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RESUMO

Casearia sylvestris, popularmente conhecida como “guacatonga” € uma
espécie encontrada em larga escala no Brasil, e suas folhas séo utilizadas na
obtencdo de infusdes para diversos tratamentos, entre eles o da Ulcera
géastrica. Considerando que o tratamento convencional, para esta doenca,
através de drogas especificas pode demandar alto custo e, o uso prolongado
de algumas medicacbes podem causar efeitos adversos, este estudo teve
como objetivo avaliar a atividade gastroprotetora e cicatrizante do extrato bruto
e fracbes da Casearia sylvestres, e 0s possiveis mecanismos de acéo
envolvidos, como uma alternativa terapéutica no tratamento desta doenca. O
extrato bruto (0,003; 0,03 e 0,3 mg/kg), quando administrado oralmente, foi
capaz de reduzir as lesdes agudas induzidas por etanol em doses
relativamente baixas (C: 75,82 + 11,48 mm?2. Inibicdo de 46, 63 e 55%
respectivamente). As fracdes precipitado (P: 0,2 mg/kg) e eluido em membrana
de 50 kDa (E50: 0,03 mg/kg) protegeram a mucosa gastrica de lesbes agudas
induzidas por etanol, tanto quando tratados oralmente, como quando tratados
via intraperitonial. Por outro lado, as fragdes retido em membrana de 100 kDa
(R100), e retido em membrana de 50 kDa (R50), ndo protegeram a mucosa no
modelo de lesdes induzidas por etanol. Avaliando o efeito anti-secretor a fracdo
E50 nédo alterou o volume nem a acidez total da secrecao acida géastrica no
modelo de ligadura do piloro. Entretanto quando investigado o potencial
cicatrizante, a fracdo E50 (0,003; 0,03 e 0,3 mg/kg, v.0.) reduziu a area de
Ulcera gastrica em lesdes crbnicas induzidas por acido acético (C: 141 + 20,4
mm?2. Cicatrizacéo de 49, 66 e 80% respectivamente).

Em conclusdo, esses dados demonstram que a fracdo ES50 possui
atividade antiulcerogénica e cicatrizante gastrica, sendo que o0s estudos
continuam em andamento para caracterizar o(s) polissacarideo(s) responsaveis

pelo efeito gastroprotetor da Casearia sylvestris.
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ABSTRACT

Casearia sylvestris, commonly known as “guacatonga” is a species found
in large scale in Brazil, and its leaves are used to obtain infusions for various
treatments, including gastric ulcer. Whereas the conventional treatment for this
disease through specific drugs may require expensive and prolonged use of
some medications can cause adverse effects, this study aimed to evaluate the
gastroprotective activity and healing of the crude extract and fractions of
Casearia sylvestres and the possible mechanisms involved, as a therapeutic
alternative in the treatment of this disease. The crude extract (0,003; 0,03 and
0,3 mg/kg) when administered orally, was able to reduce ethanol-induced acute
lesions in relatively low doses (C: 75.82 + - 11.48 mmz . Inhibition 46, 63 and
55% respectively). The precipitate fractions (P: 0.2 mg/kg) and eluted in 50 kDa
membrane (E50: 0.03 mg/kg) protected the gastric mucosa from lesions
induced by acute ethanol, both when treated orally, such as when treated via
intraperitoneal. On the other hand, the fractions retained on the membrane of
100 kDa (R100), and retained 50 kDa membrane (R50), did not protect the
mucosa in the model of injury induced by ethanol. Evaluating the anti-secretory
effect the E50 fraction did not change the volume or the total acidity of gastric
acid secretion in pylorus ligation model. However, when investigating the
healing potential, E50 fraction (0.003, 0.03 and 0.3 mg / kg, v.0.) reduced the
gastric ulcer area in chronic lesions induced by acetic acid (C: 141 + 20,4 mm2.
Healing 49, 66 e 80% respectively).

In conclusion, these data demonstrate that the E50 fraction has
antiulcerogenic and gastric healing activity, and studies are in progress to
characterize polysaccharide(s) responsible for the gastroprotective effect of

Casearia sylvestris.
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1. INTRODUCAO

1.1. ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica € uma lesdo profunda da mucosa, que pode destruir
tanto os componentes do tecido epitelial como do conectivo, incluindo células
do mdasculo liso, vasos e nervos (MILANI e CALABRO, 2001). Apesar de a
etiologia desta doenca ainda n&o ser totalmente conhecida, pois envolve
muitos fatores em sua génese, é uma doenca que afeta um numero
consideravel de pessoas em todo o mundo (CARVALHO, 2000).

