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RESUMO

A Eugenia dysenterica e a Campomanesia pubescens (Myrtaceae), conhecidas no
Brasil como “cagaita” e “gabiroba”, respectivamente, sdo amplamente utilizadas pela
populacdo no tratamento de algumas desordens gastrintestinais. Considerando seu uso
popular e que algumas plantas da familia Myrtaceae apresentam efeitos protetores sobre
a mucosa gastrica, selecionamos, utilizando uma abordagem taxon6mica, 0s extratos
aquosos das folhas de E. dysenterica e C. pubescens para investigar seus possiveis
efeitos gastroprotetores. A capacidade de ambos os extratos e da carbenoxolona em
proteger a mucosa gastrica de lesGes induzidas por HCl/etanol foi avaliada em
camundongos. A contribuicdo do 6xido nitrico (NO), dos compostos sulfidrilicos
enddgenos (-SH) e as alteracdes na producdo de HCI sobre o efeito gastroprotetor do
extrato de E. dysenterica também foi investigada, bem como, sua atividade antioxidante
e a possivel participacdo dos taninos nesses efeitos citoprotetores. O extrato de E.
dysenterica, a carbenoxolona, mas ndo o extrato de C. pubescens, protegeu a mucosa
gastrica de lesdes induzidas por HCl/etanol, diminuindo a producgédo de HCI. O bloqueio
de grupamentos - SH por NEM, mas ndo a inibicao da sintase do NO pelo L-NAME,
aboliu a atividade gastroprotetora do extrato de E. dysenterica. A presenca de taninos no
referido extrato foi confirmada pelas analises por MALDI; esses taninos foram
identificados pelo padrdo de fragmentacdo (MS/MS) como taninos condensados do
tipo-B, com até 11 unidades flavan-3-ol e predominantemente constituidos por
procianidinas e prodelfinidinas. Ainda, a remoc¢édo parcial de taninos do extrato de E.
dysenterica aboliu o efeito citoprotetor do mesmo sobre a mucosa gastrica. Por fim, o
extrato de E. dysenterica apresentou uma significativa atividade antioxidante in vitro.
Assim, o extrato das folhas de E. dysenterica, mas ndo o extrato de C. pubescens, possui
efeito gastroprotetor, o qual parece estar relacionado a inibicdo de HCI, a sua atividade
antioxidante e aos compostos —SH enddgenos. Essas acdes pleiotrdpicas parecem estar
estreitamente relacionadas com os taninos condensados presentes no extrato das folhas

de E. dysenterica.

Palavras-chave: Campomanesia pubescens; Gastroprotecdo; Eugenia dysenterica.



ABSTRACT

Eugenia dysenterica and Campomanesia pubescens (Myrtaceae), known in Brazil
as “cagaita” and “gabiroba”, respectively, have been used by the general populace to
treat some gastrointestinal disorders. Considering their folk uses and that many plants of
the Myrtaceae family exhibit protective effects toward the gastric mucosa, we applied a
taxonomic approach to select the E. dysenterica and Campomanesia pubescens leaf
extracts to evaluate their gastroprotective effects. The abilities both extracts and
carbenoxolone to protect the gastric mucosa from ethanol/HCI-induced lesions were
evaluated in mice. The contributions of nitric oxide (NO), endogenous sulfhydryl (SH)
groups and alterations in HCI production to the extract’s gastroprotective effect were
investigated. We also determined the antioxidant activity of the extract and the possible
contribution of tannins to the cytoprotective effects. E. dysenterica extract,
carbenoxolone, but not C. pubescens protected the gastric mucosa from ethanol/HCI-
induced ulcers and the former also decreased HCI production. The blockage of SH
groups by NEM, but not the inhibition of NO synthesis by L-NAME, abolished the
gastroprotective action of E. dysenterica extract. Tannins are present in this extract,
which was analysed by MALDI; the identified tannins by fragmentation pattern
(MS/MS) are condensed, type B with the coupling until eleven flavan-3-ol units and
predominantly comprised procyanidin and prodelphinidin. Partial withdraw of tannins
from the extract abolished its cytoprotective actions. Finally, the extract exhibits free
radical scavenger activity in vitro. Therefore, E. dysenterica, but not C. pubescens leaf
extracts has gastroprotective effects that appear linked to the inhibition of HCI
production, to its antioxidant activity and to endogenous SH-containing compounds.
These pleotropic actions appear strictly related to the condensed tannins contained in the

E. dysenterica leaf extracts.

Keywords: Campomanesia pubescens; gastroprotection; Eugenia dysenterica.
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1. INTRODUCAO

Vérios extratos derivados de plantas possuem efeitos gastroprotetores e
representam uma grande fonte de compostos bioativos com potencial terapéutico para o
tratamento de Ulceras gastricas e duodenais, doencas que ainda sdo consideradas um
problema de salude em todo o mundo (BORRELLI e 1ZZO, 2000). Dessa forma,
pesquisas nessa area sao importantes, pois fornecem dados que auxiliam as instituicdes
governamentais em suas politicas sobre o uso de plantas na industria farmacéutica, no
uso sustentavel da biodiversidade e, consequentemente, na aplicacdo de fitoterapicos em
programas de promogdo de saude publica.

Dentre as plantas estudadas e que apresentam efeito gastroprotetor, aquelas da
familia Myrtaceae se destacam; de fato, diversas espécies sdo capazes de promover
citoprotecdo na mucosa gastrica, incluindo a Campomanesia lineatifolia
(MADALOSSO et al., 2012), Campomanesia xanthocarpa (MARKMAN, BACCHI,
KATO, 2004), Eugenia jambolana (CHATURVEDI et al., 2007, 2009; EL-
SHENAWY, 2009), Myrtus communis (SUMBUL et al., 2010), Plinia edulis
(ISHIKAWA et al., 2008), Syzygium aromaticum (AGBAJE, 2008; SANTIN, 2011), e
Syzygium cumini (RAMIREZ e ROA Jr.,, 2003). A Eugenia dysenterica DC.
(Myrtaceae), conhecida no Brasil como ‘“cagaita” ou ‘“cagaiteira”, encontra-se
amplamente distribuida no Cerrado. Suas frutas sdo comestiveis e tradicionalmente
usadas como agentes catarticos e suas folhas, por outro lado, sdo usadas no tratamento
de diarreias (ALMEIDA et al., 1998). A Campomanesia pubescens O. Berg, outra
mirtacea, € um arbusto de ocorréncia no Cerrado e suas folhas também sdo utilizadas
tradicionalmente no tratamento de diarreia (PIVA, 2002).

Portanto, considerando o uso popular da E. dysenterica e da C. pubescens no
tratamento de algumas desordens do trato gastrintestinal, bem como as referidas
atividades gastroprotetoras descritas para muitas espécies da familia Myrtaceae,
incluindo aquelas do género Eugenia e Campomanesia, utilizamos a abordagem
taxon6bmica para seleciona-las com o objetivo de estudar seus possiveis efeitos
gastroprotetores. Cabe ressaltar que, a abordagem taxondémica baseia-se na premissa de
que espécies do mesmo taxa possuem capacidade genética de produzir metabdlitos
secundarios semelhantes (CORDELL et al., 1996; CORDELL, 2000). Ainda,
investigamos 0s mecanismos farmacoldgicos e os possiveis metabolitos secundarios

envolvidos nas ag¢Oes gastroprotetoras observadas.
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2. REVISAO BIBLIOGRAFICA

Como avaliamos no presente trabalho o possivel efeito gastroprotetor de duas
espécies vegetais, descreveremos a seguir uma breve revisdo da literatura sobre aspectos
morfofuncionais da mucosa gastrica, bem como forneceremos informagdes relevantes
sobre 0 modelo experimental utilizado e sobre as espécies estudadas. Por fim, faremos
consideracGes sobre o grupo de metabolitos secundarios investigados nesse estudo.

2.1. Mucosa Gastrica

A parede estomacal pode ser dividida em quatro regides: a mucosa, a submucosa, a
camada muscular e a serosa. A mucosa é constituida de uma superficie epitelial, a qual é
formada por uma camada de células simples colunares que recobrem as fossas gastricas;
abaixo do epitélio encontra-se a lamina propria, uma camada de tecido conjuntivo que
se apoia sobre a muscular da mucosa (muscularis mucosae) (EROSCHENKO, 2008). O
estdmago também pode ser dividido em cinco regides principais: cardia, fundo, corpo,
antro e piloro (Figura 1). O epitélio do corpo e do fundo do estbmago (mucosa oxintica
ou glandular) contém vaérios tipos de celulas diferenciadas: as células parietais ou
oxinticas (presentes no fundo das glandulas oxinticas), as células principais ou
zimogeénicas, células mucosas superficiais e, as células enteroenddcrinas secretoras de
horménio (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). Ainda, a mucosa glandular
possui células mucosas na regido do pescoco das glandulas gastricas e ceélulas
indiferenciadas ou regenerativas, as quais originam as células da superficie epitelial
(AIRES, 2008). As células parietais sdo as responsaveis pela secrecdo de acido
cloridrico (HCI) e de fator intrinseco (substancia importante na absorcdo da vitamina
B12), enquanto que as células principais secretam pepsinogénio. Esse Gltimo, quando
secretado no lumen da mucosa gastrica, em condi¢cdes de pH acido (entre 1,8 a 3,5),
converte-se em pepsina ativa, uma enzima importante na digestdo de proteinas. As
células mucosas superficiais secretam muco e bicarbonato (HCO3), que juntos, formam
uma pelicula protetora sobre a mucosa (GUYTON e HALL, 2006).
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Figura 1. Estrutura do estbmago humano.
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Do ponto de vista morfofuncional o estbmago pode ser dividido em 4 regifes: cardia, fundo,
corpo, antro e piloro. A parede estomacal apresenta 4 camadas especificas: a serosa, a camada
muscular, a submucosa e a mucosa. Essa Gltima mucosa é rica em glandulas gastricas, as quais
contem células produtoras de enzimas digestivas, acido cloridrico e muco. A submucosa,
constituida de tecido conjuntivo é rica em vasos sanguineos e possui um plexo nervoso. Ainda,
na camada muscular do estbmago as fibras musculares lisas apresentam-se em 3 orientacoes
distintas: obliqua, circular e longitudinal. Por fim, tem-se a serosa, uma camada de tecido
conjuntivo revestida pelo peritdnio visceral. Fonte: Enciclopedia Brittanica Online (2013), com
modificacdes.

2.2. Secrecdo acida

A secrecdo acida estomacal esta envolvida na digestdo de proteinas e na absorcao de
ferro, calcio e vitamina B12, além de atuar contra bactérias invasoras (SCHUBERT e
PEURA, 2008). A célula parietal em repouso possui canaliculos intracelulares, que se
abrem na membrana apical da célula, bem como um sistema tubulo-vesicular rico em
bombas de protons (H*/K*-ATPase) secretoras de H*. Quando a célula é ativada, o
sistema tubulo-vesicular funde-se a membrana celular de forma que as microvilosidades
projetam-se nos canaliculos, aumentando acentuadamente a area da referida membrana
em contato com o limen gastrico (Figura 2). As moléculas de H*/K*-ATPase ficam
expostas a0 K™ no liquido extracelular e passam a trocar H* por K*. O H* secretado é
oriundo do acido carb6nico (H,COg3), o qual é formado pela hidratacdo do dioxido de

carbono (CO,), uma reacdo catalisada pela anidrase carbénica (GANONG, 2006).
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Figura 2. Ativagao da célula parietal.
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(A) Células parietais secretam &cido cloridrico e estdo localizadas no interior de glandulas
gastricas no estbmago. (B) Quando as células parietais estdo em estado de repouso, 0s
canaliculos presentes na superficie apical projetam-se para o interior célula. As mitocondrias e
as vesiculas tubulares [que formam o sistema tubulo-vesicular e que contém as bombas de
protons K*/H*-ATPase (em verde)] estdo localizadas no citoplasma da célula parietal. Apds
estimulacdo celular (por histamina, acetilcolina ou gastrina), o sistema tdbulo-vesicular funde-se
com a membrana plasmatica, e os canaliculos e microvilosidades tornam-se mais profundos,
aumentando a area superficial e, consequentemente, a secrecdo de acido. Fonte: Du et al.
(2013), com modificagdes.

Assim, o0 HCO3" formado pela dissociacdo de H,COj3; deixa a célula parietal
através de um antitransportador presente na membrana basolateral, o qual troca HCO3’
por outro anion; como o cloreto (CI) é o anion mais abundante no liquido intersticial, a
troca envolve principalmente esse ion. Por fim, o CI" através de canais presentes na
membrana apical deixa a célula, a favor do seu gradiente eletroquimico (GANONG,
2006). Cabe salientar que, a expressao e a atividade da bomba de prétons é controlada
por proteinas quinases, cujas atividades estdo relacionadas aos niveis intracelulares de
adenosina 3’,5’monofostato ciclico (AMPc), Ca®" e diacilglicerol (DAG) (Figura 3).
Assim, a estimulacdo de receptores na membrana da célula parietal através de
sinalizacdo mediada pela proteina Gs, ativa a adenilato ciclase (AC), a qual leva a
formacdo de AMPc e consequente ativacdo da proteina quinase A (PKA). Ainda, a
ativacdo da proteina Gq por receptores presentes no plasmalema da célula parietal causa
ativacdo da fosfolipase C (PLC), que hidrolisa fosfolipidios de membrana, aumentando

os niveis citoplasmaticos de trifosfato de inositol (IP3) e DAG. O IP3 causa liberagdo de
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Ca’* do reticulo endoplasmético enquanto que o DAG possibilita a ativacdo da proteina
quinase C (PKC) (SCHUBERT e PEURA, 2008).

