprotetor de BSLE. O efdddBSLE (250 mg / kg)no dano produzido
pelo etanol foi significativamente reduzido em cadungospré-tratados com capsazepina, L-
NAME, ou glibenclamida, os respectivos bloqueaddrpstenciais inibidores dos receptores
vaniloide 1 (TRPV1), da 6xido nitrico sintetaseieaores dos canais de potassio dependentes
de ATP. Investigacdes fitoquimicas do BSLE rewataa presenca de flavonoides, quercetina;
isoquercetrina; rutina e kaempferol 3-O-rutinosjdembstancias conhecidas pelas suas
propriedades antioxidantes e gastroprotetora. Eetedtados em conjunto permitem concluir
gue BSLE oferece gastroprotecdo, por meio de variesanismos, que pode ser util na

disfuncéo associada a patologias gastricas.

Palavras chaveByrsonima sericea Gastroprotecdo; Etanol; Antioxidante; Oxido mdig

Canais deK "atp
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Abstract

Byrsonimasericea (Malpighiaceae) leaves are extensivelg usélk medicine against gastric
ailments. This study investigated tBe sericealeaf ethanolic extract (BSLE) for potential
gastroprotective activity with the possible meckani using the absolute ethanol (0.2
mL/animal, p.o.)-induced gastric mucosal damagmice as a model system. Phytochemical
analysis was carried out to identify the activestinents present in the extract. BSLE at oral
doses of 125, 250, 500 and 1000 mg/kg markedIyadted the ethanol-evoked gastric lesions
by 53.2, 86.5, 80.8 and 90.2 %, respectively. TPlant extract (250 mg/kg) was able to
significantly restore the ethanol-induced decreaseshe activities of gastric superoxide
desmutase (SOD) and catalase (CAT), and diminighdipletion of gastric mucus, non-
protein-sulfhydrils (NP-SH/GSH) and the increase timobarbituric acidreactive species
(TBARS) promoted by absolute ethanol, suggesting amtioxidant mechanism in its
gastroprotective effect. The pretreatment with TRP&htagonist capsazepine blocked the
gastroprotective effect of BSLE. The BSLE (250 ngj/kffect against ethanol damage was
found to be significantly reduced in mice pretreateith capsazepine, L-NAME, or
glibenclamide, the respective blockers/inhibitofstransient receptor potential vanilloid 1
(TRPV1), nitric oxide synthase and’ ¢ channel activation. Phytochemical investigation on
BSLE revealed the major presence of flavonoids, quercetbquercetrin; rutin and kaempferol
3-O-rutinoside, substances well known for theiri@atlant and gastroprotective properties.
Taken together, these results allow us to concthdeBSLE affords gastroprotection through
multiple mechanisms, which may be helpful in abtmyaof gastric dysfunction associated

pathologies.

Keywords: Byrsonima sericeaGastroprotection; Ethanol; Antioxidant; Nitric ide; K'arp

channels

Introduction

Plants of the genuByrsonima(Malpighiaceae) are widely distributed to varioastp of Brazil
where local people call them as muritieaves and trunk bark from various spe@gssonima
are popularly employed in folk medicine to treatee gastrointestinal dysfunction (diarrhoea
and gastric ulcer), asthma, skin infections, anakehites (Mendes et al., 1999; Lira et al.,
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2008). While chemical investigations on vari@®ygsonimaspecies have shown the presence of
several bioactive compounds like flavonoids, tgeeres and tannins (Béjar and Malone,1993;
Geiss et al.,, 1995; Martinez-Vazquez et al., 1998ndes et al., 1999), bioactivity studies
demonstrated the gastroprotective, healing andliantheal activities oB. fagifolia (Lima et

al., 2008), antimutagenic activity oB. basiloba (Lira et al., 2008), mutagenic and
gastroprotective effects oByrsonima crassgSannomiya et al., 2007; Cardoso et al., 2006)
and the antimicrobial activity dByrsonima crassifolia(Martinez-Vazquez et al., 1999). The
presence of phenolic compounds possibly explaieg#stroprotective effect of the extracts of
Byrsonima species.

Byrsonima sericeaDC., also popularly known asurici that grows abundantly in the
Northeastern states of Brazil, is traditionally dige treat gastrointestinal dysfunction. An
antioxidant activity of the methanolic extract fr@nsericeahas recently been described, using
the DPPH assay (Boscolo et al., 2007). To our kadgé there were no scientific studies in
literature orB. sericeaextracts in relation to the gastrointestinal atyivbince antioxidants can
afford gastroprotection both in clinical and expental settings, the present study was aimed
to evaluate thdyrsonima serice®C. leaf extract (BSLE) for potential gastroprotectand
the underlying mechanism using the ethanol-indugastric damage in mice as a model
system. In addition, phytochemical analysis of #xract was carried out to identify the

chemical compounds probably responsible for thetptaprotective action.

Materials and Methods

Plant material and extract preparation

Byrsonima serice®C. (Malpighiaceae) leaves were collected fromeStamiversity of Cearéa
campus, Ceard, Brazil, in December of 2006, afteridentification by Dr. Afranio G.
Fernandes, botanist of the Federal University adr@eA voucher specimen (39.451) has been
deposited at Herbarium Prisco Bezerra.

Fresh leaves (1.24 kg) were macerated with 70%halcat room temperature for 7 days. The
resultant extract was filtered and evaporated yoess at 46C in a vacuum rotary evaporator
to yield 153 g of crude ethanolic extract. The @mrated extract was then submitted for
further extraction process using a low pressureasgel chromatographic column with hexane,

ethyl acetate and ethanol. These solvent solubonsvaporation gave three extracts weighing
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1.1, 5.6 and 126.2 g, respectively. Only the ethamxtract (BSLE) was utilised in the present

work.

Phytochemical analysis
BSLE was analyzed for the presence of phenols,irtandeucoantocianidins, flavonoids,

steroids, triterpens and alkaloids by qualitatikeraical analysis (Matos, 1997).

HPLC analysis

The HPLC system (Waters 2690 Alliance) was conmktiea Waters 486 tunable absorbance,
column detector (Waters C18, 3.9 X 150mm X 4um)e Hmalysis was run under isocratic
conditions using the solvent mixture: 80:20 (ACNGCH pH 2.8 phosphoric acid); flow rate: 1
mL/min, 20 pL; and temperature: %21 Quercetin, quercetin 3-O-glycoside, quercetin 3-O-
rutinoside and kaempferol 3-O-rutinoside, used@sdards for comparison, were isolated from
D. gardnerianaand characterized by spectroscopic methods. Theeodration for the extract
and standards was 1 mg/mL, the injection volume 3¢agL and the eluted was monitored at
350 nm.

Chemicals

Capsaicin, capsazepine, glibenclamide, diazoxigarginine, N'-nitro-L-arginine methyl ester
(L-NAME) were purchased from Sigma-Aldrich (St. lisu MO). Absolute ethanol was
obtained from Synth (BrazilQuercetin, quercetin 3-O-glycoside (isoquercetriplercetin 3-
O-rutinoside (rutin) and kaempferol 3-O-rutinosidelated from the flowers and leaves of
Dimofhandra gardnerianayere used as standarddl other chemicals used were of analytical

grade.

Animals

Female Swiss mice (20-259) obtained from the CeAmamal House of this University were
used. Experimental groups consisted of 8 animalsgpmup. They were housed at 24 %2
under a 12-h light/12-h dark cycle and had freeessdo standard pellet diet (Purina chow) and
tap water. The animals were deprived of food forhlbefore experimentation, but had free

access to drinking water. The Institutional Ethz@mmittee on the Care and Use of Animals
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for experimentation approved the experimental mai®) and all experiments were performed
in accordance with the guidelines of National lsé of Health, Bethseda, USA.

Gastric damage induced by ethanol

Groups of mice (n=8), were pre-treated with theicleh(0.9% saline in a 0.5% of DMSO,
10mL/kg), N-acetylcysteine (NAC) (150 mg/kg, i.pr)BSLE (125, 250, 500 and 1000 mg/kg,
p.o.) 1 h before the induction of gastric damag®taj administration of absolute ethanol (0.2
mL/animal) (Robertet al, 1979). After 25 min, the animals were sacrificie stomachs
excised, opened along the greater curvature, ringigdsaline (0.9%) and the mucosal lesion
area (mrf) was measured by planimetry using a transparedt(grea: 1mr) placed on the
glandular mucosal surface and was expressed iremage (%) in relation to total area of
corpus. After evaluating of the lesions inducedeliyanol, the glandular parts of the stomachs

were frozen and stored at —H0 for further biochemical analyses.

Estimation of anti-oxidant parameters

Gastric strips were cut into small pieces and themogenized in ice-cold 50 mM Phosphate
buffer pH 7.4 to give 10% homogenate. The homogewais then made into aliquots and used
for the assessment of anti-oxidant parameters gébkgic lipid peroxidation was determined by
measuring of thiobarbituric acieeactive species (TBARS) using the method descried
Ohkawa et al. 1979. Superoxide dismutase (SODyipctwas assessed according to the
method of Beauchamp and Fridovich (1971) throughsuement of the enzyme capacity for
photochemical inhibition of nitroblugetrazolium (NBT). Catalase (CAT) activity was
measured by the method that employs hydrogen pmrdwri generate 0 and Q (Maehly and
Chance, 1954). The protein concentrations wereréted by the Bradford (1976).he non
proteic sulphidrylic groupgNP-SH) were determined according to the methocrde=d by
Sedlak and Lindsay, 1968.

Role of TRPV1 channel in the gastroprotective efféof BSLE

Groups of mice (n=8) were pretreated with vehif@9% saline in a 0.5% of DMSO,
10mL/kg), BSLE (250 mg/kgp.o.) and capsaicin (0.3 mg/kg, p.o.), alone, ortheir
combinations with capsazepine (5 mg/kg, i.p.) ptmrthe oral administration of 0.2 mL of
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ethanol (96%). When given alone, BSLE and capsai@re administered 1h before ethanol.