Embora no Brasil ndo existam estimativas precisas, a incidéncia da
doenca na populacdo varia de 1 a 20%, enquanto que nos Estados Unidos
estima-se que cerca de 20 milhdes de pessoas apresentardo algum tipo de
Ulcera durante sua vida (FBG, 2014). Quando nao tratadas, as complicacfes
podem ocorrer em até 30% dos pacientes com Ulcera e incluem hemorragia
digestiva alta (20%), perfuracdo (6%) e obstrucdo piloro-duodenal (4%), que
sao importantes causas de mortalidade (OFMAM, 2000).

A Ulcera pode se desenvolver em qualquer idade, mas ocorre com maior
frequéncia entre 50 e 70 anos e, quando acomete o duodeno, seu numero é
ligeiramente maior nos homens do que nas mulheres ao contrario das
géstricas, que ocorre mais em mulheres (ABITOL, 2013).

A lesdo passa a ser considerada uma ulcera quando o aprofundamento
da mesma atinge a camada muscular da mucosa gastrica, enquanto que a
lesdo consiste apenas na agressao da mucosa (TARNAWSKI et al., 2005).

Esta doenca pode se desenvolver quando ocorre um desequilibrio entre
os fatores agressores e protetores que atuam no epitélio celular. Alguns dos
fatores agressivos mais comuns que afetam grande parte da populagdo sdo: o
Helicobacter pylori, acido cloridrico (HCI), o uso de anti-inflamatérios nao
esteroidais, pepsinas, ingestao de alcool, lesdes relacionadas a isquemia, entre

outros. Enquanto que dentre os fatores defensivos estdo: bicarbonato, camada



mucosa, prostaglandinas, fatores de crescimento e fluxo sanguineo (HAROLD
e TOMIC-CANIC, 2007).

Embora o tratamento geralmente seja conduzido para a redugao dos
fatores agressivos, pode também ser dirigido para o fortalecimento das defesas
da mucosa do estdmago e duodeno (JAINU et al, 2006).

A secrecédo de 4cido gastrico € um processo controlado por mecanismos
neural, endocrino e paracrino. Os mecanismos neuronais sdo comandados
pela acetilcolina (ACh), os paracrinos pela histamina e os enddcrinos pela
gastrina. (HOOGERWERF e PASRICHA, 2003).

No corpo e fundo gastrico, a acetilcolina liberada dos neurbnios
colinérgicos estimula a secrecado acida via acao direta na célula parietal através
de receptores muscarinicos tipo M3, e via acao indireta, pela eliminacdo do
efeito inibitdrio que a somatostatina exerce tanto nas células parietais como
nas células enterocromafins. As células enterocromafins no estébmago
produzem histamina, que fica armazenada em vesiculas secretoras
(MOSSNER e CACA, 2005), que quando liberada estimula as células parietais
a secretarem acido pela ligacdo em receptores H2 (KAZUMORI et. al., 2004).

A gastrina € produzida pelas células G no antro do estdbmago e, em
menor quantidade na regido proximal do intestino delgado, célon e pancreas
(SCHUBERT, 2004) e age em receptores CCK2 nas células parietais
(SCHUBERT e PEURA, 2008).

A mucosa gastrica mantém certa integridade estrutural e resisténcia a
agentes agressores uma vez que possui mecanismos de defesa pré epitelial e
epitelial. A primeira linha de defesa € constituida pela barreira muco-
bicarbonato que € considera a barreira pré-epitelial, mantendo um pH neutro de
aproximadamente 7,0 na interface luminal da superficie das células epiteliais,
enguanto que o pH do limen é em torno de 1,0-3,0 (TARNAWSKI et al., 2005).

Substancias ulcerogénicas como sais biliares e os anti-inflamatorios nao
esteroidais causam a dissipacdo do muco, ocasionando lesdo gastrica (LAINE
et al., 2008). O bicarbonato que é secretado pelas células epiteliais € retido
pelo muco originando um revestimento alcalino para o estdmago. Quando o
alimento é ingerido, as taxas de secrecao tanto de bicarbonato quanto de muco
aumentam, protegendo esta mucosa. (BERNE et al., 2004; LAINE et al., 2008).