Figura 3. Controle da secrecdo de acido pelas células parietais.
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A estimulacdo da secrecdo de acido pelas células parietais € modulada pelas vias: parécrina
(histamina), neuroenddcrina [acetilcolina (Ach)] e endécrina (gastrina), que ativam seus
respectivos receptores (H,, M; e CCK;). A ativacdo do receptor H, aumenta 0s niveis
intracelulares de AMPc, o que leva a ativacdo de proteina quinase A. A ativacdo dos receptores
M;e CCK; estimula a liberacdo de Ca** e producao de diacilglicerol (DAG); ambos estimulam a
atividade da proteinas quinases. A ativacdo das quinases resulta em fosforilagdo e ativacdo da
H*/K*-ATPase da membrana canalicular, que bombeia fons H* na luz do estomago. Um canal
CI da membrana apical acopla o efluxo de CI"com o efluxo de H*, enquanto um canal de K* da
membrana apical (ndo ilustrado) recicla o K" para fora da célula. O resultado final desse
processo consiste na rapida extrusao de HCI para a luz estomacal. Fonte: GOLAN et al , 2009.
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A ativacdo das células parietais encontra-se sobre controle neuroenddcrino e
envolve a acdo de: (i) histamina, um hormdnio paracrino; (ii) acetilcolina, um
neurotransmissor liberado por terminagdes nervosas colinérgicas parassimpaticas; (iii)
gastrina, um horménio endécrino secretado pelas células G (GUYTON e HALL, 2006).
A histamina secretada pelas células enterocromafins-similes (ECL) as quais estdo
adjacentes as células parietais, promove uma estimulacdo local. Esse hormonio atua
diretamente na célula parietal, ligando-se a receptores para histamina do subtipo H,, 0s
quais estdo acoplados a proteina Gs. A gastrina e a acetilcolina estimulam as células
parietais através de suas ligaches com receptores de colecistoquinina 2 (CCK3) e
receptores muscarinicos do subtipo Ms, respectivamente. Ambos 0s receptores se
acoplam & proteina Gg, determinando um aumento nos niveis intracelulares de Ca®* e na
atividade da PKC (Figura 3). Assim, as vias de sinalizacdo deflagradas pela estimulagéo
dos receptores para histamina, acetilcolina e gastrina explicam o aumento na producéo
de HCI induzido por esses mediadores. Por fim, a gastrina e a acetilcolina podem
intensificar a producio de H* por estimularem células ECL que, como descrito
anteriormente, liberam histamina (SCHUBERT e PEURA, 2008).

E importante ressaltar que, o HCI é capaz de inibir sua propria secreco através de
uma alca de retroalimentacdo negativa a qual envolve: (i) acdes indiretas relacionadas a
liberacdo de somatostatina por células D da regido antral (agindo como um horménio,
inibindo as células G secretoras de gastrina e, indiretamente a secrecdo de HCI); (ii)
acOes diretas da somatostatina liberada da regido do corpo (agindo como um horménio
paracrino, ativando proteinas G; e inibindo a adenilato ciclase, a sintese de AMP. e a
secrecdo de HCI pelas células parietais). A somatostatina também pode inibir a secrecéo
de histamina pelas células ECL (AIRES, 2008; CORLETO, 2010). Além da
somatostatina, outros inibidores enddgenos da secrecdo de HCI, agem diretamente sobre
as células parietais, como as prostaglandinas das séries E e | e os fatores de crescimento
epidérmico (EGF) (AIRES, 2008).

2.3. Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

Além do HCI secretado e da pepsina, a mucosa gastrica estd constantemente
exposta a diversos agentes potencialmente lesivos como: sais biliares regurgitados,

alimentos em altas temperaturas e/ou com alta osmolaridade, alcool, etc. Desse modo, a
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mucosa apresenta diversos mecanismos de defesa que evitam que tais agentes induzam
les@es tissulares. Esses mecanismos serdo sucintamente descritos a seguir e encontram-

se resumidos nas figuras 4 e 5.

2.3.1. Fatores luminais e epiteliais de defesa da mucosa gastrica: camada de

muco e bicarbonato, células epiteliais superficiais e renovacao celular

A primeira linha de defesa da mucosa gastrica é constituida por uma camada de
muco secretado pelas células epiteliais, a qual € formada por glicoproteinas
denominadas mucinas (aproximadamente 5%), que conferem viscoelasticidade ao
mesmo, bem como por &gua (95%) (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008;
DHARMANI et al., 2009). O epitélio adiciona HCOg3 a essa pelicula mucosa, criando
um microambiente estavel com pH proximo da neutralidade, contrastando com aquele
encontrado no suco gastrico luminal (WALLACE, 2008). Apesar da producdo de
bicarbonato ser baixa comparada a secrecdo acida (cerca de 10% desta), o complexo
muco/bicarbonato mantém o pH neutro devido a elevada viscosidade do mesmo. Assim,
evita-se que o bicarbonato se difunda e seja perdido no limen gastrico, garantindo a
protecdo das células epiteliais (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). O
bicarbonato formado nas células parietais é transportado para a corrente sanguinea
arterial, por mecanismos descritos anteriormente (vide pagina 18), determinando sua
alcalinizagdo; esse fendmeno ¢ denominado de “maré¢ alcalina” e ¢ importante pois
possibilita a captacdo de HCO3 pelas células epiteliais secretoras de muco, bem como
auxilia na neutralizacdo de H* que eventualmente consiga atravessar a barreira mucosa
(NIV e FRASER, 2002; LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008).

As células epiteliais, per se, representam um importante mecanismo de defesa
contra injdrias na mucosa gastrica. Estas células possuem fosfolipidios hidrofobicos na
superficie que atuam repelindo agentes lesivos sollveis em dgua (LAINE, TAKEUCHI
e TARNAWSKI, 2008). Sanders et al. (1985) demonstraram que a membrana apical de
células principais em cultura resistiu fortemente ao efeito lesivo de uma solucdo acida
(pH 2,0 durante 4h). Entretanto, a membrana basolateral dessas células apresentou alta
sensibilidade a uma solucdo levemente acida (pH 5,5). Essas observacgdes evidenciam a
importancia da justaposicdo celular, a qual impede que agentes lesivos acessem

camadas mais profundas da mucosa, regides menos resistentes a interacdes com acidos
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ou agentes lesivos (WALLACE, 2008). E importante ressaltar que as células epiteliais
superficiais sdo interconectadas através de jungdes aderentes, formando uma barreira
que impede a difusdo de acido ou pepsina de volta para essas células. Ainda, essas
células sdo conectadas metabolicamente e eletricamente por jungBes comunicantes
(juncbes gap) (LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). Além disso, a intensa
renovacdo das células da mucosa gastrica, que ocorre a cada 2-4 dias, garante sua
integridade. Essa capacidade de substituicdo de células senescentes de forma continua,
rapida, e sem que ocorra perda da continuidade e da funcdo da barreira epitelial, pode
ser atribuida ao processo de extrusdo celular. Nesse caso, as células em torno daquelas
em estado apoptético gradualmente comprimem a regido basal das mesmas, até que a
célula se desloque da membrana basal (WALLACE, 2008).

2.3.2. Microcirculacao e gastroprotecdo

Como descrito anteriormente, a mucosa gastrica pode ser exposta continuamente a
secrecdo &cida sem que um dano significativo ocorra. Isso se deve em parte a
microcirculacdo local, que distribui sangue alcalinizado, o qual atua como tampdo, além
de remover e diluir o &cido e outros agentes lesivos. O aumento do fluxo sanguineo na
mucosa em resposta a lesdo e a exposicdo a secrecdo acida é mediado, em parte, pelo
oxido nitrico (NO). Ha relatos de que esse mediador protege a mucosa gastrica contra
lesbes induzidas por etanol e endotelina-1, e a inibicdo da sintese de NO aumenta a
formacdo das lesdes na referida mucosa. O estimulo para a liberacdo de NO e outros
fatores é regulado por reflexos locais, os quais sdéo mediados por nervos aferentes
sensoriais; assim, as terminacfes nervosas detectam a presenca do acido e respondem
liberando, nas arteriolas submucosas, 0 CGRP (peptideo relacionado ao gene de
calcitonina) o qual estimula entdo as células endoteliais a liberarem fatores de
relaxamento como o NO e a prostaciclina (PGIl;) (WALLACE, 2008; LAINE,
TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008).

2.3.3. NO e gastroprotecdo

Além do seu importante papel vasodilatador na mucosa gastrica, o NO atua

também na regulacdo da secrecdo de muco, na inibicdo da agregacdo de neutrdfilos e
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auxilia no processo de cicatrizacdo das ulceras. Esse mediador é um gés sintetizado a
partir do aminodcido L-arginina e sua producdo envolve a acdo das sintases do éxido
nitrico (NOS), para as quais ja foram descritas 3 isoformas: duas constitutivas, a
neuronal (NOSn) e a endotelial (NOSe), e uma induzivel (NOSi). No trato
gastrintestinal, as isoformas mais importantes sdéo NOSe e NOSn. A atividade de NOSe
e NOSn é regulada por alteraces nas concentracées de Ca®" intracelular, o qual se liga
a calmodulina, formando um complexo que ativa a enzima. O NO liberado ativa entdo a
guanilato ciclase solivel que, consequentemente leva a formagdo de guanosina 3°,5’
monofosfato ciclico (GMPc); o GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) que através da
fosforilacdo de diversos alvos desencadeia a vasodilatagdo. Cabe salientar que o
bloqueio da sintese, liberacdo e/ou sinalizacdo mediada pelo NO aumenta o estresse
oxidativo, ativando mastocitos, amplamente distribuidos na mucosa gastrica, 0s quais
sdo responsaveis pela liberagdo de mediadores como histamina e fator ativador de
plaguetas (PAF). Esses efeitos causam, em conjunto, aumento da permeabilidade
epitelial e estimulacdo da producéo de HCl (KANWAR et al., 1994).

2.3.4. Prostaglandinas e gastroprotecdo

As cicloxigenases (COXs) sdo enzimas que convertem o &cido araquiddnico, um
acido graxo presente nas membranas celulares, em prostaglandinas instaveis que servem
de substrato para a sintese de diferentes prostandides. Essas enzimas sdo amplamente
distribuidas, sendo particularmente importantes no trato gastrintestinal, onde
desempenham um papel primordial na protecdo da mucosa contra agentes lesivos. Os
principais produtos do metabolismo do &cido araquidénico produzidos no estémago e
duodeno humano sdo as prostaglandinas E,, Fa, (PGE; e PGF,,) e a PGl, (CRYER,
2001). Duas isoformas de COX sdo importantes na periferia, uma enzima constitutiva
designada de COX-1 e outra induzivel, conhecida como COX-2. No tecido gastrico, a
COX-1 parece regular funcbes de ordem homeostéatica, como o fluxo sanguineo local e
a secrecdo de muco e bicarbonato; por outro lado, a COX-2 € induzida em éareas de
ulceracdes e inflamacdo da mucosa. Prostaglandinas geradas pela COX-2 participam no
processo de cicatrizacdo de Ulceras através do estimulo da proliferacdo celular, da
angiogénese, bem como do restabelecimento da integridade da mucosa; ainda, essas
prostaglandinas inibem a aderéncia leucocitaria (KONTUREK, KONTUREK e
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BRZOZOWSKI, 2005). As PGE; e PGI, sdo vasodilatadores potentes, pois aumentam o
fluxo sanguineo na mucosa, 0 que proporciona uma maior resisténcia da mesma a
formac&o de lesdes. Além disso, a vasodilatacdo auxilia na regeneracdo do epitélio, uma
vez que propicia a criagdo de um microambiente alcalino em locais de lesdo, regides
mais susceptiveis ao efeito deletério do HCI (WALLACE, 2008).

A acdo de drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais (AINES) sobre a mucosa
gastrica evidencia o papel crucial das prostaglandinas para a manutenc¢do da integridade
da mesma. De fato, diversos AINEs aumentam significativamente o risco de eventos
gastrintestinais adversos, como 0 aparecimento de Ulceras e sangramento gastrico
(YUAN, PADOL, E HUNT, 2006), os quais estdo relacionados a capacidade que estas
drogas apresentam de inibir a atividade das COXs e, consequentemente, diminuir a

sintese prostaglandinas (WALLACE, 2008).