Capsazepine was administered 30 min prior to ethano

Role of nitric oxide in the gastroprotective effecof BSLE

Mice (n=8) were pretreated with vehicle (0.9% salin a 0.5% of DMSO, 10 mL/kg), BSLE
(250 mg/kgp.o.), L-arginine (400 mg/kg, i.p.) alone, or ireithcombinations with L-NAME
(20 mg/kg, i.p.) prior to induction of gastric dageawith ethanol (0.2 mL of ethanol, 96%).
While BSLE was administered 1h before, L-NAME andrginine, were given 30 min prior to
ethanol.

Role of Katp-channels in the gastroprotective effect of BSLE

Mice (n=8) were pretreated with vehicle (0.9% salin a 0.5% of DMSO, 10 mL/kg), BSLE
(250 mg/kgp.o.), diazoxide (3 mg/kg, i.p.) alone, or in theambinations with glibenclamide
(5 mg/kg, i.p.) prior to the oral administration@® mL of ethanol (96%). BSLE was given 1h
before, whereas diazoxide was administered 30 nmiar go ethanol or glibenclamide.

Glibenclamide was administered 30 min before BSLE.

Determination of gastric mucus

The determination of mucus in gastric content wagopmed according to the methodology
described by Corne et al., 1974. The gastric tssuere transferred to 0.1% Alcian Blue

solution prepared in 16 mM sucrose and 50 mM sodiaetate (pH 5.8) and stained for 2 h at
room temperature. The segments were then rinsext twith 25 mM sucrose solution for 15

and 45 min, and the dye, together with the gastnicus with 5 mM magnesium chloride

solution was extracted for 2 h. The extract was texed with equal volume of diethyl ether

and centrifuged at 3600 rpm for 10 min. Absorbames determined at 598 nm. The amount

of mucus was calculated using a standard curvdaai Blue.

Statistical analysis

The results are presented as the mean + S.E.Maafmals per group. Statistical analysis was
carried out using one way analysis of variance (AMpfollowed by Student Newman Keul's
post hoc test for multiple comparisorisvalues less than 0.0%<0.05) were considered as

indicative of statistical significance.
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Results

The qualitative phytochemical analysis of BSLE aded the presence of flavones, flavonols,
flavanones, xanthones and hydrolizable tannins. filleeed ethanol extract d8. sericeawas
injected under the cited conditions (Fig. 1), adl awe a mixture of authentic samples of rutin,
isoquercetrin, kaempferol 3-O-rutinoside and quangéig. 2). The phenolic compounds were
identified by comparing the authentic chromatograplstandards obtained fronD.
gardneriana The purity of each identified peak in Fig. 1 wietermined by comparing with
the UV spectra available at the HPLC computer tjardor 1240 g of fresh leaves, each
flavonoid content was evaluated in relation to &rqatin standard curve: isoquercitrin: 504
mg, quercetin: 12.6 mg, rutin: 25.4 mg and kaengbf&@O-ritinoside: 254 mg.

The oral administration of BSLE (125, 250, 500 4890 mg/kg) exhibited a dose-unrelated
protective effect against ethanol-induced gasegions and compared to vehicle group, the
extent of inhibitions for the respective doses eyl were 53.2, 86.5, 80.8 and 90.2 %. NAC,
the positive control included for the study alstecéd significant protection (Table 1).

The animals that received ethanol alone showedgaifisant decrease in gastric catalase
(CAT), superoxide dismutase (SOD) and NP-SH leesld a significantly elevated TBARS
level (Table 2). Pretreatment with BSLE (250 mg/lefjectively decreased the ethanol
associated increase in TBARS (67.76 = 7.5 nmolgue). Almost to a similar extent NAC
(150 mg/kg) also inhibited the increase of TBARS3.16+ 6.96 nmol/g tissue) produced by the
ethanol (Table 2). BSLE (250 mg /kg) treated anmssdowed significantly enhanced activities
of the antioxidant enzymes SOD and CAT.

The NP-SH level seen in gastric mucosa of normailrob mice (280.1 + 12.7 ug/g) was
significantly lowered by ethanol (102.3 + 10.4 pgtgeatment (Table 2). At the doses
employed, both BSLE and NAC largely replenishedNiiRSH depleted by ethanol (239.5 £ 6.5
Ha/g).

In mice pretreated with vanilloid antagonist caggaze, the gastroprotective effect of BSLE
(250 mg/kg) and capsaicin (0.3 mg/kg, p.o.) wegnificantly reduced (Fig. 4A). These data
indicate that the gastroprotective effect of BSLE mediated by activation of capsaicin-
sensitive primary afferents.

L-NAME (20 mg/kg, i.p.) pretreatment significantyocked the gastroprotection produced by
BSLE and L-arginine (400 mg/kg, i.p.), suggestihg participation of NO (Fig.4B) on BSLE
gastroprotection. Pretreatment withiale channel blocker, glibenclamide (5 mg/kg, i.p.)0als
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significantly reduced the gastroprotection produbgdBSLE and diazoxide (3 mg/kg, i.p.)

(Fig. 4C), indicating a role for ¥rp channels in gastroprotection.

The amount of gastric mucus was significantly (0.€1) less in the gastric tissues collected
from ethanol-treated animals, as compared to nomadad tissues from control. The

pretreatment of animals with BSLE greatly enhanttezl gastric mucus, when compared to

animals on ethanol injury (Fig.3).

Discussion

The results show that the leaf extractBofsericeaprotects against absolute ethanol-induced
gastric lesions in mice. However, at the dosesdgedhe protective response was not dose-
related. The reason for this might be due to theptex nature of polyphenolics present, and or
their impaired absorption following oral adminigtoa of the extract. Phytochemical analysis
of BSLE indicated the presence of flavonoids amuhitas, and the HPLC analysis confirmed
the presence of rutin (quercetin rutinoside), isoquercetrin (quercetin Bglucoside),
kaempferol 3O-rutinoside and quercetin as the main secondargahboétes. Several of these
flavonoids and their structurally related compounusve been shown to inhibit lipid
peroxidation (Katsube et al., 2006; Lambert et H899). The results of this study show that
BSLE at doses of 125, 250, and 500 mg/kg affordsnqguinced gastroprotection against
ethanol-evoked lesions, largely due to the presafcstrong antioxidant flavonoids in the
extract. The gastroprotective and antioxidant ¢ffet quercetin and rutin are well-known (De
la Lastra et al., 1994; La Casa et al., 2000) &edet have been many studies, addressing the
antiulcerogenic properties of flavonoids (Gonzader Di Stasi, 2002; Kahraman al., 2003).
The role of reactive oxygen species in the pathegisnof acute ethanol-induced gastric
mucosal lesions and the effects of quercetin haen l[evaluated in a few studies. It has been
confirmed that quercetin treatment significantliibits the gastric erosions induced by ethanol
(Gracioso et al.,, 2002). Galati et al. (2003) halso described that there is a correlation
between the antioxidant and the antiulcer actiwfythe flavonoids. It has been firmly
established that oxidative stress and impairedtagtendin synthesis contribute to gastric
mucosal damage in experimental models of gastsiohs induced by ethanol (Chattopadhyay
et al., 2006). The administration of BSLE (250 ng/ko the animals increased the levels of
gastric NP-SH (GSH) and the amount of mucus. Pusvistudies have shown that oral

administration of théVlaytenus ilicifolileaf extract, rich in flavonoids can increase thecus
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production in ethanol model of gastric damage iceniwhich is in agreement with our data
(Baggio et al., 2007). Both gastric mucus and ¢ihibee serve as protective agents against
mucosal injury (Cnubben et al., 2001; Chen e28l05). The plant-derived natural antioxidants
are extremely useful to combat the oxidative st{@&petto and Llesuy, 2002Antioxidant
enzymes such as superoxide dismutase (SOD) andss&a{&€AT), in a preventive way, act as a
first line defense against the reactive oxygen igge(ROS). Acute treatment with ethanol
promotes oxidative stress consequently enhanciadipid peroxidation and malonaldehyde
formation (Peskar et al., 2002). The present stcewarly shows that BSLE inhibits lipid
peroxidation and lowers TBARS formation indicatiagytoprotective function. Other studies
have reported that NO is involved in the preseoratof mucous membrane integrity in
experimental models of gastric ulceration (Cho, 220Qwiecien et al., 2002; Ancha et al.,
2003). In this study, L-arginine (400 mg/kg) andLES(250 mg/kg) induced gastroprotection
was reversed by L-NAME, a non-selective NOS inlihisuggesting that the gastroprotective
effect of BSLE is mediated, in part, by NO. It isdwn that potassium channels are involved in
a variety of stomach physiological functions andttlgastroprotection can be inhibited by
several agents such as indomethacifyriKblockers and glibenclamide (Peskar et al., 2002).
Glibenclamide, a blocker of rp channels, significantly antagonized the protecéffect of
BSLE and diazoxide. These results support the Ingsi¢ that Karp channel opening is
involved in the gastroprotective activity of BSLEince this protection is also sensitive to
indomethacin, it is suggested that endogen prastdais activate the Krp channels and this
mechanism is responsible, in part, for the BSLErgasotective action (Campos et al., 2008).
The results of this study indicate that BSLE hasy@protective role in the gastroprotection
against gastric damage induced by ethanol, whighresumably mediated, in part, by nitric
oxide release andKrp channel opening. The extract does not seem toxie s consecutive
daily oral administrations of BSLE (500 or 1000 kg)/over a period of five days to mice did
not produce any signs of overt toxicity. Taken thge these findings suggest that the ethanolic
extract of B. sericeais a safe gastroprotectant to obliterate gastysfuhction associated

pathologies.
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Legends to Figures

Fig. 1. HPLC Chromatogram of the ethanolic extracBokericeaColumn: Waters C18 (150 x
3.9 mm, 4um; eluent: water /ACN / fosforic acid / 80:20), Woate: 1mL/min, 20 pl,
Temperature ZC. Detection: 350nml. unidentified,2. rutin, 3. isoquercitrin,4. kaempferol

3-O-rutinoside 5. quercetin

Fig. 2. HPLC Chromatogram of 4 marker compound®. Rutin; 3. Isoquercitrin; 4.

kaempferol-30-rutinoside;5. quercetin)

Fig. 3. Effect of theB. sericeaextract (BSLE) treatment on the amount of mueifier
induction of gastric lesion by ethanol in midée results are expressed as mean + S.E.M.
< 0.01 in comparison to control group (vehicle) (WA followed by Student Newman Keul’s
test).