Dentro do componente epitelial esth uma camada continua de células
epiteliais da superficie conectadas por jungdes oclusivas e comunicantes, as
quais secretam bicarbonato, muco, prostaglandinas, proteinas de choque
térmico (HSP, do inglés heat shock proteins) (TARNAWSKI, 2005). Também
denominadas como a segunda defesa, a microcirculacéo facilita a chegada de
oxigénio e nutrientes, além de remover substéncias toxicas. As células
endoteliais dos microvasos geram potentes vasodilatadores como a PGl; e o
NO, gue possuem a funcdo de proteger a mucosa gastrica contra fatores
agressores e se contrapfe a acdo nociva de varios agentes vasoconstritores
como tromboxanos, endotelinas e leucotrienos (WALLACE, 2001; LAINE et al,
2008).

Quase todos os mecanismos de defesa sdo estimulados, ou facilitados
pelas prostaglandinas, que compreendem a cicatrizagdo da mucosa, a
aceleracdo da restituicdo epitelial, a inibicdo da secrecdo acida, a estimulagéo
da secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipideos e o aumento do fluxo
sanguineo. A producdo sucessiva de prostaglandina E, (PGE;) e PGl; é
decisiva para a manutencdo da integridade da mucosa gastrica, para a
protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrosantes, é dependente dos niveis
de expresséao da isoforma do tipo 1 da enzima cicloxigenase (COX-1) (LAINE et
al., 2008). A maior parte das acdes protetoras das prostaglandinas na mucosa
gastrica sdo mediadas principalmente por receptores do tipo EP1, EP3 e EP4,
gue afetam a secrecao de acido e muco (LAINE et al., 2008).

O organismo também pode contar com mecanismos de defesa através
de sistemas antioxidantes. As enzimas que compdem a primeira linha de
defesa contra o &nion superoxido e o peroxido de hidrogénio, H,O, incluem a
catalase (CAT), a superéxido dismutase (SOD), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa S-transferase (GST) (BAYIR, 2005). A segunda linha de defesa
antioxidante ocorre por alguns compostos de moléculas quimicas, incluindo
vitaminas, flavonoides da dieta, carotenoides, acido Urico e a glutationa (GSH)
(CNUBBEN et al., 2001).



1.2. ANATOMIA E FISIOLOGIA GASTRICA

A ideia de utilizacdo de animais em pesquisas surgiu devido a
necessidade do homem em entender patologias ainda ndo compreendidas,
assim como oferecer novas alternativas terapéuticas (FAGUNDES e TAHA,
2004). O desenvolvimento da pesquisa experimental em animais de laboratorio
tem contribuido nos diferentes campos cientificos e vem promovendo ao longo
dos anos a descoberta de medidas profilaticas e tratamentos de inUmeras
enfermidades que acometem o0s seres vivos. Por exemplo, tem-se a descoberta
da insulina, o desenvolvimento de vacinas contra diversas doencas, a producao
de soros, o uso terapéutico de antibidticos e o tratamento de varios disturbios
do aparelho digestorio, como por exemplo, o desenvolvimento de produtos para
o tratamento de Ulceras gastricas (ANDRADE, 1998; FAGUNDES e TAHA,
2004;).

Mesmo com o0 progresso de métodos alternativos nos ultimos anos
(estudos in vitro, cultura de células, softwares etc.), os modelos animais ainda
se apresentam, em algumas situacdes, como op¢ao mais vantajosa por
apresentarem informacdes sobre o organismo como um todo (HEYWOOD,
1987; RIBEIRO et al., 1995; SALEN, 1995; SNITKOFF, 2004).

Dentre todos os modelos experimentais aos quais podem ser induzidas
Ulceras gastricas, o rato Wistar, € o mais utilizado, o mesmo deste presente
trabalho, assim considerou-se a necessidade do entendimento das regides
anatémicas e funcdes fisioldgicas do 6rgéo estudado.