Figura 4. Representacdo diagramatica dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica.
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A integridade da mucosa gastrica é mantida através de varios mecanismos de defesa, 0s quais
atuam sinergicamente para protegé-la dos agentes nocivos, como &cido e pepsina. Esses
mecanismos incluem: (1) uma barreira de muco e bicarbonato, (2) células epiteliais superficiais,
(3) altos niveis de renovacdo celular, (4) maré alcalina, (5) microcirculacdo, (6) nervos
sensoriais (0s quais estimulam a liberacdo de NO) e, por fim, (7) prostaglandinas. Além de
fatores locais, a defesa da mucosa gastrica é regulada, em parte, pelo sistema nervoso central
(SNC) e por fatores hormonais. CCK (colecistoquinina); células ECL (enterocromafins-similes).
Fonte: LAINE et al. (2008), com modificagdes.
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2.3.5. Sistemas antioxidantes e gastroprotecao

As espécies reativas de oxigénio (ROS) geradas pelo metabolismo do &cido
araquidénico, plaquetas, macréfagos, e células do musculo liso, podem contribuir para a
formacdo de lesbes na mucosa gastrica. As ROS incluem todos os radicais de oxigénio,
como os radicais superéxido (O;"7), hidroxila (OH"), alquila (L"), alcoxila (LO") e
peroxila (LOO%). Em um processo denominado peroxidacdo lipidica, radicais livres
agem sobre os lipidios insaturados das membranas celulares, gerando principalmente L",
LO" e LOO". As alteracdes produzidas na membrana geram entdo desordens na
permeabilidade da mesma, alterando o fluxo de ions e de outras substancias. Ainda, as
ROS podem causar dano ao DNA, bem como comprometer componentes da matriz
extracelular (LIMA e ABDALLA, 2001). Em conjunto, essas acGes podem levar a
morte celular, de forma que as células contam com importantes sistemas antioxidantes
que as possibilitam lidar com a geracéo das ROS (NIKI, 2012).

Assim, a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase
(GPx) representam a primeira linha de defesa contra as ROS. A SOD converte 0 O," em
peréxido de hidrogénio (H,0;) e oxigénio molecular (O,) enquanto que a catalase e a
GPx convertem o H,O, em agua e O, ou agua e glutationa oxidada (GSSG),
respectivamente (Figura 5). A GPx, uma proteina dependente de selénio, requer outros
cofatores para desempenhar adequadamente sua funcdo, tais como: glutationa redutase
(GR), glutationa reduzida (GSH) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH) (WEYDERT e CULLEN, 2010).

Cabe salientar que, compostos sulfidrilicos (-SH) sdo agentes envolvidos na
protecdo de praticamente todos os tecidos as lesGes quimicamente induzidas. A
glutationa corresponde a maior parte de grupos -SH ndo proteicos do organismo e em
conjunto com compostos sulfidrilicos de proteinas, apresenta um importante papel no
sistema antioxidante celular (SZABO, NAGY e PLEBANI, 1992). Evidenciando o
efeito gastroprotetor de compostos -SH ndo proteicos, Szabo, Trier e Frankel (1981)
notaram que a inducdo de lesbes gastricas apds administracdo de solucdo etandlica
acidificada estava associada a diminuicdes nas concentracdes desses compostos. Além
disso, esta bem estabelecido que agentes bloqueadores de grupamentos -SH, como a N-

etilmaleimida (NEM) abolem o efeito citoprotetor de diferentes substancia sobre a
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mucosa géstrica (SZABO, TRIER e FRANKEL, 1981; MIZUl e DOUTECHI, 1983;
RASTOGI, PATNAIK e DIKSHITU, 1998).

Figura 5. Sistema de defesa antioxidante.

-
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A superdxido dismutase (SOD) converte o superdxido (O,7) em perdxido de hidrogénio (H,O,)
e oxigénio (0,). O H,O, formado é entdo convertido pela catalase (CAT, presente
principalmente nos peroxissomos, lisossomos e mitocdndrias) em &gua e oxigénio molecular.
No citosol, a glutationa peroxidase (GPx) também forma agua a partir de H,O,, convertendo a
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSG), a qual pode ser reconvertida em
GSH pela acdo da glutationa redutase (GR), em um processo que utiliza como doadores de
elétrons a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH). Fonte: a autora.

2.4. Ulcera péptica

Dentre as doencas que acometem o homem e que sdo consideradas um problema
de salde puablica encontra-se a Ulcera péptica, a qual compreende lesGes ulcerativas
presentes no estdbmago ou duodeno. O desenvolvimento da doenca e das mortes a ela
relacionadas coincide com o processo de urbanizacdo e existem evidencias de que o
estresse possa ser um dos fatores envolvidos (SCHUBERT e PEURA, 2008;
MALFERTHEINER, CHAN e McCOLL, 2009). A compreensdo dos mecanismos
fisiopatologicos da Ulcera péptica sofreu profunda alteracdo no inicio da década de
1980, quando Warren & Marshall sugeriram que as lesdes estavam associadas a
infeccdo pelo micro-organismo Campylobacter pyloridis, atualmente denominado de
Helicobacter pylori (WARREN e MARSHALL, 1983; MARSHALL ¢ WARREN,
1984; MALFERTHEINER, CHAN e McCOLL, 2009). Essa constatacdo modificou a

visdo de que a Ulcera péptica seria uma doenga estritamente relacionada a lesdo da
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mucosa pelo HCI e pepsina, passando a ser encarada como uma doenga infecciosa. De
fato, a erradicacdo do H. pylori com o uso de antibidticos representa atualmente a
conduta terapéutica padrdo em casos de contaminacdo com o bacilo, o que leva a cura
da doenca. O reconhecimento de tal descoberta conferiu a Warren & Marshall o prémio
Nobel de Medicina e Fisiologia de 2005 (MALFERTHEINER, CHAN e McCOLL,
2009). Contudo, como apontado anteriormente, alguns casos de Ulcera estdo
relacionados ao uso de AINEs e outros, mais raros, acometem pacientes que ndo fazem
uso dessa classe de drogas nem estdo infectados com H. pylori, 0 que exige pesquisas
no sentido de melhor compreendé-los, bem como na tentativa de buscar alternativas

economicamente viaveis para 0 manejo farmacolégico dos mesmos.

2.5. Modelo experimental utilizado: lesbes gastricas induzidas pela
administracao de solucéo hidroalcoolica acidificada

Lesdes gastricas induzidas por etanol sdo produzidas de forma confiavel e
simples, atraveés da administracdo intragastrica de quantidades variaveis (0,5-2,0 mL) de
etanol concentrado (50 a 100%). Dependendo da quantidade administrada, cerca de 10 a
40% das regides glandulares do estdmago glandular de roedores tornam-se cobertas de
erosdes hemorragicas quando examinadas 1 a 2 horas apds a administragdo. Varios
mecanismos estdo envolvidos na injuria tecidual causada pelo etanol na mucosa
gastrica, dentre eles: diminuicdo da producdo de muco e prostaglandinas, bem como
reducdo do fluxo sanguineo local (GLAVIN e SZABO, 1992). Ainda, esse agente lesivo
aumenta a producdo de ROS e induz peroxidacdo lipidica na mucosa (REPETTO e
LLESUY, 2002) o que causa diminui¢do na concentracao tissular de glutationa. Esse
altimo efeito se deve em parte a oxidacdo da glutationa pelas ROS ou a ligacdo da
mesma ao acetaldeido gerado pela biotransformacdo do etanol (LOGUERCIO et al.,
1993). Dados de literatura sugerem, ainda, que o metabolismo de leucdcitos atraidos
para as regides lesionadas contribui para geracdo de ROS, constituindo um mecanismo
que potencializa o poder lesivo do etanol (HALLIWELL, 1994). Em conjunto, esses
efeitos afetam diversos mecanismos de defesa da mucosa gastrica, o que faz com que o
referido modelo seja largamente utilizado em estudos que objetivem definir os

mecanismos de acdo de compostos biativos detentores de efeitos gastroprotetores. Cabe
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ressaltar que a administracdo de etanol associado a uma solugdo &cida intensifica os
efeitos lesivos desse alcool (GLAVIN e SZABO, 1992).

2.6. Produtos naturais de origem vegetal como fonte de novas drogas

O uso de plantas no tratamento de enfermidades é tdo antigo quanto a espécie
humana e segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), quase 65% da populacéo
mundial ainda utiliza plantas medicinais como modalidade primaria de cuidados a satde
(FABRICANT e FARNSWORTH, 2001). Esse tipo de cultura medicinal desperta o
interesse de pesquisadores de diversas areas do conhecimento, tais como boténica,
farmacologia e fitoquimica, que juntas possibilitam a obtencdo de informacdes
importantes, do ponto de vista terapéutico, a partir de uma fonte medicinal abundante: a
flora mundial (MACIEL et al., 2002). No Brasil, as plantas medicinais sdo amplamente
utilizadas em areas rurais e urbanas. A maioria é usada de acordo com a tradicdo
popular desenvolvida por nativos ou que foi trazida ao pais pelos europeus, africanos e
asiaticos. Os vegetais sao usados em preparacdes caseiras, como chas, tinturas, xaropes
e pods, ou, menos frequentemente, os produtos naturais sdo utilizados pelas empresas
farmacéuticas no preparo de medicamentos fitoterapicos (RATES, 2001).

A grande biodiversidade do territdrio brasileiro coloca nosso pais em uma posicao
estratégica no que tange a exploracdo e ao desenvolvimento racional e sustentado do
uso de novos metabolitos com valor terapéutico (BASSO et al., 2005). O Cerrado
possui a flora mais rica dentre as savanas do mundo, com alto nivel de endemismo. As
taxas de desmatamento no Cerrado tém sido historicamente superiores as da floresta
Amazonica e o esforco de conservacdo do bioma é muito inferior ao daquela: apenas
2,2% da area do Cerrado se encontram legalmente protegida (KLINK e MACHADO,
2005). A situacdo atual de exploracdo da vegetacdo mundial pode levar a extingdo de
algumas espécies, 0 que significa ndo s6 a perda de compostos quimicos de interesse
terapéutico, mas também a perda de patriménio genético, o qual poderia ser utilizado no
melhoramento e/ou biossintese de novos compostos. Portanto, € crucial, tanto para o
desenvolvimento de &reas com rica flora, como a Asia e América Latina, quanto para a
industria farmacéutica, proteger e promover a exploracdo racional da biodiversidade

como fonte de compostos quimicos que tenham atividade biologica direta, ou que
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possam ser utilizados no planejamento racional de novos medicamentos (RATES,
2001).

Dentre os tipos de abordagens empregadas na selecdo de espécies vegetais para
estudos farmacoldgicos, trés se destacam: a abordagem randémica, a abordagem
taxondmica/quimiotaxondmica (filogenética) e a abordagem etnofarmacoldgica. Na
abordagem randémica escolhe-se a planta sem qualquer critério, sendo o fator
determinante a  disponibilidade de  material vegetal;, na  abordagem
taxondmica/quimiotaxondmica, a espécie é selecionada com base em informacGes de
ocorréncia de um dado efeito e/ou classe quimica de substancias em um género ou
familia; por fim, na abordagem etnofarmacoldgica a espécie € selecionada a partir de
relatos, por grupos étnicos, do uso de determinada planta com finalidade terapéutica
(MACIEL et al., 2002).

2.7. Espécies estudadas

A familia botanica Myrtaceae compreende cerca de 100 géneros e 3.500 espécies
distribuidas predominantemente em regides tropicais e subtropicais (BARROSO, 1991).
De fato, varias mirtaceas sdo empregadas principalmente em disturbios
gastrointestinais, doencas hemorragicas e infecciosas; as partes mais utilizadas sdo as
folhas, cascas e frutos (CRUZ e KAPLAN, 2004). Varios membros da familia
Myrtaceae foram estudados e apresentam atividade gastroprotetora (MADALOSSO et
al., 2012; MARKMAN, BACCHI e KATO, 2004; CHATURVEDI et al., 2007;
SUMBUL et al., 2010; ISHIKAWA et al., 2008; AGBAJE, 2008; SANTIN et al., 2011;
RAMIREZ e ROA Jr, 2003), sugerindo que esta propriedade farmacoldgica possa ser
uma caracteristica comum aos membros desse taxa.

Assim, utilizamos a abordagem taxondmica para selecionar duas espécies da
familia Myrtaceae, de ocorréncia no Cerrado mineiro, a Eugenia dysenterica DC. e a
Campomanesia pubescens O. Berg. com o0 objetivo de determinar suas propriedades
gastroprotetoras. Ainda, investigamos 0s possiveis mecanismos e metabdlitos

secundarios envolvidos na instalacdo dos efeitos citoprotetores da mucosa gastrica.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Markman%20BE%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=%22Roa%20CC%20Jr%22%5BAuthor%5D
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2.7.1. Eugenia dysenterica

A Eugenia dysenterica, popularmente conhecida como cagaita ou cagaiteira, €
uma arvore de altura mediana (4 a 10 metros) (Figura 6). Essa espécie ocorre
naturalmente nos Estados de Séo Paulo, Minas Gerais, Bahia, Tocantins, Mato Grosso,
Mato Grosso do Sul, Pard, Maranhdo, Piaui e Goids, além do Distrito Federal
(CORREA, 1984; BRITO et al., 2003). A principal importancia econdmica da
cagaiteira se da pelo potencial alimenticio de seus frutos e pela extracdo de cortica.
Ainda, suas folhas séo usadas tradicionalmente no tratamento de diarreia, desordens dos
sistemas cardiovasculares, geniturinario e, por fim, como cicatrizante (CRUZ e
KAPLAN, 2004).