Fig.4. A. Involvement of TRPV1 channel in the gastroprotecteffect ofB. sericeaextract
(BSLE) against ethanol-induced gastric damage een. Involvement of nitric oxide in the
gastroprotective effect d@. sericeaextract (BSLE) against ethanol-induced gastric algenin
mice.C. Role of K.arp channels in the gastroprotective effect of BSLRiagt ethanol-induced
gastric damage in mice. The results are expressememn + S.E.M% < 0.05 vs control
(vehicle); °p < 0.05 vs BSLE alone’p < 0.05 vs L-arginine (L-arg) or diazoxide alone
(ANOVA followed by Student Newman Keul’s test).
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Table 1. Effect of B. sericeaeextract (BSLE) on gastric damage induced by albsolu
ethanol in mice.

Treatment Dose (p.0.) Ethanol lesion area {inm % of
inhibition
Control (vehicle) - 21.8+04 -
BSLE 125 mg/kg 10.4 +170 58.3
250 mg/kg 33+06 86.5
500 mg/kg 27+05 80.8
1000 mg/kg 23+01 90.2
NAC 150 mg/kg 3.0+05 86.5

Data are mean + S.E.M of 8 animals in each group.< 0.001 vs. Control (vehicle)
(ANOVA followed by Student Newman Keul's test).



81

Table 2 Effects ofB. sericeaeextract (BSLE) on the contents of CAT, SOD, MDAdaxP-

SH on gastric damage induced by absolute ethamuida.

Treatment CAT SOD TBARS NP-SH
(U/g protein)  (U/g protein) (nmol/g tissue) (ug/g tissue)
No lesion 142 +0.8 1.0+£0.2 54.6 £6.9 280.1+£12.7
Control 13.6£0.6 0.6+0.2 86.6 +17.3 102.3+10.2
(vehicle)
BSLE 13109  10:0.7 67.7+7.5 229.1+9.8
250 mg/kg
NAC 154+04  10x0.7 62.1+6.9 239.5+65
150 mg/kg

Data are mean + S.E.M of 8 animals in each g?qmp: 0.05 vs. Control (normal?;p <0.05

vs. vehicle (ANOVA followed by Student Newman Kewultest).
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RESUMO: Byrsonima sericedC., conhecida como murici da praia, é usada pomdnte

para tratar doencas gastro-intestinais. Analisegdimicas e antioxidantes foram feitas com os
extratos obtidos através de cromatografia do exeganolico bruto das folhas @ sericea

(EEB), obtendo-se os extratos hexanico (E.H), &xeata etila (E.Ac) e etandlico (E.E). Para
comprovar o uso etnofarmacoldgico da espécie, f@aatiados a atividade gastroprotetora, o
efeito na motilidade intestinal e a toxicidade dde.Eque apresentou a melhor atividade
antioxidante (90%) e maior rendimento (126,2g). d3osrais de 500 e 1000 mg/kg néo
causaram mortalidade, ndo havendo diferenca nodqmesanimais, peso relativo dos 6rgaos e

ASATe ALAT quando comparado ao grupo controle. Bosge 250, 500 e 1000 mg/kg
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inibiram as lesbes gastricas induzidas por indooimeiaem 52, 60 e 62 % respectivamente. A
dose de 1000 mg/kg diminuiu a motilidade intestitad animais. A analise fitoquimica do E.E.
e E.Ac. mostrou a presenca fendis, taninos, ledoommidinas, flavonoides, esteroides,
triterpenos e alcaldides. O E.E. Be sericeando foi toxico nas doses testadas, apresentou
atividade gastroprotetora e efeito antidiarréiconfcmando seu uso popular. Estas acdes

podem estar relacionadas com a presenca de compestdicos contidos no extrato estudado.

Unitermos:Byrsonima serice®C, Gastroprotecado, Toxicidade, Antioxidantes

ABSTRACT: “Effect of Byrsonima sericeaDC. ethanol extract in the gastro-intestinal
system and assessment of toxicity in mite Byrsonima sericedC., popularly known as
murici of the the beach, is used to treat gastresiimal diseases. In this study it was performed
the phytochemical and antioxidant analysis of etgrabtained by chromatography of crude
ethanol extract fronB. sericea(BEE) leaves obtaining hexane extract (EH), ethgktate
extract (E.Ac) and ethanol extract (EE). EE showexl higher yield and the best antioxidant
activity (90%). The ethnopharmacological useBofsericeawas evaluated by assaying EE for
gastroprotective activity in stomach ulcer indudeyl indometacin, intestinal motility and
toxicity. Oral doses of 500 and 1000 mg/kg did cenise mortality, and there was no difference
in animals weight, organs relative weight and AS&1d ALAT, as compared to the control
group. Doses of 250, 500 and 1000 mg/kg inhibitté gastric lesions induced by
indomethacin in 52, 60 and 62% respectively. Theedof 1000 mg/kg decreased intestinal
motility in animals. Phytochemical analysis of EeEE.Ac showed the presence of phenols,

tannins, leucoanthocianidins, flavonoids, esterdiiterpenes e alkaloid&. sericeaE.E. was
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not toxic and showed gastroprotective and antideat activities, confirming its popular use.

These actions may be related to the presence abpbeompounds in the studied extract.

Keywords:Byrsonima serice®C., Gastroprotective, Toxicity, Antioxidants

INTRODUCAO

Desde tempos remotos o homem procurou aproveitare@#sos existentes na natureza,
principalmente nos vegetais, embora de modo totakmetuitivo, baseado em descobertas ao
acaso. Este fato ainda pode ser encontrado enti®smpovos primitivos isolados como
algumas tribos indigenas da América do Sul (Van Beng, 1987).

Atualmente o uso de plantas medicinais tornou-seegurso alternativo de ampla aceitacao
pela populacdo e vem crescendo junto a comunidaicen Das plantas que séo utilizadas
com fins terapéuticos, destacam-se as que posstieichade antioxidante, uma vez que a
oxidacdo de biomoléculas pode estar envolvida nogimento de diversas doencas
degenerativas. (Lee et al., 2003). As plantas m&tuuma variedade de substancias utilizadas
no controle do estresse oxidativo, causado pela @ raios solares e oxigénio, tais
substancias podem representar uma fonte de novapostos com atividade antioxidante
(Morais, 2002). Dentre as doencas geradas peladasgi@espécies oxidantes, estdo as Ulceras
pépticas que afetam um numero consideravel de @&sso mundo. As lesdes gastricas
ocorrem quando ha um desequilibrio entre os fataggessores e os fatores protetores da
mucosa (Sairam et al., 2002). As medicacdes dispanhoje em dia para o tratamento das
Ulceras desempenham seu efeito por reduzir fatageessivos ou por estimular fatores
defensivos presentes no tecido. Nesse contextplaatas surgem como fonte de compostos
com capacidade tanto de reduzir fatores lesivo®@umentar a resisténcia da mucosa gastrica

de maneira sinérgica, possibilitando um tratamemtms eficaz (Borreli & lzzo, 2000).
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Antioxidantes naturais como os polifendis e cardides estdo sendo extensivamente
pesquisados para se estabelecer suas eficiénciasbsi@cdo no trato gastrointestinal,
biodisponibilidade, mecanismos de acdo envolvidassgucdes para 0 consumo seguro em
humanos (Augusto, 2006).
Byrsonima sericeaDC., conhecida popularmente como murici da praisglgumas outras
espécies do género sdo usadas popularmente p#aa disfuncdes gastricas, infeccdes
cutaneas, picadas de cobra e ainda como antiHd@sréAmarquayest al, 1994; Lima et al.,
2008; Sannomya et. al., 2007). Nao existem daawgificos publicados que avaliem os efeitos
de B. sericeano sistema gastrintestinal. Tendo em vista o tisof@macologico voltado para
tratamento de enfermidades que possam estar eoshd acdo de radicais livres, como
Ulceras gastricas, tornam-se importantes analisgsicp e farmacoldgica da espécie. Sendo
assim, este trabalho teve como objetivo determimartoxicidade aguda, atividade
gastroprotetora, e a motilidade intestinal em catongos do extrato etandlico (E.E.) das
folhas deB. sericea
MATERIAL E METODOS
Material Vegetal
Folhas frescas dB. sericeaforam coletadas em outubro de 2006 no Campusagerit da
Universidade Estadual do Ceara. A exsicata dalamtpreparada, e depositada no herbario
Prisco Bezerra do Departamento de Biologia da Wbtzndo o nimero de registro 39.451.
Preparacéo dos Extratos
As folhas frescas foram imersas em &lcool etilicd%) por uma semana a temperatura
ambiente para extracdo de principios ativos. A csmluresultante foi filtrada e o solvente
eliminado em evaporador rotativo para obtencéoxtiat® etandlico bruto (EEB). Este extrato

foi submetido a uma coluna filtrante misturandoesen silica gel na proporcdo de 1:1 e
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eluindo-se com solventes organicos em ordem deigadtke crescente (hexano, acetato de etila
e etanol). Apés evaporacao dos solventes foramdabtis extratos hexanico (E.H.), de acetato
de etila (E.Ac.) e de etanol (E.E.) e seus rendioseforam calculados.