Anatomicamente, o estbmago do rato Wistar esté localizado na cavidade
abdominal sob a linha mediana ventral, na por¢cdo esquerda, caudal ao figado,
com a forma de um C e com uma concavidade cranial, onde se observa a
penetracdo do esdfago. O peritbnio encontra-se ligado ao estdmago por uma
membrana denominada omento maior (FREIBURG, 2007). De acordo com
Freiburg, o estdbmago pode ser dividido em algumas regides (Fig. 1A). O
estbmago dos ratos Wistar (Rattus norvergicus) € curto em relacdo ao

segmento intestinal. A cardia, regido que circunda a entrada do estbmago, e o
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piloro, esfincter localizado na saida do mesmo, se localizam préximos devido
ao formato do 6rgéo.

Uma das principais diferenciagfes anatdbmicas entre o estdmago dos
ratos Wistar e o estbmago humano € que o primeiro apresenta dorsalmente a
regido do fundo gastrico, aglandular, muscular principalmente, e as demais
regibes do estdbmago, glandulares, estdo separadas pela margem pregueada e
se encontram com o corpo e antro pilorico (Fig. 1B e 1C) (SHARP e REGINA,
1998).

Corpo do estdomago

Duodeno Regiao Glandular

Regido pildrica
(Epitélio Glandular) egiao piloric

A Regiao Aglandular
(Epitélio estratificado
Eséfago 4 / pavimentoso queratinizado)
= \ 1 Esofago e Regiao cardia
' Margem 2 Curvatura menor
pregueada .
/ 3 Curvatura maior
D 5 4 Saco cego
5 Regido Fndica
6
7
8

Piloro

Figura 1 - Regifes do estdbmago de ratos Wistar. (A) Esquema representativo do estbmago
e suas subdivisbes (Adaptado de Freiburg, 2007). (B) Visdo macroscOpica do estdmago
seccionado ao longo da curvatura maior, expondo a mucosa gastrica. (C) Detalhe da regiédo
glandular e aglandular. Margem pregueada (seta); regido glandular (*) e regido aglandular
(ponta de seta) (CARVALHO et al., 2011).
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Entre os fatores protetores estdo o0 muco e bicarbonato produzidos pelas
células epiteliais superficiais, apdés um sinal estimulador originado por
prostaglandinas. Estes lipideos séo sintetizados pelas enzimas ciclooxigenase
(COX) e possuem afinidade por receptores EP3 para prostaglandinas na
porcao basal das células epiteliais superficiais da mucosa gastrica (GOODMAN
e GILMAN, 2002). O muco protege a mucosa gastrica de forma mecanica,
lubrificando a parede géstrica e prevenindo sua eroséo, ja o bicarbonato atua
como uma protecdo quimica, neutralizando a acidez proporcionada pelo acido
cloridrico (DANI e CASTRO, 1993).

A maior parte das células presentes nas glandulas pil6ricas, assim como
na regiao céardica, secreta muco diretamente no limen géstrico, formando uma
camada protetora que exerce a funcdo de barreira alcalina e tampona o pH
acido do suco gastrico (ANDREW e HICKMAN, 1974).

Na regido de mucosa oxintica se localizam as glandulas gastricas com
presenca de células parietais, que sdo células responsaveis pela secrecédo de
acido cloridrico (JUNQUEIRA e CARNEIRO, 2004). A presenca destas células
€ escassa na base, semelhante as células parietais do estdbmago humano
(DANI e CASTRO, 1993).

1.3. TRATAMENTO FARMACOLOGICO DA ULCERA GASTRICA

As drogas utilizadas atualmente no tratamento de Ulceras géstricas nédo
sdo totalmente eficazes na cicatrizacdo das mesmas. Entre as drogas
empregadas, temos antiacidos, antagonistas do receptor H, para histamina e
inibidores de bomba de protons. Entretanto, a maioria destas drogas possui
alto valor agregado e varios efeitos colaterais (VINAGRE et al., 2005).