Estudos recentes fornecem respaldo, ao menos parcial, para alguns dos efeitos
descritos pela populacdo (Tabela 1). Lima et al. (2010) demonstraram que a atividade
da motilidade gastrintestinal em ratos. Ainda, o extrato de E. dysenterica possui
atividade inibitoria sobre as enzimas digestivas o-amilase e a-glicosidase, indicando um

possivel papel no tratamento de diabetes (SOUZA et al., 2012a).

Figura 6. Imagens ilustrativas da Eugenia dysenterica.

(A) A E. dysenterica (cagaita ou cagaiteira) € uma arvore de ocorréncia no Cerrado com 4-10
metros de altura; (B) seus frutos quando maduros possuem cor amarelada, sendo utilizados na
alimentacdo pela populagdo, enquanto suas folhas sdo usadas no tratamento de diarreias. Fonte:
Chaves e Telles, 2006.



32

Tanto o nome wvulgar quanto o nome cientifico da espécie se referem a
propriedade laxativa de seus frutos, fato relatado por populagbes que consomem o0s
mesmos. Esta propriedade se manifesta, principalmente, apés a ingestdo de frutos
maduros e em inicio de fermentacdo. O efeito laxativo dos frutos foi recentemente
demonstrado em ratos e parece estar relacionado a acdo de um peptideo ainda nao
identificado presente nos mesmos (LIMA et al., 2010). O éleo essencial das folhas, rico
em sesquiterpenos, como o B-cariofileno e o a-humuleno, e em monoterpenos, como o
limoneno e o alfatujeno, apresenta atividade antifingica (COSTA et al., 2000). Com
relacdo a atividade gastroprotetora, existem apenas dados preliminares do nosso
laboratério, os quais evidenciaram o efeito citoprotetor do extrato aquoso e
hidroalcodlico das folhas de E. dysenterica sobre a mucosa gastrica em modelo de
lesbes gastricas induzidas por indometacina (JUNQUEIRA et al., 2007). Contudo, os
mecanismos responsaveis por tais efeitos, bem como o0s possiveis compostos

envolvidos, permanecem por serem elucidados.

2.7.2. Campomanesia pubescens

As plantas do género Campomanesia, popularmente conhecidas como guavira ou
gabiroba estdo presentes em abundancia em regibes de Cerrado. A espécie
Campomanesia pubescens é um arbusto caducifolio de 1 a 2 metros de altura (Figura 7).
Sua floracdo ocorre de agosto a setembro e os frutos amadurecem em novembro-
dezembro, apresentando polpa suculenta de sabor acidulado (LORENZI et al., 2006).
Os frutos séo redondos, de cor verde quando jovens e amarelos quando maduros. Séo
usados no preparo de doces, sorvetes e licores. A infusdo das folhas € usada na medicina
tradicional no tratamento da diarreia (PIVA, 2002).

O oOleo essencial das folhas de C. pubescens contém monoterpenos,
principalmente limoneno e sesquiterpenos (SILVA, CARDOSO e RE-POPPI, 2009).
No extrato hexanico das folhas foram identificados triterpenos e sesquiterpenos. A
espécie conta com poucos estudos acerca de suas propriedades farmacoldgicas, nédo
havendo relatos de acBGes gastroprotetoras (Tabela 1). Entretanto, cabe salientar que
existem evidéncias, também preliminares, de que outras espécies de Campomanesia (C.
xanthocarpa e a C. lineatifolia) apresentam acdo citoprotetora sobre a mucosa gastrica
(MARKMAN, BACCHI e KATO, 2004; MADALOSSO et al., 2012).
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Figura 7. Imagens ilustrativas da Campomanesia pubescens.

(A) A C. pubescens (gabiroba) é um arbusto de 1-2 metros de altura de ocorréncia no Cerrado;
(B) os frutos jovens sdo verdes e tornam-se amarelados quando maduros, sdo consumidos pela
populacdo in natura ou na forma de licores, sorvetes ou doces. Ainda, suas folhas sdo utilizadas
tradicionalmente no tratamento de diarreia. Fonte: Plantas do Cerrado (2013)

2.8. Compostos bioativos

Os metabdlitos vegetais podem ser classificados em primarios e secundarios, na
dependéncia ou ndo destes serem essenciais para o metabolismo das plantas, bem como
estarem universalmente presentes. Assim, a distribuicdo dos metabdlitos secundarios
varia de planta para planta e sua auséncia ndo compromete a sobrevivéncia das células.
De acordo com a via biosintética que os origina, os metabdlitos secundarios podem ser
agrupados em 3 grandes familias: os compostos fendlicos (estruturas aromaticas que
contém um ao mais grupos hidroxilicos: -OH), os terpenos e esteroides (formados a
partir de unidades isoprénicas, detentoras de 5 atomos de carbono), e os alcaloides
(bases organicas que possuem 1 atomo de nitrogénio usualmente ligado a estruturas
ciclicas constituidas de 5-6 atomos de carbono). Cabe salientar que, existe uma
miscelanea de outros compostos que ndo se enquadra nessa classificacdo geral, e que o
efeito farmacoldgico de produtos de origem vegetal estd relacionado, na maioria das
vezes, a acdo de substdncias oriundas do metabolismo secundario (HARBORNE,
BEXTER e MOSS, 1999). Devido a importancia para a compreensdo do presente
estudo, destacamos 0s compostos fendlicos, 0s quais constituem um dos grupos mais

numerosos e amplamente distribuidos no reino vegetal.



Tabela 1. Resumo de algumas atividades descritas na literatura para E. dysenterica e C. pubescens
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Eugenia dysenterica DC.

Atividade Veiculo/Parte Utilizada Método Resultado Referéncia
Antidiarréica Extrato etandlico/ Folhas In vivo, modelo de motilidade intestinal Positivo LIMA et al., 2011
Antifungica Oleo essencial/Folhas In vitro, diluicdo em agar Positivo COSTA et al., 2000
Laxativa Extrato rico no peptideo In vivo, modelo de motilidade intestinal Positivo LIMA et al., 2010

especifico /Frutos
Antidiabetes Extrato aquoso, etandlico e In vitro, modelo de inibicdo da a-amilase e a-glicosidase Positivo ~ SOUZA et al., 2012a
hexanico/ Folhas
Genotoxicidade Extrato etandlico/Folhas In vivo, modelo de avaliacdo de eritrécitos policromatico Positivo VIEIRA et al., 2012
micronucleados
Citotoxicidade Extrato etandlico/Folhas In vivo, modelo de avaliacdo de eritrécitos normo e Positivo VIEIRA et al., 2012
policromaticos
Antiviral Extrato etandlico/Folhas In vitro, inibicdo citopatica do rotavirus em células em Positivo CECILIO et al., 2012
cultura
Antimelanogénese Extrato aquoso, etandlico e In vitro, modelo de inibicdo da tirosinase Positivo SOUZA et al., 2012b
(inibicdo da tirosinase) hexanico
Campomanesia pubescens O. Berg.
Antioxidante Extrato hexanico/ Folhas In vitro, modelo por DPPH’ Muito CARDOSO et al., 2008
discreto
Antimicrobiano Extrato hexanico/ Folhas In vitro, modelo de microdiluicido para Candida albicans, Positivo CARDOSO et al., 2010
Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa,
Staphylococcus aureus, Salmonella setubal,

Saccharomyces cerevisiae
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Milhares de estruturas fendlicas sdo atualmente conhecidas e aproximadamente
metade destas é representada por flavonoides. Esses Gltimos sdo formados a partir da
unidade fundamental 2-fenilbenzopirona, a qual apresenta dois anéis fendlicos (A e B),
ligados por uma ponte constituida de 3 &tomos de carbonos (anel C; figura 8A)
(HARBORNE, BEXTER e MOSS, 1999). De acordo com pequenas alteracbes na
estrutura da 2-fenilbenzopirona, os flavonoides podem ser classificados em diferentes
classes, das quais ressaltamos os flavandis, um grupo que possui -OH ligados a estrutura
fundamental, como por exemplo, o flavan-3-ol (Figura 8B). Outro grupo importante de
compostos polifendlicos sdo os taninos, 0s quais sdo sollveis em &gua e apresentam
pesos moleculares que variam de 500 a 3000 Daltons. Do ponto de vista quimico, 0s
taninos sdo divididos em dois grupos: taninos hidrolisaveis (ésteres de acido galico,
acido elagico e glicosideos) e taninos condensados ou proantocianidinas (polimeros de
flavan-3-ol e/ou flavan-3,4-diol) (DeJESUS et al., 2012).

Figura 8. Estruturas basicas de um flavonoide e do seu derivado flavan-3-ol (um flavanol).

Estrutura basica de um flavonoide Flavan-3-ol

(A) Flavonoides possuem como estrutura basica 2 anéis aromaticos (A e B) ligados por uma
estrutura com 3 carbonos (C). Os flavonoides variam de acordo com a hidroxilacdo de seus
radicais, conjugacgdo entre os anéis aromaticos, etc. (B) Assim, o flavan-3-ol é uma variante que
possui uma hidroxila ligada a estrutura fundamental. A polimerizagao dessas estruturas basicas
formam taninos condensados e outros complexos moleculares importantes. Fonte: Heim et al.
(2002) em A e Pietta (2000) em B.

Muitas proantocianidinas sdo formadas a partir dos flavanois (+)-catequina e (-)-
epicatequina (8A); quando o anel B de um dos mondmeros de (+)-catequina ou de (-)-
epicatequina forem hidroxilados nas posicdes 3°,4°, 0s taninos condensados formados a
partir da polimerizacdo dos mesmos sdo denominados de procianidinas; quando 0s

taninos condensados forem formados por pelo menos uma unidade contendo o anel B
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tri-hidroxilado nas posicées 3°,4°,5°, 0S mesmos passam a ser denominados de
prodelfinidinas. Portanto, do ponto de vista estrutural, as procianidinas se diferem das
prodelfinidinas apenas pela presenca de um -OH no anel B (Figura 9B). Ainda, de
acordo com as ligacOes estabelecidas entre 0s mondmeros, as procianidinas podem ser
subdivididas em dois tipos, A e B; nas procianidinas do tipo-A, os carbonos 2 e 4 de um
dos mondmeros se une ao oxigénio da hidroxila de posi¢do 7 e ao carbono de posicoes 6
ou 8, respectivamente, do outro mondmero (Figura 10); nas procianidinas do tipo-B, as
ligacGes ocorrem entre o carbono 4 de um mondémero com o carbono 6 ou 8 do outro
(Figura 10). Procianidinas do tipo-B representam uma classe dominante de
proantocianidinas diméricas naturais. Cabe salientar que, dependendo do arranjo de
unidades (+)-catequina e (-)-epicatequina, as procianidinas podem ser classificadas,
ainda, em Bl [(-)-epicatequina — (+)-catequina], B2 [(-)-epicatequina — (-)-
epicatequina], B3 [(+)-catequina — (+)-catequina] e B4 [(+)-catequina — (-)-
epicatequina] (XIE e DIXON, 2005).

Figura 9. Estruturas dos mondémeros e oligdmeros constituintes de proantocianidinas.

H H

A

OH OH

HO O

.."’

OH

OH

(+)-catequina (-)-epicatequina

OH
HO o @ R1 Rz
Ry OH H  Procianidina (PCY)
C OH  OH Prodelfinidina (PDE)

OH

R4

(A) Estruturas dos monémeros de proantocianidinas (+)-catequina e (-)-epicatequina que, ao se
polimerizarem em homo ou hetero-oligbmeros, formam procianidinas e prodelfinidinas (B), as
quais se diferenciam pelo padrdo de hidroxilacdo de seus radicais. Fonte: Hurst et al. (2011) em
A e a autora em B.
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Os taninos apresentam importancia tanto farmacoldgicas quanto nutricionais,
sendo que a maioria dos estudos sobre a atividade bioldgica desses compostos, tanto in
vitro quanto in vivo, foram efetuados com catequinas monomericas ou com extratos de
plantas contendo tanto catequinas quanto taninos condensados. Uma caracteristica dos
taninos é sua capacidade de precipitar proteinas, além disso, como todo composto
fenélico, essa classe de substancias forma complexos cromogénicos com sais de Fe**
(SCHOFIELD, MBUGUA e PELL, 2001). Essas propriedades explicam, a0 menos em
parte, o efeito antinutricional dos taninos bem como, o porqué dos mesmos serem 0s
responsaveis pelo sabor adstringente de muitos produtos naturais (ALBUQUERQUE,
MONTEIRO e ARAUJO, 2005).

Figura 10. Proantocianidinas diméricas do tipo-A e tipo-B.