Andlise Fitoquimica

Os extratos foram submetidos a testes fitoquimgpaalitativos para avaliar as classes de
compostos presentes, seguindo a metodologia desMa897). Esses testes sdo baseados na
adicdo de reagentes especificos em aliquotas date@et observacdo em mudancas de cor ou
formacéo de precipitados.

Teste de Atividade Antioxidantein vitro (Método da varredura do radical livre DDPH).

A atividade antioxidante foi determinada atravéswiiodo do radical estavel DPPH. Em um
tubo de ensaio colocaram-se 3,9 mL de solucéo Wilaaré,5 x 1¢ M do radical livie DPPH

e, em seguida, adicionou-se 0,1 mL de solucdo miitardas amostras das fracdes (Img/mL).
As andlises foram feitas em triplicata e as absmibé lidas em espectrofotdmetro a 515 nm
em diferentes tempos (0 a 60 min). Para comparag#iapu-se a quercetina como padréo na
proporcdo molar quercetina/amostra de 1:10 (Yepeat,2002).

Animais de Experimentacao

Foram utilizados camundongos swiss, fémeas, pesantte 20-25¢g, oriundos do Biotério
Central da Universidade Federal do Ceard. Os asif@iam mantidos em condicbes
adequadas de luz e temperatura, recebendo rac@oaead libidum A manipulagdo dos
animais obedeceu as normas de manipulacédo de anpneconizadas pelo Colégio Brasileiro
de Experimentacdo Animal (COBEA).

Avaliacdo da Atividade toxica da E.E. em camundongo

Para os ensaiadn vivo foi utilizado o E.E. que apresentou melhor atidel@antioxidante e um

melhor rendimento em relacdo aos demais. Os anifasm separados em grupos
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experimentais (n=8): onde 2 grupos receberam an&skloses de 500 ou 1000 mg/kg v.0. e um
grupo controle que recebeu veiculo (solucao figiol 0,9%; DMSO 5%) uma vez ao dia por
um periodo de 5 dias consecutivos. Os animaignfqgrasados no dia 1 e no dia 5 para
monitoramento do peso. Durante o tratamento osogrudpram observados diariamente,
avaliando-se possiveis mudancas nos parametrosocamentais. O sangue foi coletado por
puncédo, através do plexo retro-orbital, centriflgg8000 rpm, por 7 minutos) e 0 soro
separado para a analise dos niveis de ASAT e AlodTdia zero antes da primeira dose do
E.E. e no dia 5, ultimo dia do tratamento. Os sdoyam analisados no Laboratério de
Hematologia no Hospital Geral de Fortaleza (HGF) esjnipamento Konelab, pelo método
cinético U.V. recomendado pela Federacdo Internatide Quimica Clinica (IFCC). Para
determinacdo do peso relativo dos érgdos, os amifoeam sacrificados por deslocamento
cervical, no quinto dia de tratamento e retiradomgios (figado, baco e rim), pesados e feitos
a comparacao com o grupo controle (adaptado da-Relildy & Lokesh, 1996).

Leséo gastrica induzida por indometacina

Animais, em jejum de soélidos de 18 h, (n=8), fotaatados, com E.E. (125, 250, 500 e 1000
mg / kg, v.0.), ou misoprostol (50 pg / kg, v.o) o veiculo (0,9% em salina a 0,5% do
DMSO, 10mL/kg). Apds uma hora, os animais foranmatias por via oral com indometacina
(50 mg/kg v.o.). Oito horas apds a administracdo irtbbometacina, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, os estomagiirados e instilados com formalina a 5
% por 15 minutos (Bhargava et al, 1973). Em seg@idam abertos ao longo da grande
curvatura, lavados em salina e inspecionados pabaigdes de escores de acordo com Szabo
et al. (1985) de acordo com a seguinte escalasén¥petéquias, hemorragia ou erosao; 1 =5

petéquias; 2 = até 5 petéquias e hemorragias @a®e 1 milimetro profundidade; 3 = até 5
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petéquias com hemorragias ou erosao acima de JAmmédia de escores atribuidos as Ulceras
para cada animal foi calculado e comparado entgeLgsos.

Teste da motilidade intestinal em camundongos

Camundongos (n=8), em jejum de solidos de 18 lanigoré-tratados, com o E.E. (1000 mg /
kg, v.0), ou atropina (1 mg/kg, i.m.) ou veiculg9®% em salina a 0,5% do DMSO, 10mL/kg).
Apoés 1 h, de receberem os tratamentos, os animegberam 0,5 ml/animal de suspenséo de
carvao ativo 10% em solucdo de goma arabica 5% Ap0s 45 min os camundongos foram
sacrificados por deslocamento cervical, sendo zaddi a extirpacdo imediata do intestino
desde o piloro até o inicio do ceco. Assim, fdiaf@ medida do comprimento total do intestino
delgado e da distancia percorrida pela suspensé&ard@o ativo. O resultado foi expresso em
porcentagem do comprimento total do intestino dEd&tickney & Northup, 1959).

Andlise estatistica

A analise estatistica foi realizada com auxiliopdograma Graph Pad Prism 3.0 (USA). Os
resultados foram expressos como a média + deswdcdpaD.P.). A comparacdo entre as
médias foi realizada utilizando-se analise de nar&d(ANOVA) seguida pelo teste de Student
Newman Keuls, para dados paramétricos, e teste rdek#ll-Wallis seguido do teste de
Dunnett, para dados nao paramétricos. As diferefgasn consideradas estatisticamente
significativas quando p<0,05.

RESULTADOS

Obtencao dos extratos

A partir de 1240g de folhas secas foram obtidasg 183 extrato etandlico bruto que foi
submetido a uma coluna filtrante de silica gel. #\péluicdo com solventes organicos seguida
de evaporacdo destes foram obtidos 1,19 de E.Big & E.Ac. e 126,2g de E.E., com

rendimentos de 0,71; 3,66 e 3,66%, respectivamente.
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Andlise Fitoquimica
Os extratos E.E. e E.Ac mostraram a presenca faafisos, leucoantocianidinas, flavondides,
esteroides, triterpenos e alcaldides. A presetgadcidos graxos e esterdides foram
determinadas no E.H.
Avaliacdo das atividades antioxidantes dos extratate Byrsonima sericea in vitro
Os E.E e E.Ac obtiveram um percentual de varre(Rivg do radical livie DPPH de 90 e 88 %
respectivamente. Ambos 0s percentuais ficaram pdxiao padrdo quercetina 94%. No
entanto a E.H obteve um percentual de 21%.
Avaliacéo da Toxicidade da E.E em camundongos
Em nenhum dos grupos tratados foram observadagidiavdmitos, dificuldades motoras,
morbidez nem mortes durante o tratamento. Os eafdtda analise estdo apresentados na
tabela 1. A administracdo do E.E. nas doses testadila alterou os niveis séricos de ASAT e
ALAT nos animais. O peso corporal dos animais n@&strou diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle. O peso relativo dgéias analisados (rim, baco e figado)
também ndo apresentou alteracao.
Leséo gastrica induzida por indometacina
As doses de 250, 500 e 1000 mg/kg E.E atenuaranifisiivamente as lesbes gastricas
induzidas por indometacina, inibindo 52, 60 e 6&%pectivamente (Figura 1).
Motilidade intestinal em camundongos
O ensaio do transito intestinal reduziu significathente a motilidade intestinal dos animais
apos administracéo do E.E. (1000 mg/kpando comparados com o controle atropina 1mg/kg

(Tabela 2).
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DISCUSSAO
Estudos realizados com outras espécies do g&yesonima(Amarquaye et al., 1994; Rastrelli
et al., 1997; Sannomiya et al., 2004) relataram resgm¢ca de compostos fendlicos,
corroborando com os resultados do estudo fitoquiméB. sericeaOutras plantas do género,
comoB. crassifoliae B. crassamostraram também forte presenca de taninos enftages ().
Compostos fendlicos sdo conhecidos por possuiretdades antioxidantes (Béjar & Malone,
1993). O elevado potencial antioxidante do E.Efotleas daB. sericeaatravés do ensaio com
DPPH corroborou com os achados de Boscolo e c@dbogs (2006).
A administracdo oral por 5 dias da E.E na doseOflee51000 mg/kg ndo produziram efeitos
toxicos em camundongos, ndo havendo Obito. Negialho, a administracédo da E.E nas doses
de 500 e 1000 mg/kg ndo alteraram os niveis sédasstransaminases estudadas. Segundo
Fillipin et al, (2004) quando os niveis de ASAT EAX aumentam em uma analise sorologica,
comparados a um grupo controle, tal aumento é atida de lesdo hepatica ocasionada por
xenobibticos ou por hepatite C. Os animais quebereen a E.E nas doses de 500 e 1000
mg/kg néo tiveram diferenca no peso corporal quacoimparados com 0S animais que
receberam apenas veiculo. De acordo com Jahn &E{h@97) o acompanhamento da massa
corporal do animal € um importante indicador paravaliacdo da toxicidade de uma
substancia. Também nédo foram observadas alteragdpsso relativo dos 6rgéos analisados
(rim, baco e figado) Estudos ja realizados em algumas espécies doggéoeroB. fagifolia e
B. basiloba(Lira et al, 2008), apresentaram baixa toxicidadedose de 1000 mg/Kg e as
espéciedB. crassa e B. intermediapresentaram toxicidade na dose de 500 mg/kginaid
morte de 33% dos animais (Higuchi, 2006).
No modelo de lesBes gastricas induzidas por indmoimet, o E.E. mostrou-se eficaz em

prevenir o dano a mucosa. Galati et al. (2003) rdgscam uma correlacdo entre a atividade
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antioxidante e gastroprotetora dos flavondidesafinflamatorios ndo esterdidais (AINES),
como aspirina e indometacina, sdo conhecidos mzin Ulceras durante o curso da terapia
com anti-inflamatoérios, através da inibicdo da edat de prostaglandina pela via da
ciclooxigenase (Rainsford, 1987ps efeitos importantes das prostaglandinas nomesfo
relacionam-se com a defesa da mucosa gastricjmaulegao da secre¢cdo de muco e bicarbonato e
manutencao do fluxo sanguineo (Hawkey, 20@)E.E. em doses mais altas 250, 500 e 1000
mg/kg, parece ter influéncia sobre um ou mais ést@nvolvidos na patologia da Ulcera pela
indometacina.

O ensaio do transito intestinal em camundongos dstrau significativa reducdo da
motilidade intestinal dos animais ap0s a admirgéwado E.E. quando comparado com o
controle. Segundo Parmar & Ghosh, (1981) muitogofidides isolados de plantas medicinais
apresentam atividade gastroprotetora, sendo agjuiadés e flavondides com atividade
antillcera mais conhecidos e atuam através dac@mbda enzima histidina descarboxilase,
podendo justificar a diminuicdo da motilidade intesd. Estudos adicionais relatam que da
espécieB. crassifolia foram isolados compostos volateis dos frutogotipideos, triterpenos,
acidos triterpénicos, catequinas, e flavondidesfalaas (Amarquayet al, 1994; Rastrellet

al., 1997) e do tronco proantocianidinas e taninoss& al, 1995). De acordo com relatos
cientificos alguns flavonoides sdo conhecidos pak acao antidiarréica dentre eles estdo a
guercetrina, quercetina e ternatina. Essa atividime flavonéides foi observada através de
experimentos de diarréia cronica em ratos e nalidaite do transito intestinal de
camundongos (Galveat al, 1993; Galvezt al, 1996; Racet al, 1997). Nossos resultados
concordam com Figueiredo et al. (2005) que avathaaaatividade antidiarréica dos extratos
metandlico e hidrometandlico das folhasBlecinera(Lira et al, 2008)em camundongos nas

doses de 1000 mg/kg, sendo observada uma redygéficsitiva da motilidade intestinal.
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Concluindo, a nao toxicidade d& sericeaaliada a constatacdo de atividades protetoras do
sistema gastro-intestinal corroboram o seu usofamacoldgico sem relatos de efeitos
colaterais. Estas atividades podem estar relacasnadoresenca de seus compostos fenalicos.
No entanto h& necessidade de mais estudos reldom@aespécie com o objetivo de isolar e
avaliar a atividade dos seus compostos, bem comlsanos possiveis mecanismos de acao

envolvidos.
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Tabela 1.

Niveis séricos de ASAT e ALAT em U/L, de camundangatados com a E.E na dose de 500
e 1000 mg/kg.

ASAT ALAT
Dia O Dia 5 Dia O Dia 5
Veiculo 145 + 552 118 + 22 53 +10° 70 + 26°
500 104 + 12° 118 + 27° 49 + 107 48 + 14
1000 111 + 317 158 + 52 43+ 7% 64 + 18"

Nas colunas e nas linhas as médias seguidas aeantetsa ndo diferem estatisticamente entre si
(p > 0,05).
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Tabela 2.

Peso dos animais em g de camundongos tratadoa EoEhna dose de 500 e 1000 mg/kg.

Tratamento Dia O Dia 5
Veiculo 25,93 + 2,06' 25,68 + 1,80
500 26,18 +1,8F 25,48 £ 2,17
Veiculo 21,23 +2,3F 20,12 +0,35'
1000 19,20 + 1,99 21,08 + 0,36

Nas colunas e nas linhas as médias seguidas deantesa ndo diferem estatisticamente entre
si  (p>0,05).



Tabela 3.

Peso relativos dos 6rgaos em mg/g de camundorggagds com a E.E na dose de
500 e 1000 mg/kg.

Veiculo
500
Veiculo

1000

Orgéos
Figado Rim Baco
3,81 +0,39 0,62 +0,07 0,44 +0,21°
3,91+0,47 0,58 +0,06' 0,59 +0,16'
4,52 + 0,86 0,79 +0,18 0,46 +0,13
4,59 + 0,95 0,66 +0,1F 0,37 £0,13

Nas colunas e nas linhas as médias seguidas deamlesm ndo diferem
estatisticamente entre si

(p > 0,05).
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Tabela 4.
Porcentagem da distancia percorrida pelo carvdo atb intestino dos camundongos apds a

administracéo da E.E

Dose Distancia percorrida pelo carvéo ativo (%) *
desvio padrao
Atropina 1 mg/kg 47,17 £ 13,31**
E.E 1000 mg/kg 49,41 + 13,77**
Veiculo 10 mL/kg 74,23+ 12,25

**Diferente em relacdo ao grupo veiculo de acorolm © teste de Dunnett (P<0,01)
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Figura 1.

30+

N
<

Area de les&o gatrica
(escores)
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@

veiculo 90wkg 125 250 500 1000 MY’ky
misoprostol EE

Indometacina (50mg/kg)

Efeito da indometacina na gastroprotecdo da E.E enctamundongos. Os valores
representam a média * erro padrdo da média (E.Rav) 8 animais/grupo. Os animais foram
tratados com E.E (125, 250, 500 e 1000 mg/kg, woo.)misoprostol (50 pg/kg, v.o.).
Indometacina (50 mg/kg,v.0.) foi administrada 1 pos os tratamentos com E.E ou
misoprostol. *p<0,05** p<0,001 vs veiculo (ANOVA e teste de Kruskall-Wakieguido do

teste de Dunnett).
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CAPITULO 4

Estudos pré-clinicos do efeito gastroprotetor da Bhatusina e 3-hidroxi-3-
deoxobarbatusina, diterpenos isolados delectranthus grandisem modelos experimentais

de lesdo gastrica aguda e dos possiveis mecanismos

Pre-clinical studies of the gastroprotective effectof Barbatusin and 3#-hidroxi-3-
deoxobarbatusin, diterpenes isolated fronfPlectranthus grandisin experimental models of

acute gastric injury and the possible mechanisms
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Resumo
Plectranthus grandisimilarmente ad®. ornatussao utilizadas na medicina popular brasileira
para tratamento de problemas gastricos. Barbaty8iBa e 3-hidroxi-3-deoxobarbatusina
(OHBB), diterpenos isolados da espéeiegrandis foram avaliados em modelo experimental
de lesdo gastrica aguda induzida por etanol, nsssdie 2,5; 5,0 e 10 mg/kg (p.o.). OHBB em
todas as concentragfes testadas atenuou signdicegnte as lesdes gastricas induzidas por
etanol e BB somente nas doses de 5,0 e 10 mg/kgddssdos mecanismos foram realizados
utilizando-se doses de 5 e 10 mg / kg de OHBB er&pectivamente. OHBB e BB foram
capazes de diminuir de forma significativa a dejbegos grupos sulfidrilas ndo-proteicos e o
aumento nos niveis de malonaldeido, associadosniiattacdo de etanol. O pré-tratamento
com glibenclamida nao foi capaz de reverter o @fggistroprotetor da OHBB. Adicionalmente,
o efeito da BB foi significativamente reduzido eamaindongos pré-tratados com L-NAME e
capsazepina frente as lesGes induzidas por et&B®l.aumentou o muco gastrico em
camundongos. A administracdo de OHBB foi capaz alessar deplecdo da Catalase (CAT),
enguanto que a administracdo de BB ndo alterowaatigiade desta enzima no tecido gastrico.
No entanto o pré-tratamento com OHBB preservou antipde da enzima superoxido
desmutase a BB foi capaz de aumentar a quantidedeedma no tecido. Os resultados do
presente estudo indicam uma acéo da gastroprots#d@iBB e BB justificando o uso popular
da planta. Em geral esses diterpenos agem por mew distintos, conforme foi
demonstrado nos resultados, revelando que difesemgaestrutura dos diterpenos modificam

suas atividades.

Palavras chaves: Plectranthus grandis; Barbatusina; &hidroxi-3-deoxobarbatusina;

Gastroprotecéo; Canais de potassio; Oxido nitrico
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Abstract

Plectranthus grandisimilarly to P. ornatusare used in Brazilian folk medicine for treatment
of gastric diseases. Barbatusina (BB) afeh@droxy-3-deoxobarbatusina (OHBB), diterpenes
isolated fromP. grandis were evaluated in experimental model of acutérigasjury induced

by ethanol, at doses of 2.5, 5.0 and 10 mg / kg @PHBB at all concentrations tested
significantly attenuated the gastric lesions indubg ethanol and BB only at doses of 5.0 and
10 mg / kg. Studies of the mechanisms were perfdraséng a dose of 5 and 10 mg/kg OHBB
and BB respectively. OHBB and BB were able to digantly reduce the depletion of non-
protein sulfhydryl groups and the increase in #nels of malonaldehyde associated with the
administration of ethanol. The pre-treatment withbenclamide was unable to reverse the
effect gastroprotective of OHBB addition, the etfe€ BB was significantly reduced in mice
pre-treated with L-NAME and capsazepina front okidas induced by ethanol. BB
significantly attenuated the depletion of gastrigcos in mice. The administration of OHBB
was capable of causing depletion of catalase (Cavhjle the administration of BB did not
alter the amount of this enzyme in stomach tissiewvever the pre-treatment with OHBB
preserved the amount of the enzyme superoxide dismithe BB was able to increase the
amount of the same fabric. The results of this ystundlicate a gastroprotective action for
OHBB and BB which justify the folk medicine use.daneral, these diterpenes act by different
mechanisms as shown in the results, revealingtligastructural difference in the compounds

modifies its modes of action.