Procianidina B4 Procianidina A1 Procianidina A2

Em procianidinas do tipo-A, os carbonos 2 e 4 (presentes no anel C) se ligam ao oxigénio da
hidroxila da posicdo 7 e ao carbono 6 ou 8 do outro mondmero (presente no anel A),
respectivamente (procianidina Al e A2). Por outro lado, em procianidinas do tipo-B, as ligacdes
ocorrem entre o carbono 4 de um monémero com o carbono 6 ou 8 do outro monémero
(procianidina B1-B4). Note que a diferenca entre os subtipos de procianidina B relacionam-se
aos tipos de monémeros que participam da sua formacédo [(+)-catequina e/ou (-)-epicatequina)].
Fonte: XIE e DIXON, 2005.
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3. OBJETIVOS

1. Avaliar a atividade gastroprotetora dos extratos aquosos liofilizados das
folhas de E. dysenterica e C. pubescens utilizando o modelo de inducédo de Ulcera
por administracdo de solucéo hidroalcodlica acidificada;

2. Avaliar a presenca de compostos polifendlicos e de taninos nos extratos

aquosos liofilizados das folhas de E. dysenterica e C. pubescens;

3. Avaliar a possivel participacdo de taninos no efeito gastroprotetor
induzido pela administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de E.

dysenterica;

4. Identificar os compostos polifendlicos e os taninos presentes no extrato

aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica;

5. Avaliar a acdo antioxidante do extrato aquoso liofilizado das folhas de E.

dysenterica in vitro;

6. Avaliar o efeito da administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas
de E. dysenterica sobre a secrecdo de acido cloridrico utilizando o modelo de

ligadura do piloro;

7. Avaliar a participacdo de compostos sulfidrilicos enddgenos e do NO na
gastroprotecdo induzida pela administracdo do extrato aquoso liofilizado das

folhas de E. dysenterica.
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4. MATERIAL E METODOS

4.1. Drogas e reagentes

A carbenoxolona, NEM (N-etilmaleimida), L-NAME (cloridrato de N“-nitro-L-
arginina-metil-ester), 1,1-difenil-2-picril-hidrazil (DPPH") foram obtidos da Sigma-
Aldrich Chemical Co. (EUA). A cimetidina foi obtida da Fluka Analytical (EUA), o
tiopental sodico da Cristalia Produtos Quimicos e Farmacéuticos Ltda, a xilazina do
Sespo Industria e Comércio Ltda e a cetamina da Rhobiofarma IndUstria Farmacéutica
Ltda. Os demais reagentes utilizados no trabalho foram fornecidos pela Universidade
Federal de Uberlandia e apresentavam grau de pureza analitico.

4.2. Material vegetal

As folhas de E. dysenterica e da C. pubescens foram coletadas sempre apds o
periodo de floracdo e frutificacdo de cada espécie, respectivamente, nos municipios de
Lassance (georreferenciamento: 17° 59 14,23 S ¢ 44° 44° 38,00 W) e ltuiutaba
(georreferenciamento: 19° 04” 18,96°” S, 49° 46” 49,8 W), ambos no Estado de Minas
Gerais, Brasil. A E. dysenterica foi identificada pela Dra. Adriana Arantes e a C.
pubescens pela Esp. Francyelen Fernandes de Souza Faria. Exsicatas de ambas as
espécies foram depositadas no Herbarium da Universidade Federal de Uberlandia
(Uberlandia, MG, Brasil) com o nimero HUFU-45956 (E. dysenterica) e HUFU-65522
(C. pubescens).

4.3. Preparacao dos extratos aquosos

As folhas foram separadas dos galhos e lavadas em agua corrente e agua destilada.
Em seguida foram banhadas em alcool 70% por 10 min e posteriormente imersas em
hipoclorito de sédio 0,2% por 5 min, sendo lavadas novamente em agua corrente e
colocadas em estufa (Nova Etica®) a 40° durante 2 dias para secagem. Depois de secas
as folhas foram trituradas em liquidificador e pesadas. O material processado foi
colocado em provetas contendo agua destilada na proporcdo de 20% (m/v). A extracdo

foi realizada a temperatura ambiente durante 48 h. Posteriormente, o liquido foi
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duplamente filtrado, inicialmente em um funil contendo algodao e em seguida contendo
papel de filtro. O extrato obtido foi colocado em tubos Falcon® de 50 mL e
acondicionado a -20°C. Ent&o, o material congelado foi submetido a liofilizacdo a -34°C
(Liofilizador L101, Liotop®) até a total remocéo do contetido de agua e acondicionado
em freezer a -20° até o uso. O rendimento obtido foi de cerca de 0,71% de extrato
liofilizado.

4.4. Andlises fitoquimicas

4.4.1. Deteccdo de compostos polifenolicos e de taninos no extrato aquoso

liofilizados das folhas de E. dysenterica e C. pubescens

A presenca de compostos polifendlicos e de taninos foi detectada através da
reacdo das amostras do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica com
FeCls e gelatina, respectivamente. As amostras do extrato liofilizado das folhas de C.
pubescens foi submetido apenas a reacdo com gelatina. O método utilizado foi descrito
por Costa (2000), com algumas modificacfes: a uma solucdo de extrato (1 mg/mL, 5
mg/mL, 10 mg/mL e 50 mg/mL) foi adicionada uma gota de HCI (10%),
posteriormente, foi adicionada, gota a gota, uma solugédo de gelatina (2,5% em 10% de
NaCl) para verificar a formacao de precipitado. Ainda, uma solucdo de FeCls (1%) foi
adicionada, gota a gota, a 5 mL do extrato de E. dysenterica (1 mg/mL). A solucéo foi
monitorada para a observacdo do desenvolvimento de coloragdo verde-escuro ou azul-

escuro, bem como para a observacédo da formacéo de precipitado.

4.4.2. Comparacdo da capacidade de complexacdo do extrato aquoso

liofilizado das folhas de E. dysenterica e C. pubescens com Fe**

A presenca de compostos polifendlicos nos extratos aquosos liofilizados das
folhas de E. dysenterica e C. pubescens foi detectada através da sua capacidade de
complexacdo com Fe** e desenvolvimento de coloragdo. Assim, em 1 mL de FeCls
(0,01% em 0,01M de HCI) foi adicionado 0,25 mL de solucdo de extrato (2,5 mg/mL)
de E. dysenterica ou C. pubescens, obtendo, assim, uma concentracdo final de 0,5

mg/mL de extrato. Apo6s 45 min, absorbancia foi lida em espectrofotdémetro (BEL
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Photonics® SP 2000 UV) a 510 nm. O controle foi feito com 0,25 mL da respectiva
solugdo de extrato (de E. dysenterica ou C. pubescens) e com 1 mL da solugdo de
0,01M de HCI, sem FeCls. Os dados foram apresentados como unidades de absorbancia

por mg de extrato.

4.4.3. Cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (UPLC-DAD-MS e UPLC-DAD-MS/MS)

As amostras foram solubilizadas em acetonitrila:dgua (1:1), mantidas em banho
de ultrassom por 5 min e filtradas em filtro Millex® de 0,22 pum para serem analisadas
por cromatografia liquida de ultraeficiéncia (UPLC, Ultra-Performance Liquid
Chromatography). O cromatografo e espectrometro de massas utilizados foram o
UPLC-TQ Waters, modelo Acquity e a coluna cromatografica C18 Shim-pack XR-ODS
da Shimadzu (2,2 um; 2,0 mm x 50 mm).

As condicGes de operacdo do espectrometro de massas utilizadas foram as
seguintes: N2 como gas de nebulizacdo, argébnio como gas de colisdo, temperatura do
gas de nebulizacéo de 350 °C, fluxo do gas de 6,5 L/h. As analises foram realizadas nos
modos positivo e negativo.

A fase movel empregada foi acetonitrila (B) e agua deionizada (A) ambas
acidificadas com 0,1% de &cido formico, o gradiente utilizado esta descrito na Tabela 1
e 0 volume de injecéo foide 5 pL.

Tabela 2. Gradiente de eluicdo utilizado nas analises por UPLC-DAD-MS das fra¢6es obtidas
com diclorometano da amostra Ceres-04

Tempo (min) Porcentagem de B*
0,01 5
0,9 5
51 20
8,5 100
9,2 100

*B: acetonitrila com 0,1% de 4cido férmico; A: dgua deionizada com 0,1% de acido férmico

Os cromatogramas obtidos foram apresentados nos comprimentos de onda de 254,
280 e 320 nm.
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4.4.4. Identificagéo dos constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas
de E. dysenterica por MALDI-MS/MS

Foram utilizados o espectrometro de massas UltrafleXtreme MALDI-TOF/TOF
Instrument (Bruker Daltonics, Bremen, Germany). Operado em pulsed ion extraction de
120 ns, frequéncia do laser de 1000 Hz, modo reflectron. Modo de ionizacéo positiva.

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica foi analisado por
MALDI-MS/MS. A amostra foi solubilizada em acetonitrila e dgua deionizada com
0,1% de TFA (&cido trifluoroacético) na propor¢do 3:7. Uma aliquota de 10 pL desta
amostra foi misturada a 10 pL de uma solucdo da matriz DHB (4cido 2,5-
diidroxibenzodico, na concentracdo de 20 mg/mL) e 1 pL de solucdo de NaCl a 0,1 M.
Em seguida, a solucdo foi homogeneizada e aliquotas de 1 pL destas solugdes foram
acondicionadas na placa de MALDI. Apos a secagem, a placa foi introduzida no

equipamento para a realizacdo da analise.

4.5. Animais

Os experimentos foram realizados utilizando camundongos Swiss machos (n= 5-
10 animais) pesando entre 35-45 g, fornecidos pelo Instituto Vallée S.A. (Uberlandia-
MG, Brasil). Os animais foram mantidos no depositario de animais da Area de Ciéncias
Fisiologicas do Instituto de Ciéncias Biomédicas da UFU (ARFIS/ICBIM/UFU) em
condicBes controladas de temperatura (21°C) e luminosidade (ciclo claro/escuro de 12 h)
Os animais tiveram livre acesso a agua filtrada e ragdo comercial (Nuvilab®), exceto
quando especificado. Todos os protocolos utilizados foram analisados e aprovados pela
Comissdo de Etica no Uso de Animais da Universidade Federal de Uberlandia
(CEUAJUFU); processo n° 022/11, adendo n° 175/11; anexo A.
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4.6. Avaliacdo do efeito da administracdo dos extratos aquosos liofilizados
das folhas de E. dysenterica e C. pubescens sobre as lesdes gastricas induzidas por
HCl/etanol

O modelo de lesbes gastricas induzidas por solugdo hidroalcodlica acidificada
(MIZUIl e DOUTEUCHI, 1983) foi utilizado para avaliar as atividades citoprotetoras do
extrato das folhas de E. dysenterica e C. pubescens. Os camundongos foram divididos
em 6 grupos (n = 6-10) e mantidos em jejum por 24 h antes da administracéo
intragéstrica, utilizando de uma agulha de gavagem, (volume: 0,8 mL) de salina (0,9%
NaCl), carbenoxolona (250 mg/kg) ou dos extratos (100, 300, 550 e 1000 mg/kg). A
carbenoxolona, usada nesse trabalho como controle positivo, é um triterpenoide
semissintético obtido da Glycyrrhiza glaba e seus efeitos gastroprotetores estdo
relacionados com as prostaglandinas enddgenas, bem como com o aumento da secrecéao
de HCO3 e muco (CHAVEZ-PINA et al., 2011). 50 min ap6s os tratamentos, todos 0s
animais receberam, via oral, 0,26 mL de uma solugéo hidroalcoolica acidificada (0,3 M
de HCl/etanol 60%). Depois de 1 h os animais anestesiados com tiopental sédico (60
mg/kg, i.p.) foram mortos por deslocamento cervical. Foi realizada laparatomia para a
remocdo dos estdbmagos, os quais foram abertos atraves da curvatura maior, lavados em
salina e montados entre duas placas de vidro. O material foi escaneado com o Scanner

HP Scanjet 2400. O software ImageJ (http://rsb.info.nih.gov/ij/) foi usado para analisar

as imagens dos estbmagos e os resultados obtidos foram expressos como indice de
ulcera (1.U.).

Para calcular o 1.U., as lesdes gastricas foram classificadas e receberam escores de
acordo com a severidade das mesmas, da seguinte maneira: area de leses hemorragicas
ou ulceracdo propriamente dita (3), area de hiperemia intensa (2) e area de hiperemia
moderada/leve (1) (Figura 11). O L.U. foi entdo determinado conforme previamente
descrito (SZELENYI e THIEMER, 1978) com pequenas modificacbes: 1.U.= 3 X area
de lesdo hemorragica (mm?) + 2 X éarea de hiperemia intensa (mm?) + 1 X &rea de

hiperemia moderada/leve (mm?).


http://rsb.info.nih.gov/ij/
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Figura 11. Escore estabelecido para classificacdo das lesdes gastricas.

ESCORE (3)
Lesoes hemorragicas
ou ulceracao

ESCORE (2)
Hiperemia intensa

ESCORE (1)
Hiperemia
moderadalleve

Tecido nao
lesionado

Classificacdo das lesBes da mucosa gastrica induzidas por HCl/etanol em escores. A area de
lesdo hemorragica ou ulcerativa recebeu o escore 3, enquanto que a area de hiperemia intensa e
area de hiperemia moderada/leve, receberam o escore 2 e 1, respectivamente. Fonte: a autora.

4.7. Avaliacdo do efeito da administracdo do extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica, com diminuicdo do conteudo de taninos, sobre as lesdes

gastricas induzidas por HCl/etanol

Para avaliar se 0s taninos eram 0s componentes do extrato responsaveis pelo
efeito gastroprotetor, os mesmos foram parcialmente extraidos como previamente
descrito por Karama¢ (2009), com pequenas modificacfes. Assim, 1,5 mL de solucéo
de gelatina (2,5%) em tampdo acetato (0,2 M, pH 5,0 com 0,17 M de NaCl) foi
adicionada a 1,5 mL de extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (80
mg/mL) e misturados cuidadosamente. Apds 15 min, as amostras foram centrifugadas a
3000 rpm por 15 min. O extrato controle foi preparado adicionando-se 1,5 mL do
mesmo (80 mg/mL) a 1,5 mL de tampdo acetato sem gelatina.