Keywords: Plectranthus grandi8arbatusin; B-hydroxy-3-deoxobarbatusin; gastroprotective
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1. Introduction

The family Lamiaceae contains several genera Rlttranthusis a large genus
containing about 300 species found in Tropical &riAsia and Australia. Some species of
Plectranthusare difficult to identify because of a lack of wdkfined morphological criteria to
discriminate not only among species within the gebut also among the closely related
genera. Because of these taxonomic issues, differ@ames have been used for the same
species oPlectranthusand thus it has been difficult to get informatidyoat their utilization.

P. vettiveroideds used in India to treat stomach diseases, dyspepausea and vomiting
(Dash and Kashyap, 1987).. esculentuand the leaves d¢?. aegyptiacugre also used to treat
stomach problems (Morris, 1996; Parkia and Cook832

Species of th@lectranthusgenus have biosynthetic capacity to produce & latgmber
of secondary metabolites, among them the diterpstagsl out, some with relevant biological
properties already proven (Marques et al., 199ZnBgo and Perez-Saad, 1999; Abdel-Mogib
et al., 2002; Costa & Nascimento, 2003; Hagiwaral.e2003; Cerqueira et al., 2004; Marques
et al., 2006; Wellsow et al., 2006; Schultz et2006).

Zelnik et al. (1977) studying the chemical compositof P. barbatusleaves found
three diterpenes: barbatusin, @-8ydroxy-3-deoxobarbatusin and ciclobutatusin. Aeot
compounds as BHydroxycarnosol, barbatusol (Kelecom, 1983), aaaio(Kelecom et al.
1985), coleonon E, coleon F, plectrinona A (Schattal., 2006), plectrinona B (Ruedi, 1986),
identified in P. barbatus,have pharmacological or chemical importance. Agarv Parks
(1982) report thaP. barbatusextracts have been used in natural medicine inyncaontries
for treatment of various cardiovascular disordeespiratory, gastrointestinal and central

nervous system. Fischman et al. (1991) demonsttagecqueous extract Bf barbatudeaves
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presents gastric hipossecretora action which dsesethe acidity and amount of secretion of
gastric juice.

Despite the widespread medicinal use Bf barbatus and diversity of isolated
compounds, the active constituents accountinghferplant antacid/antiulcer activity and their
mechanism of action are still unknow. grandisis popularly used in combating diseases
related to the digestive tract. This species haslai morphological characteristics &f.
barbatus differing only in the "bitterness" of stems am@Vves (Matos, 2000)dydroxy-3-
deoxobarbatusin and barbatusin were isolated fPorgrandis and to investigate their role in
the folk medicine use of this plant, the gastropctve activity of these compounds were
investigate, in an experimental model of ethanduized gastric injury in mice and additionally

evaluate their possible mechanisms of action.

2. Materials and methods
2.1. Plant Material

Plectranthus grandigCramer) Willense. leaves and stalk were colle¢tech Garden
of Medicinal Plants Francisco José de Abreu Mafdasi® Federal University of Ceara (HPM-
FJAM/UFC), Ceard, Brazil, in September of 2001 nidfeed by Dr. Raymond, M. Harley. A

voucher specimen (28377) has been deposited atHignb Prisco Bezerra.

2.2. Extraction and isolatioof barbatusin and B-hydroxy-3-deoxibarbatusin

The dried leaves oPlectranthus grandig990 g) were triturated and extracted with
hexane for one week. The obtained solution was@adtgd in rotaevaporator being obtained
the hexanic extract and the left leaf material ri@emg was extracted with ethanol for one

week. After this time the solvent was eliminatedl @dhe ethanol extract was submitted to a



111
silica gel chromatographic column of being elutathwhe solvents hexane, chloroform, ethyl
acetate and methanol. The hexanic extract afteragblhyll removal was chromatographied in a
silica gel column for isolation of barbatusih) (1.57 g, m.p = 142-145°C). The cloroform

extract submitted to a column of silica gel fureigi¢) (20 mg, PF = 205-207°C).

2.3. Spectral characterization of compountlsgnd @)
IR spectra were recorded on Perkin Elmer FTIR spettlO0 spectrophotometer and
the values are expressed in cnNMR spectra were recorded on a Brucker Avance BRX

spectrometer in CDGI

2.4. Reagents
Capsaicins, Capsazepine, glibenclamide, diazoxidarginine, Nw-nitro-L-arginine
methyl ester (L-NAME) were purchased from SigmatAdd (St. Louis, MO). Absolute

ethanol was obtained from Synth (Brazil). All otltklemicals used were of analytical grade.

2.5. Animals

Female Swiss mice (20-25g) obtained from the CeAmanal House of this University
were used. Experimental groups consisted of 8 dsiper group. They were housed at 24 +
2°C under a 12-h light/12-h dark cycle and had freeess to standard pellet diet (Purina chow)
and tap water. The animals were deprived of food %oh before experimentation, but had free
access to drinking water. The Institutional Eth@smmittee on the Care and Use of Animals
for experimentation approved the experimental mai®) and all experiments were performed

in accordance with the guidelines of National lsé of Health, Bethseda, USA.
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2.6. Gastric damage induced by ethanol

Groups of mice (n=8), were pre-treated with theialeh(0.9% saline in a 0.5% of
DMSO, 10mL/kg), N-acetylcysteine (NAC, 150 mg/kgy.) OHBB or BB (2.5, 5, and 10
mg/kg, p.o.) 1h before the induction of gastric dgm by oral administration of absolute
ethanol (0.2 mL/animal) (Robeet al, 1979). After 30 min, the animals were sacrifictte
stomachs excised, opened along the greater cuevatinsed with saline (0.9%) and the
mucosal lesion area (nfjnvas measured by planimetry using a transparédt(area: 1mrf)
placed on the glandular mucosal surface and waseesg@d in percentage (%) in relation to
total area of corpus. NAC the positive control ugadmodel ethanol. After evaluating of the
lesions induced by ethanol, the glandular partthefstomachs were frozen and stored at —70

°C for further biochemical analyses.

2.7. Determination of gastric mucus
Gastric mucus was measured using the gastric muobsained in the ethanol

experiment. The gastric tissues were immediatenstfierred to 0.1% Alcian Blue solution
prepared in 16 mM sucrose and 50 mM sodium ac@bites.8) and stained for 2 h at room
temperature. The segments were then rinsed twide28 mM sucrose solution for 15 and 45
min, and the dye, together with the gastric mucitk &% mM magnesium chloride solution was
extracted for 2 h. The extract was then mixed wetjual volume of diethyl ether and
centrifuged at 3600 rpm for 10 min. Absorbance determined at 598 nm. The amount of
mucus was calculated using standard curves of Wl@ke (6.25-100.0 pug) (Corne et al.,

1974).

2.8. Antioxidant activity
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Gastric strips were cut into small pieces and themogenized in ice-cold 50 mM
Phosphate buffer pH 7.4 to give 10% homogenate. Adraogenate was then made into

aliquots and used for the assessment of antioxokaimeters.

2.8.1. Detemination of lipid peroxidation

Total thiobarbituric acid-reactive substances (TEARvere determined according to
the method of Ohkawa et al. 1979. Gastric stripseweut into small pieces and then
homogenized in ice-cold Phosphate buffer (50 mM7#) to give a 10% homogenate. The
homogenates were transferred to test tubes antated in a water bath at 37°C for 60 min.
After this period, 35% perchloric acid was addebe Tnixture was centrifuged at 14000 rpm
for 10 min. Thiobarbituric acid at 0.6% was therded to the upper layer. The mixture was
submitted to a water bath at 100°C for 30 min rafteich the absorbance was measured at 532
nm. The standard curve was obtained using severatentrations of MDA solutions,

expressed in nmol/g of wet tissue.

2.8.2. Superoxide dismutase (SOD) activity

SOD gastric activity was assessed according tonégthod of Beauchamp and Fridovich
(1971) through measurement of the enzyme capamitgtfotochemical inhibition of nitroblue-
tetrazolium (NBT). Nitroblue tetrazolium was usedntercept @ generated enzymatically or
photochemically. The reduction of NBT by, Ovas used as the basis of assays for superoxide
dismutase, which in its presence by inhibitingréguction of NBT producing formazan, which
is absorbed at 560 nm. Aliquots of tissue homogenatere centrifuged 12000 rpm for 20 min.
In a dark room 5QuL of phosphate buffer or supernatants were addedlass test tubes

containing 1mL of reaction mixture (Phosphate bufs® mM, EDTA 100 nM and L-
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methionine 19.5 mM pH 7.8). Then 1p0 of NBT 750uM and 300uL riboflavin 10 uM were
added. After shacking the tubes were exposed o (i Watt) for 15min. The absorbance was
measured at 560 nm. The results were expresseazyme units, representing the amount of
SOD necessary to inhibit NBT reduction by 50%. Bmzymatic activity was expressed as
U/ug of protein.

2.8.3. Determination of CAT activity

CAT activity wasmeasured by the method that employs hydrogen pidri generate
H,O and Q (Maehly and Chance, 1954)he activity was measured by the degree of the
reaction.The supernatant (20L) was added to a quartz cuvette containingu@3@e HO, 800
uM, EDTA 25 uM and tris buffer HCI (50 mM, pH 8.0). The change absorbance was
monitored at 240 nm over a 6-min period using acspphotometer. CAT activity was

expressed as U/ug of protein.

2.8.4. Protein assay
The protein concentrations were determined by thed#®rd (1976) method, using

bovine serum albumin as standard.

2.8.5. Determination of non proteic sulphidrylicogps (NP-SH, GSH)

Reduced glutathione (GSH) was determined accortbnghe method described by
Sedlak and Lindsay, 1968. Aliquots (2 mL) of tissumenogenate were mixed with 1.6 mL of
distilled water and 0.4 mL of trichloroacetic adi@CA) 50% (w/v) in glass tubes and
centrifuged at 3000 rpm for 15 min. The supernatéhtmL) were then mixed with 4mL of tris
buffer (40 mM, pH 8.9) and 5,5'-ditiobis (2-nitratmic acid) (DTNB 10 mM) was added.

After the lesions had been evaluated shaking thetim mixture, its absorbance was measured
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at 412 nm within 5 min of the addition of DTNB agsti the blank with no homogenate. The
GSH concentrationug/g of wet tissue) was computed from a standardecoonstructed using

different concentrations of standard GSH.

2.9. Role of nitric oxide in the gastroprotectifteet of OHBB and BB

To investigate the involvement of endogenous N@hégastroprotetive effect (Arrieta
et al., 2003) the animals were divided in groups8jn 2 groups were pre-treated with L-
NAME (20 mg/kg, s.c.) 1h before the treatments wighicle (0.9% saline, 10 mL/kg) and/or
OHBB (5.0, mg/kg, p.o.), or BB (10 mg/kg, p.o.).hét 2 groups of animals received L-
arginine (400 mg/kg; i.p.), and one group, aftemiif received L-NAME (20 mg/kg s.c.). All
groups received absolute ethanol (0.2 mL/animaferA30 min of the ethanol administration,
the animals were sacrificed; stomachs were remauadl the area of gastric lesion was

measured.

2.10. Role of Krp- channels in the gastroprotective effecOH{BB and BB

In order to verify a likely activation of ATP-setise potassium channels in the
gastroprotective effect, (Peskar et al., 2002) gsoaf mice (n=8) were pretreated with vehicle
(0.9% saline, 10 mL/kg), and/or OHBB (5.0mg/kg,.p.or BB (10 mg/kg, p.o.) or diazoxide
(3 mgl/kg, i.p.) alone, or in their combinations hwglibenclamide (5 mg/kg, i.p.) prior to the
oral administration of 0.2 mL of ethanol (96%). Timice were given or OHBB (5.0mg/kg,
p.o.), or BB (10 mg/kg, p.o.) 1 h before administgrethanol whereas diazoxide was
administered 30 min prior to ethanol or glibencldeiGlibenclamide was administered 30 min

before OHBB or BB.
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2.11. Effects of capsazepine pretreatments on O&BBBB Gastroprotection

Groups of mice (n = 8) were pretreated with veh({@®% saline, 10 ml/kg), and/or
OHBB (5.0, p.o.), or BB (10 mg/kg, p.o.), and aps (0.3 mg/kg, p.o.), alone, or in their
combinations with capsazepene (5 mg/kg, i.p.) ptiothe oral administration of 0.2ml of
ethanol (96%). When given alone, OHBB, or BB, aa@saicin, was administered 1 h before
ethanol. Capsazepene was administered 30 min,tprathanol.
2.12. Statistical analysis

The statistics were produced accomplished usiegatialysis of variance (ANOVA).
When there was a significant difference among theugs, Student-Neewman-Keuls or
Kruskall-Wallis post hoc test was applied for nplkti comparisons. The results were expressed
as the mean = standard deviation, being the diffsre considered statistically significant when

p < 0.05.

3. Results
3.1. Spectral characterization of compountlsgind(2)

The 'H and*C ressonance magnetic nuclear and infrared spettt®ese compounds
were compared with literature data in the previmosk of Zelnik et al. (1977). The difference
between the two diterpenes is in carbon 3, in camga there is a ketone group and2nhere
is an OH group. Compouridwas characterized as barbatusin and compound2-lagdroxy-

3-deoxobarbatusin. The structures of compounddiapdayed inFig 1.

3.2. Effect of OHBB and BB on gastric damage induneethanol
The oral administration of OHBBnd BB at the tested doses of 2.5, 5 and 10 mg/ kg

exhibited a dose-unrelated against ethanol-indyzedric lesions when compared to vehicle



117
group (Fig. 2A and 2B), the extent of inhibitiorr f@spective doses employed (53, 55, 96 % )
and (9, 31, and 76 %) respectively. NAC the positientrol include for this study also offered
significant protection of a similar magnitude agaiethanol (85% inhibition)-induced gastric

lesion.

3.3. Effect of OHBB and BB on gastric mucus

The amount of gastric mucus was significantly (©.85) less in the gastric tissues
collected from ethanol-treated animals, as compaoedon-damaged tissues from control.
There was no difference between the group recei@htBB with the injured group Hg.
3A).The pre-treatment of animals with BB (10 mg/kggaly enhanced the gastric mucus, (p <

0.01) when compared to animals on ethanol inj&rg.(3B).

3.4. Effect of OHBB and BB on gastric malonaldehg{@D, CAT, and NP-SH

The animals that received ethanol showed a sigmificincrease (p<0.001) in
malonaldehyde levels (101.4 + 4,72 tissue nmolAgg¢nvcompared to the control animals were
given that the vehicle (65.71 = 4.1ffssue nmol/g). OHBB (5 mg/kg) and BB (10 mg/kg)
decreased the malonaldehyde produced by ethan@3(573.51tissue nmol/g) and (52.63 +
7.97 tissue nmol/g) respectively, in a significargty (p < 0.001) (for both). The treatment of
the animals with OHBB (5 mg/kg) decrease the amdamxt enzyme SOD (p < 0.01), however
the pre-treatment with BB increase the amount oDS@ the tissues. The administration of
OHBB (5 mg/kg) was able to cause significant deptebf Catalase (p < 0.001), while the
administration of BB (10 mg/kg) did not alter thm@unt of this enzyme in gastric tissue.
The NP-SH level seen in gastric mucosa of normailtrob mice (280.1 + 12.7 pg/g) was

significantly decreased 102.3 = 10.4 mg/kg follogvithe administration off ethanol (Table 2).
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While pretreatment with NAC (150 mg/kg) almost cdetply replenished the ethanol
depletion of NP-SH (239.5 £ 6.5 mg/kg), OHBB and BRrkedly attenuated (p<0,001) the
depletion of gastric mucosal non-protein sulfhyds§/INP-SH (273.0 + 21.@nd 262.6 + 27.8

po/g) respectively. The data are shown in tablasdL2.

3.5. Effects of capsazepine, role of nitric oxidel &arp. channels on the gastroprotective
effect of OHBB and BB

The pre-treatment with TRPV1 receptor antagonigisaaepine and L-NAME was
unable to reverse the gastroprotective effect oBBH lesions induced by ethanol (Fig. 4a
and 4b). The pre-treatment with glibenclamide wdse ato reverse (p> 0.05) the
gastroprotective effect of OHBB against lesionsuiret by ethanol (Fig. 4 C). Additionally,
the effect of BB was significantly reduced (p <Q.01mice pre-treated with capsazepine (Fig.
5 A) and L-NAME (Fig. 5 B) (p <0001). The pre-tre@nt with glibenclamide was unable to

reverse the gastroprotective effect of BB agamsibihs induced by ethanol (Fig. 5 C).

4. Discussion

The literature reveals that plants contain a laligersity of natural products that have
demonstrated antiulcerogenic properties (Lewis &ahson, 1991). The two diterpenes
isolated fromPlectranthus grandi$OHBB and BB were tested against acute ulcer madels
animals and demonstrated defence mechanisms tecprstomach mucous. Terpenes or its
derivatives isolated from higher plants have bdews to display antiulcerogenic activity
vivo (Giordano et al., 1990; Lewis and Hanson, 1991tsMida et al., 1998; Rodriguez et al.,
2002). However, its gastroprotective propertiesnsedo act by different and many times

complementary mechanisms, many of them exhibitsxg@nmon feature an improvement of
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the mucosal defensive factors more than effectshenaggressive factors (Giordano et al.,
1990; Lewis and Hanson, 1991; Hiruma-Lima et @99). In the present study, OHBB and
BB significantly protected the gastric mucosa agfaithe injury induced by ethanol. The
formation of gastric lesions in this model may hes do stasis in gastric blood flow which
contributes to the development of the hemorrhagenaarotic aspects of tissue injury (Guth et
al. 1984). The pretreatment of animals with BB (A§fkg) greatly enhanced the gastric mucus
(p < 0.01), as compared to animals on ethanol ynjdreatment with ethanol induces
solubilization of mucus constituents in the stomaid a concomitant fall in the transmucosal
potential difference, increasing the fluxes of 'Nend K into the lumen, pepsin secretion,
lossing of H ions and histamine content in the lumen (GutH.et384; Szabo 1985).

ROS also have an important role in the pathoger#simucosal damage caused by
indomethacin, ethanol and other agents (Elliot Aradlace, 1998). Antioxidant enzymes such
as SOD, CAT, and GSH are the first line of defeag@inst ROS. The administration of ethanol
decreased the levels of SOD and GSH antioxidamtsremeased the LPO in stomach tissues of
mice in comparison to healthy mice. In contrasetioanol, doses of OHBB and BB showed
increased levels of SOD and GSH and decreased efidipid peroxidation.

The pretreatment with TRPV1 antagonist capsazemnd L-NAME failed to
effectively block the effects of the gastroproteetiof OHBB (5 mg/kg) against ethanol
damage. Capsaicin via includes sensory nerve fibesseptible to capsaicin, which releases
CGRP, and increase the formation of nitric oxidAUNITZ & AKIBA, 2004). These nerve
endings and the mediators are involved with theeotive mucosal response to luminal acid,
including increasing of the mucosal blood flow asecretion of mucus and bicarbonate.
Furthermore, the OHBB effect was significantly (p3D reduced in mice pretreated with

glibenclamide. In general the authors suggest tbatilation of opening and closing’ A&
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channels in the stomach can be a defense mechahesxternal injuries in the gastric mucous.
In the present work glibenclamide, a blocker ditt channels significantly antagonized the
protective effect of OHBB and diazoxide.