O sobrenadante dos extratos tratados com gelatina ou o extrato controle foram

utilizados no pré-tratamento de camundongos submetidos a jejum de 24 h (1,0 mL/40g
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de animal, i.e., 1000 mg/kg), 30 min antes da administracdo da solugcdo hidroalcodlica
acidificada. Apos 1 h, os animais foram entdo eutanasiados e tiveram seus estdmagos

removidos e analisados como descrito no item anterior.

4.8. Verificacdo da efetividade do método de precipitacdo de proteinas em

remover compostos polifendlicos

Aliquotas de 20 uL de extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica
(n=5), tratados ou ndo com gelatina como descrito no item anterior, foram adicionadas a
2980 pL de solugdo de FeCl; (0,01 M em HCI 0,01 M) e tiveram suas absorbancias
determinadas a 510 nm (BEL Photonics® SP 2000 UV) e comparadas com aquelas de
aliquotas de extrato adicionadas apenas a solucdo de HCI (0,01 M). Note que a
concentracéo final do extrato submetido & complexacdo com Fe®" foi de 0,25 mg/mL.
Os dados obtidos foram expressos como unidades de absorbancia/miligrama de extrato.

4.9. Determinacgdo da capacidade de ligacdo do extrato aquoso liofilizado das

folhas de E. dysenterica com proteinas da mucosa géstrica e coloracdo com FeCls.

Animais controles foram sacrificados por deslocamento cervical ap0s anestesia
(tiopental sodico, 60 mg/kg) e os estdbmagos foram removidos e fixados em tampé&o
fosfato com formalina 4%. Os cortes desparafinizados e hidratados foram tratados com
uma solucdo de extrato das folhas de E. dysenterica (5%) por 60 min. Posteriormente,
os cortes foram lavados com agua destilada (3 vezes) e tratados com FeClz (2%) por 15
min, lavados em agua destilada, e, apos imersdo em solugdes com concentracGes
crescentes de alcool e xileno, as ldminas foram montadas com goma Damar, como
previamente descrito, com algumas modificacdes (PIZZOLATO e LILLIE, 1973). Ndo
foi usada nenhuma contracoloracédo e as laminas foram observadas em microscopia de

luz.

4.10. Avaliacdo da administracdo do extrato aquoso liofilizado das folhas de

E. dysenterica sobre a secrecao gastrica
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O ensaio foi realizado segundo o método de Shay e Komarov (1945), com
modifica¢bes. Os camundongos em jejum de 36h, com livre acesso a agua, foram
anestesiados (10 mg/kg xilazina e 100 mg/kg cetamina, i.p.) e submetidos a laparatomia
para a posterior amarracdo do piloro. Em seguida, administrou-se, intraduodenalmente
(0,5 mL), extrato das folhas de E. dysenterica (1000 mg/kg; maior dose capaz de
produzir gastroprotecao), cimetidina (100 mg/kg) ou salina (NaCl 0,9%) e o abdémen
foi entdo suturado. 4h apds o procedimento cirurgico, os animais foram anestesiados
com tiopental sédico (60 mg/kg, i.p.) e mortos por deslocamento cervical. O abdémen
foi reaberto e realizou-se a amarracdo na porcdo final do eséfago, préximo ao
diafragma, para remoc¢do dos estdmagos, cujos contetdos foram coletados e pesados
(mg); o volume do contetdo gastrico foi corrigido para 5 mL com a adi¢do de agua
destilada e a solucdo obtida foi centrifugada a 3000 rpm por 10 min. O pH foi
determinado em pHametro (Gehaka® PG 2000) e a acidez total do sobrenadante foi
determinada por titulagio com NaOH (0,01 M) até atingir pH 7,0, utilizando
fenolftaleina com indicador do ponto de viragem. A acidez livre e total foram expressas
como valores de pH e/ou como microequivalentes de H* por grama (uegH'/g) de

conteddo gastrico, respectivamente.

4.11. Avaliacdo da participacdo de grupos sulfidrilicos endogenos e do NO na

atividade gastroprotetora do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica

Os experimentos foram conduzidos como descrito previamente por Arrieta et al.
(2003), com pequenas modificagdes. Os camundongos foram mantidos em jejum de 24
h, com livre acesso a agua e divididos em 6 grupos.

Para avaliar a participacdo dos compostos sulfidrilicos e do NO na gastroprotecédo
produzida pela administracdo de extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica,
os camundongos foram pré-tratados com NEM (10 mg/kg, i.p.; bloqueador de grupos -
SH), L-NAME (70 mg/kg, i.p.; inibidor da sintese de NO) ou salina (0,5 mL, i.p.). 30
min depois, 0s animais receberam os seguintes tratamentos por via oral (0,8 mL): salina,
carbenoxolona (250 mg/kg) e extrato (1000 mg/kg). Decorridos 50 min, as lesdes na
mucosa gastrica foram induzidas como descrito no item 4.6 desse trabalho e apés 1 h, 0s

estdmagos foram removidos e as lesbes avaliadas como descrito no referido item.
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4.12. Determinacgdo in vitro da atividade antioxidante do extrato aquoso

liofilizado das folhas de E. dysenterica

A atividade antioxidante do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica
foi analisado in vitro através da sua capacidade de sequestrar o radical livre DPPH’
(BRAND-WILLIAMS, CUVERLIER e BERSET, 1995). Para tanto, 0,5 mL de &gua ou
do extrato dissolvido em agua foram adicionados a 1,5 mL de solucdo etandlica de
DPPH' de forma a obter as seguintes concentragdes finais nos tubos de reacédo: 0,06 mM
de DPPH’; 0,1 ug/mL, 0,2 pug/mL, 0,3 pg/mL, 1,0 ng/mL, 2,0 pg /mL, 3,0 pg/mL, 10
ug/mL ou 30 pg/mL de extrato.

Ap6s um periodo de 30 min de incubacdo a temperatura ambiente, em condicdes
de baixa luminosidade, a absorbancia das amostras foi determinada a 510 nm. A
diferenca entre a absorbancia de solucdes contendo apenas DPPH" e aquelas contendo
extrato e DPPH" foi entdo determinada. Os testes foram realizados em duplicatas,
utilizando-se etanol como branco e é&cido ascorbico como controle positivo. A
concentracdo de extrato capaz de diminuir a absorbancia das amostras em 50% (Clsg)
foi calculada através de regressdao ndo linear (equacéo hiperbolica) utilizando o software
GraphPad Prism®.

4.13. Analise Estatistica

Os resultados foram apresentados como mediaterro padrdo da média (EPM) e os
resultados foram comparados através no teste “t” de Student ou através da andlise de
variancia (ANOVA), conforme apropriado. A fim de identificar as diferencas entre os
grupos foi utilizado o teste de Dunnett. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando P foi menor que 0,05.
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5. RESULTADOS

5.1 Eugenia dysenterica

5.1.1. Avaliacéo do efeito gastroprotetor do extrato aquoso liofilizado das

folhas de E. dysenterica

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica diminuiu o indice de
Ulcera (Figura 12A e 12B) de maneira dose-dependente. As doses de 550 e 1000 mg/kg
diminuiram significativamente a formacdo de lesdes gastricas, assim como a droga

padrdo, a carbenoxolona (250 mg/kg).

Figura 12. Efeitos gastroprotetores do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica.
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(A) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica ap6s administracdo de
HCl/etanol em animais controles (SAL), tratados com carbenoxolona (CBX, 250 mg/kg, v.0.)
ou com extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (100-1000 mg/kg, v.0.). (B)
indice de Glcera (1.U.) em mm? obtidos nos diferentes grupos. Os resultados representam a
médiatEPM, de 6-10 experimentos. *P<0,05 vs. controle (ANOVA seguido do teste de
Dunnett).
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5.1.2. Avaliacéo do efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica

sobre a secrecdo gastrica

A administragdo intraduodenal do extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica ou de cimetidina diminuiu a acidez total e livre do suco géstrico de
camundongos submetidos a ligadura pildrica (Tabela 3). No entanto, nem o extrato nem

a cimetidina alteraram significativamente a massa do conteudo gastrico.

Tabela 3. Efeitos da administracdo intraduodenal do extrato aquoso liofilizado das folhas de
Eugenia dysenterica (ED; 1000 mg/kg) ou de cimetidina (100 mg/kg) sobre o pH, quantidade de
acidez livre e total do conteido gastrico de camundongos submetidos a ligadura pilérica.

Parametros/Tratamentos Controle Cimetidina ED
Conteudo gastrico (g) 0,47+0,07 0,27+0,04 0,35+0,10
pH 3,4140,20 5,77+0,54** 5,36+0,54**
Acidez livre (ueq H'/g) 6,42+5,69 0,86+0,51* 2,21+1,55*
Acidez total (peq H'/g) 62, 60+7,6 36,0+7,0* 34,6+7,64*

Os valores representam a médiatEPM de 5-8 experimentos. *P <0,05, **P<0,01 vs. controle (ANOVA
seguida do teste de Dunnett).
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5.1.3. Avaliacédo da participagdo do NO na atividade gastroprotetora do

extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (1000 mg/kg) diminuiu
significativamente o indice de Ulcera (Figura 13A e 13B) em camundongos pré-tratados
com L-NAME. J4 a carbenoxolona, na presenca de L-NAME, teve seu efeito protetor

sobre a mucosa gastrica significativamente diminuido.

Figura 13. Participacdo do éxido NO no efeito gastroprotetor do extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica.
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(A) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica ap6s administracdo de
HCl/etanol em animais controles, tratados com carbenoxolona (CBX, 250 mg/kg, v.0.) ou com
extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (1000 mg/kg, v.0.); um grupo de animais
foi pré-tratado com salina (SAL) e outro com L-NAME (70 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
administracio do agente lesivo. (B) indice de dlcera (1.U.) em mm? obtidos nos diferentes
grupos. Os resultados representam a médiazEPM, de 9-10 experimentos. *P<0,05 e **P<0,01
vS. seu respectivo controle (ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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5.1.4. Determinacao in vitro da atividade antioxidante do extrato aquoso
liofilizado das folhas de E. dysenterica

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica reduziu o DPPH" para
um produto amarelado de maneira concentracdo-dependente e com quase metade a da
poténcia do agente antioxidante padrdo, o &cido ascdrbico. A Clsy do extrato foi de
3,97+0,05 pg/mL e do &cido ascorbico foi de 2,09+0,01 pg/mL (Figura 14).

Figura 14. Atividade antioxidante do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica e
do &cido ascorbico.
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Curva dose-efeito do extrato aquoso liofilizado das folhas de Eugenia dysenterica e do &cido
ascorbico sobre o sequestro de radicais DPPHe in vitro. Os valores representam a médiatEPM
de experimentos realizados em duplicatas e as curvas foram obtidas através de regressdo nao
linear.
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5.1.5. Avaliacdo da participacdo dos compostos sulfidrilicos endégenos na

atividade gastroprotetora do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (1000 mg/kg) e a
carbenoxolona perderam suas capacidades de proteger a mucosa gastrica de lesdes
induzidas por solugdo hidroalcodlica acidificada (Figura 15A e 15B) em camundongos

pré-tratados com NEM.

Figura 15. Participacdo de compostos sulfidrilicos enddgenos no efeito gastroprotetor do
extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica.
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(A) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica ap6s administracdo de
HCl/etanol em animais controles, tratados com carbenoxolona (CBX, 250 mg/kg, v.0.) ou com
extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (1000 mg/kg, v.0.); um grupo de animais
foi pré-tratado com salina (SAL) e outro com NEM (10 mg/kg, i.p.), 30 min antes da
administracio do agente lesivo. (B) indice de dlcera (1.U.) em mm? obtidos nos diferentes
grupos. Os resultados representam a médiatEPM, de 9-10 experimentos. **P<0,01 vs. seu
respectivo controle (ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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5.1.6. Deteccdo de compostos polifenolicos e de taninos no extrato aquoso
liofilizado das folhas de E. dysenterica e C. pubescens

A adicdo de uma solucdo de FeCls a solugdo de extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica determinou o instantaneo desenvolvimento de coloracgéo azul-
escura na mesma (Figura 16A). A adicdo de gelatina a solucbes de extratos aquosos
liofilizados das folhas de E. dysenterica e de C. pubescens promoveu a formagéo de
precipitados; porém, no extrato de C. pubescens a precipitacdo com gelatina foi evidente
apenas nas doses mais altas (10 e 50 mg/mL), enquanto que no extrato de E. dysenterica
a precipitacdo foi observada na dose de 1 mg/mL (Figura 16B e 16C).

Figura 16. Deteccdo de compostos polifenélicos e de taninos no extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica e C. pubescens.

(A) Efeito da adigdo de FeCl; (1%) a solucdo salina (SAL) ou a solugdo de extrato aquoso
liofilizado das folhas de E. dysenterica (ED; 1 mg/mL). Observe que a solugdo desenvolveu
uma coloragdo azul-escura, indicando a presenga de compostos polifendlicos. (B) Detecgdo de
taninos no extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (GT-ED) ou salina (SAL)
apos adicdo de gelatina (2,5% em 10% de NaCl). O controle foi preparado com a solugdo de
extrato de E. dysenterica mais NaCl 10% (ED). Note que houve formacdo de precipitado em
GT-ED, indicando a presenca de taninos. (C) Efeito da adi¢do de gelatina (2,5% em 10% de
NaCl) a solucéo salina, a solucéo de extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (1-
10 mg/mL) ou a solucdo de extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens (CP, 1-50
mg/mL). Note que a precipitagdo em ED ocorre com concentracdes menores (5 mg/mL) quando
comparadas com CP (a partir de 10 mg/mL).
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5.1.7. Avaliacédo do efeito da administracdo do extrato aquoso liofilizado das

folhas de E. dysenterica, com diminui¢do do contetdo de taninos, sobre as lesbes

gastricas induzidas por HCl/etanol

A adicdo de gelatina (2,5%) a solugdes de extrato aquoso liofilizado das folhas de
E. dysenterica (80 mg/mL), na proporgdo 1:1 (v/v), determinou: diminuicao
significativa da absorbancia das mesmas em 510 nm, ap6s a adi¢do de FeCl; (Figura

17B); perda da atividade gastroprotetora do extrato (Figura 17A e 17C).

Figura 17. Efeitos da diminuicdo do conteudo de taninos sobre a acdo gastroprotetora do
extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica.
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(A) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica ap6s administracdo de
HCl/etanol em animais controles (SAL) ou tratados com o extrato aquoso liofilizado das folhas
de E. dysenterica (ED; 1000 mg/kg, v.0.); um grupo de animais recebeu o extrato submetido a
precipitacdo com gelatina (GT-ED), o qual apresentou uma diminuigdo na absorbancia em 510
nm (B). (C) Indice de Glcera (1.U.) em mm? obtidos nos diferentes grupos. Os resultados
representam a médiaxtEPM de 5-7 experimentos. *P<0,05 e ***P<0,001 vs. controle (teste “t”
de Student em B e ANOVA seguido do teste de Dunnett em C).
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5.1.8. Determinacéo da capacidade de ligacdo do extrato aquoso liofilizado das

folhas de E. dysenterica com proteinas da mucosa gastrica e coloracdo com FeCls.

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica ap6s a adicdo de FeCl; corou a
superficie de células epiteliais com um cinza mais escuro que o restante do tecido
gastrico fixado com formalina (Figura 18). Por outro lado, tanto o extrato de E.
dysenterica quanto a solucdo de FeCls sozinhos ndo foram capazes de corar a superficie
epitelial das células (dados ndo apresentados).

Figura 18. Capacidade dos taninos do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica
em se ligar a proteinas da mucosa gastrica.

Cortes histologicos de tecido gastrico glandular de camundongos apds o tratamento com o
extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (5%) e posterior coloragdo com FeCl;
(2%). Observa-se que a superficie das fossetas gastricas (setas), bem como a superficie epitelial
foram coradas em cinza-escuro (n=2). N&o foi realizada contracoloracéo.
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5.1.9. Cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a espectrometria de
massas (UPLC-DAD-MS e UPLC-DAD-MS/MS)

As andlises do extrato aquoso de E. dysenterica pela cromatografia de
ultraeficiéncia (UPLC) evidenciou a presenca de trés picos majoritarios (Figura 20);
estes picos foram identificados por espectrometria de massas e correspondem a
procianidina B1, procianidina-O-galato e catequina, cujas estruturas moleculares estéo
apresentadas na Figura 19. A descricdo analitica dos constituintes quimicos esta
apresentada na Tabela 4 e os espectros das amostras estdo apresentados no Apéndice A.

Figura 19. Estruturas quimicas de dois dos trés compostos identificados no extrato aquoso

liofilizado das folhas de E. dysenterica pela cromatografia liquida de ultraeficiéncia acoplada a
espectrometria de massas.
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Tabela 4. Constituintes identificados no extrato aquoso de E. dysenterica por UPLC-DAD-MS.
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Pico TR Substancia UV max. Negativo (m/z) Positivo (m/z)
(min) (nm) MS MS/MS MS MS/MS

1 3,01 Procianidina B1* 278 577 [M-H] 577 (20 eV)—451, 425, 579 [M+H]" 579 (20 eV)—
407, 339, 299, 289, 427, 409, 301, 289,
245, 161, 125 275, 247, 205, 163,

139, 127
2 3,41 Catequina* 278 289 [M-H] 289 (20 eV)—248, 227, 291 [M+H]" 291 (20 eV)—
579 [2M-H] 217, 203, 188, 164, 165, 147, 139, 123,

151, 125, 123 119, 111
3 4,73 Procianidina-O-galato 277 729 [M-H] 731 [M+H]" 731 (20 eV)—471,

440, 427, 410, 317,
301, 290, 247, 180,
163, 140, 127

TR: Tempo de Retencdo; *: confirmado através da coinjecao de padrdo auténtico.
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Figura 20. Separagdo cromatografica dos constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica por cromatografia liquida de ultraeficiéncia.
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Cromatogramas a 215 (A), 254 (B) e 280 nm (C) do extrato aquoso liofilizado das folhas de
E. dysenterica. Observa-se a presenca de 3 picos majoritarios em (A) e (B) e apenas 2 picos
em (C).
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5.1.10. Identificagéo dos constituintes do extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica por MALDI-MS/MS

A andlise pela espectrometria de massas identificou diversos constituintes no extrato
aquoso das folhas de E. dysenterica. Uma grande variedade de espécies de taninos
condensados foi caracterizada (Tabela 5) e a estrutura molecular de seus monémeros, bem
como o trimero da série 2 estdo apresentadas na Figura 21. Os espectros obtidos nas analises

de MALDI para as séries de taninos condensados estdo apresentados no Apéndice B.

Tabela 5. Taninos condensados identificados no extrato aquoso liofilizado das folhas de Eugenia
dysenterica por MALDI-MS/MS.

[M+Na]* FM Taninos Condensados
889 C45H38013 3 PCY
1177 CeoHs0024 4 PCY
1465 C1sHs2030 5PCY
1753 CooH74036 6 PCY
Series 1 2041 Ci05Hs6042 7 PCY
2329 Ci20HosOus 8 PCY
2617 C135H110054 9 PCY
2905 C150H122050 10 PCY
3193 C155H134055 11 PCY
905 CusH35010 2 PCY - 1 PDE
1193 CeoHs0025 2 PCY - 1PDE - 1PCY
1481 CsHe2021 2 PCY - 1 PDE -2 PCY
_ 1769 CooH74037 2 PCY - 1 PDE - 3PCY
Series 2 2057 Ci0sHgs043 2 PCY - 1PDE -4 PCY
2345 C120Hgs0u0 2 PCY - 1 PDE -5PCY
2633 CiasH 110055 2 PCY - 1 PDE - 6 PCY
2921 CisoH12:061 2 PCY - 1PDE - 7PCY
3209 CiesH124067 2 PCY - 1 PDE - 8 PCY
889 CusH35015 3PCY
1193 CeoHs0025 3PCY -1PDE
ﬁgé gﬂﬂezgsl 3PCY - 1PDE —1PCY
90 17437
Series 3 5057 O 3PCY - 1PDE -2PCY
2345 CscHosOu 3PCY - 1PDE -3PCY
2633 C13sH1100s5 3PCY -1PDE-4PCY
2921 CisoH12:061 3PCY - 1PDE -5PCY
3209 CissH13:067 3PCY - 1PDE -6 PCY
753 Ca7H30016 PCYG - PCY
1041 CsH1202 PCYG -2 PCY
1329 Ce7H5402 PCYG - 3PCY
1617 CarHe602 PCYG - 4 PCY
Series 4 1905 Co7H75040 PCYG - 5PCY
2193 Ci12HgoOus PCYG -6 PCY
2481 Ci27H 162052 PCYG - 7PCY
2769 Cia2H 114058 PCYG - 8PCY
3057 Cis7H 126064 PCYG - 9PCY
3345 Ci72H12070 PCYG — 10 PCY

FM: férmula molecular, PCY: Procianidina, PDE: Prodelfinidina, PCYG: procianidina O-galato.
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Figura 21. Estrutura tipica dos taninos condensados
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(A) Estrutura basica de mondmeros de taninos condensados, os quais se diferenciam, de acordo com o
padrdo de hidroxilacdo de seus radicais (R; e R,) em procianidina ou prodelfinidina; durante a
formagdo de oligbmeros, as ligacdes entre tais mondmeros ocorrem entre o carbono 4 de um das
unidades e o carbono 8 da outra. (B) Trimero da série 2 (Tabela 5) e (C) unidade procianidina-O-
galato. Unidades monoméricas: procianidina (PCY), prodelfinidina (PDE).
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5.2. Campomanesia pubescens

5.2.1. Avaliacéo do efeito gastroprotetor do extrato aquoso liofilizado das folhas de

C. pubescens

O extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens ndo apresentou atividade

gastroprotetora sobre lesdes induzidas por solucdo hidroalcodlica acidificada em nenhuma das

doses testadas (Figura 22A e 22B).

Figura 22. Efeitos do extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens sobre as les6es induzidas
pela administracdo de HCl/etanol.
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(A) Imagens representativas das lesdes induzidas na mucosa gastrica ap6s administragdo de
HCl/etanol em animais controles (SAL), tratados com carbenoxolona (CBX, 250 mg/kg, v.0.) ou com
extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens (100-1000 mg/kg, v.0.). (B) indice de Glcera
(1.U.) em mm? obtidos nos diferentes grupos. Os resultados representam a média+EPM, de 8-10
experimentos. *P<0,05 vs. controle (ANOVA seguido do teste de Dunnett).
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5.2.2.  Comparacédo da capacidade de complexacéo de solugfes de extrato aquoso

liofilizado das folhas de E. dysenterica e C. pubescens com Fe**

A absorbancia das solugdes de extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens, na
presenca de FeCls, foi aproximadamente 7,5 vezes menor do que aquela observada com o

extrato de E. dysenterica (Figura 23).

Figura 23. Comparacédo da capacidade de complexacdo de solucBes de extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica e C. pubescens com Fe*".
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Absorbancia do extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica (ED) e de C. pubescens (CP)
apos adicdo de FeCl; (0,01%). Os resultados representam a média+EPM dos valores de absorbancia
em 510 nm por miligrama de extrato. Os experimentos foram realizados em duplicata. Note que a
absorbéancia do extrato de CP é aproximadamente 7,5 vezes menor do que aquela observada com ED.
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6. DISCUSSAO

Nossos dados demonstraram que o extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica protegeu, de forma dose-dependente, a mucosa gastrica de camundongos das
lesBes induzidas pela administracdo de solucdo de HCl/etanol. O efeito inibitério do extrato
sobre a formacgdo das lesdes gastricas foi menos potente do que aquele apresentado pelo
tratamento padrdo (carbenoxolona, 250 mg/mL), ja que a gastroprotecdo foi detectada apenas
nas doses de 550 e 1000 mg/kg; entretanto, a maior dose do extrato utilizada foi tdo efetiva
quanto a carbenoxolona, o que evidencia a poderosa acao citoprotetora desse extrato.

Compostos polifendlicos, incluindo flavonoides e taninos, representam um importante
grupo de metabdlitos secundarios envolvidos na atividade gastroprotetora de diversas plantas,
incluindo aquelas da familia Myrtaceae (MARKMAN, BACCHI e KATO, 2004; LEWIS e
HANSON, 1991; MADALOSSO et al., 2012). Nossas analises fitoquimicas preliminares
sugeriram a presenca de compostos polifendlicos no extrato aquoso liofilizado das folhas de
E. dysenterica; de fato, solucbes do extrato desenvolveram coloracdo azul-escura na presenca
de FeCls;, uma reacdo caracteristica dessa classe de substancias (COSTA, 2000). Além disso,
0 extrato foi capaz de precipitar gelatina, o que sugere fortemente a presenca de taninos entre
os compostos polifendlicos presentes no extrato das folhas de E. dysenterica (COSTA, 2000).
Baseando-nos nessas observagOes, aventamos a hipotese de que os taninos do extrato das
folhas de E. dysenterica poderiam ser 0s responsaveis pela atividade citoprotetora. Para testar
tal hipotese, tratamos 0s animais com o extrato parcialmente purificado, onde o contetdo de
taninos foi grandemente reduzido através da reacdo de precipitacio com gelatina. A
efetividade desse método em remover os taninos foi confirmada espectrofotometricamente;
observamos que a absorbancia em 510 nm de amostras tratadas com gelatina foi diminuida
para aproximadamente ¥ daquela observada em amostras ndo tratadas, apos adicao de FeCls.
Essa constatacdo evidencia a diminuicao significativa do conteudo de compostos polifendlicos
do extrato apds o tratamento com gelatina (Figura 17B). A observacdo de que o extrato
perdeu a atividade gastroprotetora ap0s a reacdo de precipitacdo, sugere que 0s taninos sejam
realmente os responsaveis pela citoprotecdo da mucosa géastrica produzida pelo extrato.