L-NAME (20 mg/kg s.c.) significantly blocked the sjeoprotection produced by BB
and L-arginine (400 mg/kg i.p.), suggesting NO iparétion in its gastroprotection. It is well
known that NO is involved in the modulation of gastnucosal integrity and is important in
the regulation of acid and alkaline secretion, nsusecretion and gastric mucosal blood flow
(Chandranath et al., 2002). The pretreatment wiRPT1 antagonist capsazepine failed to
block effectively (p>0,05) the gastroprotective eeff of BB (10 mg/kg) against ethanol
damage.

In conclusion, compounds OHBB and BB demonstratgdificant anti-ulcer activity
by oral administration. This effect could be rethte an increase of gastric-mucosal defensive
mechanisms mediated, in part, byak channel opening for OHBB and by activation of
TRPVI nitric oxide release, for BB. The protectivele for OHBB and BB affording
gastroprotection against gastric damage induceetbgnol indicates that these compounds
contribute for the activity oP. grandisand P. barbatus The different modes of action are

probably related to differences in chemical struesu
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1) (1)

Fig. 1. Chemical structure of barbatusi) @nd $-hydroxy-3-deoxobarbatusi2)
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Table 1.
Effects of alcohol intake alone and after admiaistn of either Barbatusin and OHBB contents of CAT

SOD, MDA and NP-SH and in mouse stomachs.

Treatment Dose CAT SOD (U/g MDA (nmol g/g NP-SH (ug/g
(U/g protein) protein) tissue) tissue)

No lesion - 14.18+0.70 6,95+0,62  65.71+4.17 280.2+12.6

Vehicle 0.2 ml/animal  13.66+0.57 4,94+0,1¢ 101.4 +4,72 102.3 + 7.4

OHBB 5 mg kg-1 852+0,9% 8,75+0,80 57.43+357F 273.0+21.7

NAC 150 mg kg-1 ~ 16.20+0.86 7,435+ 0,8Ff 56.06 +5.92 239.5+5.7

Data are mean + S.E.M of 8 animals in each gfop: 0.05 vs. Control (ho Iesiorﬁ;p < 0.05 vs. Control

(vehicle) (ANOVA followed by Student Newman Keuligst).
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Table 2.
Effects of alcohol intake alone and after admiaistn of either BB and on the contents of CAT SOD,

MDA and NP-SH and in mouse stomachs.

Treatment Dose CAT SOD (U/g MDA (nmol g/g NP-SH (ug/g
(U/g protein) protein) tissue) tissue)

No lesion - 14.18+0.70 6,95+0,62  65.71+4.17 280.2 +12.6

vehicle 0.2 ml/animal  13.66+0.57 4,94+0,19  101.4+4,72 1023+7.3

BB 10 mg kg-1 12.82+1.32 9,12+1,14 5263 +7.97 262.6 +27.8

NAC 150 mg kg-1 ~ 16.20+0.86 7,435+0,81 56.06+5.92 239.5+5.7

Data are mean + S.E.M of 8 animals in each gfop: 0.05 vs. Control (ho Iesiorﬁ;p < 0.05 vs. Control

(vehicle) (ANOVA followed by Student Newman Keuligst).
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Figure. 3
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Fig. 3 A. Effect of the OHBB treatment on the amount of nwatter induction of gastric
lesion by ethanol in mic&he results are expressed as mean + S.EpM.0.05 in comparison

to no lesion group (ANOVA followed by Student Newmigeul's test).
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Fig. 3 B. Effect of the BB treatment on the amount of muafier induction of gastric lesion by
ethanol in miceThe results are expressed as mean *= S.BpM: 0.05 in comparison to no
lesion group;’p < 0.05 in comparison to vehicle control (ANOVAlléaved by Student

Newman Keul’s test).
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CONCLUSOES

Os dados obtidos do extrato etandlico das folhaB.dsericea(BSLE) permitiu tirar as

sequintes conclusdes:

v Andlises quimicas do BSLE por HPLC indicaram a gmea como compostos
majoritarios dos flavonéides: quercetina (3,3',4*faentahidroxiflavona), isoquercetina
(quercetina 32-glucosideo), rutina (quercetina(+utinosideo) e Caempferol 3-O-
rutinosideo, sugerindo que estes compostos possamssresponsaveis pelo efeito

gastroprotetor, visto que eles possuem variagdatis bioldgicas relatadas.

v BSLE, nas doses testadas ndo apresentaram toxdcigath causaram morte nos

animais;

v BSLE inibiu o transito intestinal na dose de 100§'kg, sugerindo um efeito

antidiarréico do extrato;

v BSLE apresentou atividade gastroprotetora em medelperimentais de lesdes

gastricas agudas induzidas por etanol e indometacin

v BSLE evitou a deplecdo dos grupos sulfridrilas néo-cose e reduziu a
formacdo de malonaldeido no modelo de leséo gastrituzida por etanol, indicando

uma acao antioxidante como parte do seu mecanisraQab gastroprotetora;

v O estudo do mecanismo citoprotetor do BSLE indiogpessivel envolvimento,
do receptor TRPV1 nas fibras aferentes sensivetapsaicina, Oxido nitrico e a

abertura de canais de potassio sensiveis a ATRodelmde leséo gastrica por etanol;

v O possivel efeito gastroprotetor do BSLE pode estacionado ao aumento de
fatores protetores da mucosa gastrica, como acdtivde mecanismos antioxidantes,

tanto enzimaticos (CAT e SOD), e com a manuteneaouto;
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Os principais resultados obtidos dos diterpenpsi@roxi-3-deoxobarbatusina (OHBB) e

barbatusina (BB), isolados da plaRiactranthus grandisnostraram que:

v OHBB e BB apresentaram atividade gastroprotetoraneaielos experimentais

de lesdo gastrica aguda por etanal,

v OHBB e BB demonstraramagao gastroprotetorpossivelmenteevitando a
deplecdo dos grupos sulfridrilas n&o-proteicos ereducdo da formacédo de
malonaldeido no modelo de lesdo géstrica induzataepanol, indicando uma acéo

antioxidante como parte do seu mecanismo;

v O provavel efeito gastroprotetor do OHBB pode asfi@cionado como a

ativacdo da enzima antioxidante SOD;

v O estudo do mecanismo citoprotetor da OHBB indicgaa upossivel

participacdo, dos canais dg#no seu efeito protetor;

v A investigacdo do envolvimento dos receptores @ates do tipo TRPV1
presentes nas fibras aferentes sensiveis a capasagcdo 6xido nitrico, parecem que

nao estao envolvidos no mecanismo gastroprotetQizB;

v O possivel efeito gastroprotetor do BB pode edi@cianado ao aumento de
fatores protetores da mucosa gastrica, mantenaidvess da catalase e da superdxido

desmutase, evitando a diminuicéo de muco;

v No modelo de lesdo gastrica induzida por etanotptas receptores vanildides
do tipo TRPV1, bem como o L-NAME, um inibidor néelesivo da NOS, reverteram
de maneira significativa o efeito gastroprotetor BB, demonstrando um provéavel

envolvimento nesses mecanismos;
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v No estudo envolvendo os canais de potassio sensVvAITP, a glibenclamida
nado conseguiu reverter o efeito gastroprotetor d& Bvidenciando um n&o

envolvimento desses no efeito da BB.

v Provavelmente as diferencas entre as estruturasaasi dos compostos OHBB

e BB séo responsaveis pelos diferentes mecanisenagé de cada um.
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PERSPECTIVAS

O extrato etandlico deB. sericea apresentou efeito gastroprotetor através dos
experimentos farmacolégicos realizados sem apmase¢okicidade nas doses testadas. A
analise quimica deste extrato revelou a presencgudao flavondides, e, portanto, seria
importante o isolamento de cada um desses comppatasavaliar a relagdo entre as suas
estruturas quimicas e as suas acfes antioxidaatgastroprotecdo. Desta forma esta planta
seria validada cientificamente, podendo assim siragda como fitoterapico para uso em
animais e humanos apos testes clinicaslieionais testes farmacoldgicos.

Os diterpenos isolados &a grandisapresentaram efeitos gastroprotetores significativ
A continuidade de estudos farmacoldgicos e clinmaEsnitira avaliagbes adicionais que poderao
leva-los a se tornarem matérias-primas de medidasni@nserem disponibilizados no mercado nas

formas de fitofarmacos.
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Para: selene@uece.br

Dear Selene,

We have received your article "Gastroprotective effect of Byrsonima
sericea DC. leaf extract against ethanol-induced gastric injury: potential
mechanisms" for consideration for publication in Phytomedicine.

Your manuscript will be given a reference number once an editor has been
assigned.

Thank you for submitting your work to this journal.
Kind regards,

Elsevier Editorial System
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Prezado(a) Prof.(a) Dr.(&atricia Rodrigues
Confirmo recebimento do manuscrito intituladefeito do extrato etandlico de Byrsonima
Sericea DC. No sistema gastro — intestinal e avagi@o da toxicidade em camundongds de
autoria dePatricia Rodrigues e col., para publicacdo na REVISTA BRASILEIRA DE
FARMACOGNOSIA. Informo que este trabalho recebenldmero de control&G 734.De
acordo com as normas da revista, 0 mesmo foi entatd a dois referees. Assim que
tivermos os resultados lhe comunicaremos.
Atenciosamente,
Rita de Céassia Bacelar

Secretaria Executiva

REVISTA BRASILEIRA DE FARMACOGNOSIA