Além de precipitar proteinas sollveis, os taninos também se ligam a mucinas, incluindo
aquelas da superficie de células epiteliais gastricas (PIZZOLATO e LILLIE, 1973). Assim,
baseado nas nossas analises histoldgicas que revelaram que os taninos presentes no extrato
das folhas de E. dysenterica se ligam as mucinas no tecido gastrico (Figura 18), detectados

através do tratamento com FeCls (formando um complexo cinza-escuro) podemos sugerir que
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esse complexo tanino-mucina formado poderia produzir uma camada protetora sobre esse
tecido, prevenindo o mesmo de danos causados por enzimas proteoliticas e H*, bem como por
aqueles causados pelo etanol, o qual solubiliza a barreira de muco (SAITO et al., 1999;
MADALOSSO et al., 2012).

Considerando que o0s taninos parecem ser extremamente importantes para o0
estabelecimento do efeito gastroprotetor do extrato, analises fitoquimicas mais elaboradas
foram realizadas na tentativa de identifica-los. Assim, as analises por cromatografia de
ultraeficiéncia (UPLC-DAD-MS/MS) possibilitou a identificacho dos compostos:
procianidina B1, catequina e procianidina-O-galato. Ainda, as analises por MALDI
identificaram taninos condensados com ligacdo do tipo-B no extrato aquoso liofilizado das
folhas de E. dysenterica. Os dados de MS mostraram que as séries de taninos condensados
sdo compostas principalmente por unidades de procianidina e os oligdmeros sdo constituidos
por até 11 unidades; por fim, prodelfinidina e o grupo galoil também estavam presentes em
alguns dos taninos identificados (Tabela 5; Figuras 20 e 21). O presente estudo € o primeiro a
relatar a presenca de taninos condensados nas folhas de E. dysenterica e um dos primeiros a
elucidar as estruturas dessa classe de compostos no género Eugenia. De fato, taninos
hidrolisaveis ja foram identificados no referido taxa (OMAR et al., 2012;. LEE et al., 1997),
mas ndo taninos condensados. Cabe ressaltar que, as analises fitoquimicas de partes da E.
dysenterica realizadas até o momento sdo limitadas e descrevem a caracterizacdo e/ou
identificacdo de poucos compostos, tais como: um peptideo (LIMA et al.,, 2010),
monoterpenos e sesquiterpenos (COSTA et al., 2000), vitaminas e carotenoides (CARDOSO
etal., 2011).

A literatura relata que a catequina e a procianidina B1 protegem a mucosa gastrica de
lesbes induzidas por diferentes estimulos, entretanto, esse efeito é observado somente com a
administracdo de altas doses desses compostos. Ainda, essas substancias tem baixa ou
nenhuma capacidade de precipitar proteinas (HAGERMAN e BUTLER, 1978; CALA et al.,
2010). Essas observacgdes, associadas ao fato de que o extrato das folhas de E. dysenterica
tratados com gelatina perdeu significativamente a capacidade gastroprotetora, sugerem
fortemente que a catequina e a procianidina B1 ndo contribuam para esse efeito. Além disso,
existem evidéncias de que as acgdes gastroprotetoras de compostos tanicos estejam
relacionadas com o tamanho molecular dos mesmos. De fato, Saito et al., (1998) relataram
gue a catequina e procianidinas, na forma de dimeros e trimeros, ndo sao capazes de proteger
a mucosa de lesdes induzidas pela administracdo de HCl/etanol em ratos. Por outro lado,

tetrdmeros, pentdmeros e hexameros de procianidinas exibiram efeito gastroprotetor, cuja
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magnitude foi proporcional ao tamanho da cadeia oligomérica, sendo que os hexameros
causaram o maior efeito gastroprotetor (SAITO et al., 1998). A interacdo entre taninos e
proteinas também parece estar relacionada com o tamanho da molécula; dessa forma,
hexameros e pentameros de procianidinas mostraram altos niveis de ligacdo a proteinas e
elevada capacidade de precipitacdo, enquanto tetrdmeros e trimeros demonstraram baixa
capacidade de precipitacdo; por fim, como descrito anteriormente, dimeros e mondémeros de
procianidina (como a catequina) ndo sao capazes de precipitar proteinas (SAITO et al., 1998).
Todas essas observagdes, aliadas ao fato de que varios taninos condensados foram
identificados no extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica, sugerem que essa
classe de metabdlitos secundarios seja a responsavel pelo poderoso efeito gastroprotetor do
extrato.

A inducéo de ulceras por HCl/etanol envolve a formagéo de radicais livres (MUTOH et
al., 1990), os quais podem induzir peroxidacdo lipidica e gerar dano celular (MIZUI e
DOTEUCHI, 1986; NISHIDA, OHTA e ISHIGURO, 1998). Ainda, o etanol diminui os
niveis gastricos de glutationa, um importante composto antioxidante (KIDD, 1997). Portanto,
com base na observacdo de que o extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica
possui atividade antioxidante, uma propriedade comum a plantas que contem compostos
polifendlicos (REPETTO e LLESUY, 2002), € possivel sugerir que o referido efeito seja parte
do mecanismo pelo qual o extrato protege a mucosa gastrica contra injarias. Para investigar
essa possibilidade, avaliamos se o bloqueio de grupos -SH enddgenos, com o agente
alquilante NEM (SZABO, NAGY e PLEBANI, 1992), poderia diminuir a gastroprotecdo do
extrato das folhas de E. dysenterica. Essa estratégia esta baseada no fato de que os grupos -SH
podem doar elétrons, e assim, se ligar a radicais livres (KIDD, 1997). A administracdo de
NEM reduziu profundamente a acdo protetora do extrato, evidenciando a participacdo dos
grupos -SH enddgenos no efeito gastroprotetor do mesmo. Essa observacdo sugere que a
atividade antioxidante do extrato sozinha ndo é suficiente para proteger o estbmago dos danos
induzidos pelo HCl/etanol. Assim, pode ser que exista uma relacdo cooperativa entre a
atividade do extrato e o sequestro de radicais livres por grupos -SH enddgenos; outra
possibilidade seria a de que o extrato pudesse aumentar a biodisponibilidade desses
grupamentos.

Vérias linhas de evidéncias apontam o NO como um importante mediador
gastroprotetor enddgeno e 0s mecanismos propostos incluem: a manutencdo da integridade da
mucosa, a inibicdo da aderéncia leucocitaria e plaquetéria e o aumento do fluxo sanguineo
(LAINE, TAKEUCHI e TARNAWSKI, 2008). O L-NAME, um inibidor ndo seletivo das
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sintases do 6xido nitrico, enzimas que sintetizam NO, ndo comprometeu significativamente o
efeito gastroprotetor do extrato, sugerindo que tal mediador ndo participa dos mecanismos
citoprotetores do mesmo.

O extrato aquoso liofilizado das folhas de E. dysenterica inibiu a secre¢do de HCI de
maneira similar ao tratamento padrdo (cimetidina, 100 mg/kg); tal efeito pode contribuir para
a diminuicdo das lesbes da mucosa gastrica induzida pela administracdo de HCl/etanol.
Apesar de ndo termos investigado os mecanismos pelos quais o extrato das folhas de E.
dysenterica inibiu a secrecdo de HCI, relatos de literatura sugerem que taninos condensados
(compostos por 2-15 unidades de procianidinas), mas ndo procianidinas monoméricas, sdo
capazes de inibir a liberacdo de histamina por mastdcitos peritoneais (KANDA et al., 1998).
Portanto, é possivel que os taninos condensados identificados no presente estudo possam
inibir a liberacdo de histamina por células ECL presentes no tecido gastrico, uma hipotese que
ainda permanece por ser investigada.

Por fim, o extrato aquoso liofilizado das folhas de C. pubescens ndo demonstrou efeito
gastroprotetor sobre lesdes induzidas pela administracdo de HCl/etanol em nenhuma das
doses testadas (100-1000 mg/kg). Através de analises fitoquimicas preliminares, com adicéo
de FeCls as amostras do extrato de C. pubescens, observamos que a quantidade de compostos
polifenolicos presentes no referido extrato € bem menor que aquela presente no extrato de E.
dysenterica (7,5 vezes menor). Cabe salientar que, a analise visual da capacidade de
precipitacdo de proteinas mostrou que o extrato de C. pubescens € muito menos potente do
que o extrato de E. dysenterica nesse particular. Essa observacdo corrobora com os dados de
espectrofotometria e sugere a presenca de pequenas quantidades de compostos tanicos no
extrato de C. pubescens. Desse modo, podemos sugerir que o referido extrato ndo apresentou
efeito gastroprotetor devido ao seu baixo teor de compostos polifendlicos (em especial de
taninos), 0s quais, como discutido no presente estudo, apresentam propriedades

farmacoldgicas que levam a gastroprotecao.
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7. CONCLUSAO

O presente estudo demonstrou que o extrato aquoso liofilizado das folhas de E.
dysenterica protegeu a mucosa gastrica de lesdes induzidas por HCl/etanol; tal efeito

evidencia um potencial biofarmacéutico para essa espécie.

O efeito gastroprotetor parece estar relacionado com a presenca de taninos condensados
no referido extrato, os quais sdo formados predominantemente por procianidinas,
prodelfinidina, além da presenca de grupos galoil em alguns constituintes das séries

poliméricas.

O efeito gastroprotetor parece ocorrer através de varios mecanismos de acao, tais como:
a inibicdo da producdo de HCI, a atividade sequestradora de radicais livres do extrato
(propriedade antioxidante), a acdo de compostos sulfidrilicos enddgenos, e, pela

estabilizacdo da barreira de muco promovida pelos taninos condensados.

Ainda, esse trabalho evidenciou que o extrato aquoso liofilizado das folhas de C.
pubescens ndo protegeu a mucosa gastrica contras leses induzidas pela solucdo de
HCl/etanol.

A auséncia de efeito gastroprotetor pode estar relacionada a baixa concentracdo de

compostos polifendlicos presentes nesse extrato.
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ANEXO

UJ Universidade Federal de Uberandia
Pro-Reitoria de Pesquisa e Pds-Graduacao
Comissdo de Etica na Utilizagdo de Animais (CEUA)
Avenida Jo3o Naves de Avila, n°. 2160 - Bloco A - Campus Santa Monica -
Uberlandia-MG —
CEP 38400-089 - FONE/FAX (34) 3239-4131; e-mail:ceuaufu@yahoo.com.br;
WWW._COMISs0es.propp. ufu.br

ANALISE FINAL N° 041/11 DA COMISSAD DE ETICA NA UTILIZACAQ DE
ANIMAIS PARA O PROTOCOLO REGISTRO CEUAJUFU 022/11

Projeto Pesquisa: “Avaliacdo da atividade Gastroprotetora de mirtaceas do
cemado: Eugenia dysenterica, campomanesia pubescens e campomanesia
¥xanthocarpa®.

Pesquisador Responsavel: Luiz Borges Bispo da Silva

O protocolo nao apresenta problemas de ética nas condutas de pesquisa com
animais nos limites da redag3o e da metodologia apresentadas.

SITUACAO: PROTOCOLO DE PESQUISA APROVADO.

0B5: O CEUA/UFU LEMBRA QUE QUALQUER MUDANCA NO PROTOCOLO
DEVE SER INFORMADA IMEDIATAMENTE AOQ CEUA PARA FINS DE
AMALISE E APROVACAO DA MESMA.

Uberlandia, 28 de abnl de 2011
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Espectro 1. Espectro de UV da substancia com TR de 3,01 min.
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Espectro 2. Espectro de Massas da substancia com TR de 3,01 min (Modo Positivo).
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Espectro 3. Espectro de Massas da substancia com TR de 3,01 min (Modo Negativo).
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Espectro 4. MS/MS do ion de m/z 579 da substancia com TR de 3,01 min (Modo Positivo).
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Espectro 5. MS/MS do ion de m/z 577 da substancia com TR de 3,01 min (Modo Negativo).
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Espectro 6. Espectro de UV da substancia com TR de 3,41 min.
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Espectro 7. Espectro de Massas da substancia com TR de 3,41 min (Modo Positivo)
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Espectro 8. Espectro de Massas da substancia com TR de 3,41 min (Modo Negativo).
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Espectro 9. MS/MS do ion de m/z 291 da substancia com TR de 3,41 min (Modo Positivo).
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Espectro 10. MS/MS do ion de m/z 289 da substancia com TR de 3,41 min (Modo Negativo).
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Espectro 11. Espectro de UV da substancia com TR de 4,73 min.
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Espectro 12. Espectro de Massas da substancia com TR de 4,73 min (Modo Negativo).
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Espectro 13. Espectro de Massas da substancia com TR de 4,73 min (Modo Positivo).
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Espectro 14. MS/MS do ion de m/z 731 da substancia com TR de 4,73 min (Modo Positivo).
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obtido por MALDI do extrato aquoso de E. dysenterica — séria

Espectro 2. Espectro de Massas obtido por MALDI do extrato aquoso de E. dysenterica — séria 2

(Modo Positivo).
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Espectro 4. Espectro de Massas obtido por MALDI do extrato aquoso de E. dysenterica — séria 4
(Modo Positivo).
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Espectro 8. MS/MS do ion 889 (Modo Positivo).
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