O principal objetivo farmacoldgico no tratamento da Ulcera é restabelecer
a integridade da mucosa gastrica, seja pela inativacdo dos fatores agressores
ou pelo aumento dos fatores defensivos (VERAS, 2007). Nos anos 70 surgiram
0s antagonistas de receptores H; histaminérgicos (cimetidina, ranitidina). Estes,
assim como os inibidores da bomba de prétons H*/K*ATPase (IBP) (omeprazol,

pantoprazol), que apareceram no final dos anos 80, tem como fungao reduzir a
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secrecdo de acido gastrico (GOODMAN & GILMAN, 2012). Estes
medicamentos sdo bases fracas que se acumulam nos canaliculos secretorios
da mucosa, onde no meio acido, sédo convertidos no metabalito ativo através da
formacdo de um &cido sulfénico. Esta forma ativada reage por ligacéao
covalente com o grupo sulfidril da cisteina 813 de dominio extracelular da
enzima H'/K*ATPase, ocorrendo a inibicdo da secrecdo do acido cloridrico
(HCI). Portanto, esta ligacéo irreversivel a enzima presente na célula parietal
gastrica, inibe a producéo de HCI. (TWARDOWSCHY, 2007).

E interessante ressaltar que a biodisponibilidade do omeprazol é baixa,
mesmo sendo considerado atualmente o melhor tratamento de lesdes gastricas
(MALTON et al.,, 1999). Quando o omeprazol é utilizado por periodos
prolongados, € possivel observar efeitos colaterais dessa classe de farmacos.
Assim, com a elevacdo do pH do suco gastrico por periodos prolongados tem
sido observada a diminuicdo da absorcé&o de nutrientes, e tem sido sugerido
que com a H+/K+ATPase bloqueada, a gastrina exerce um efeito trofico,
levando a hiperproliferacdo celular a qual pode estar associada com o
desenvolvimento de cancer gastrico (BELIZARIO-SOUZA, 2009).

Outras classes de medicamentos empregadas no tratamento da Ulcera,
ou farmacos utilizados para amenizar os sintomas séo os antiacidos (hidréxido
de magnésio, hidréxido de aluminio e bicarbonato de sddio) e protetores da
mucosa, como 0 sucralfato, cuja acdo esta envolvida na neutralizacdo do acido
ja secretado e também atua como agente de barreira, ou seja, evita o contato
direto do acido na mucosa lesada, favorecendo a cicatrizacdo da Ulcera. Ha
ainda, os casos de Ulcera causadas pelo H. pylori, em que se associa a terapia
com anti-secretores, antibioticos (claritromicina, amoxicilina, metronidazol,
tinidazol, tetraciclina e fluorquinolonas, como levofloxaxino e moxifloxacino) e
também compostos do bismuto que possuem efeito citoprotetor devido ao
aumento da secrecao gastrica de muco e bicarbonato e inibi¢cdo da atividade da
pepsina (GOODMAN & GILMAN, 2012; RIMBARA, et. al. 2011).

Apesar da grande efetividade apresentada pelos antagonistas de
receptores H, e dos inibidores da bomba de protons, esses medicamentos
podem apresentar varios efeitos adversos quando utilizados por longos
periodos devido a intensa supressao acida. Dentre esses efeitos, pode se citar

a osteoporose, riscos aumentados de infecgbes entéricas, metabolismo
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alterado de outros medicamentos, e desenvolvimento de pdlipos gastricos que

podem evoluir para cancer gastrico (CHUBINEH e BIRK, 2012).

1.4. USO DE PLANTAS MEDICINAIS

Diante do exposto, faz-se necessaria a busca de novos farmacos
proporcionando alternativas terapéuticas seguras e de baixo custo. Neste
sentido, € importante levar em consideracdo a grande biodiversidade
encontrada no Brasil, que é assim uma rica fonte para novos farmacos (YUNES
et al., 2001).

Muitos materiais botanicos encontrados tém confirmado a grande
utilizacdo de plantas e derivados, tanto para o tratamento e prevencdo de
Ulceras gastricas como para diversas patologias. Diferentes substancias
oriundas de plantas, ndo oferecem apenas gastroprotecdo, mas também
aceleram a cicatrizacdo de Ulceras gastricas (HAYSTEEN, 1983).

A utilizacdo de plantas medicinais, que sao aquelas que possuem
tradicdo no uso para prevenir e tratar doencas em determinadas comunidades,
€ uma das mais antigas estratégias empregadas para o tratamento de diversas
doencas, tanto que até o inicio do século XIX a maioria dos medicamentos
utilizados pelo homem era basicamente de origem natural (BARROS, 2006;
LEAL, 2008).

O uso de fitotergpicos tem aumentado tanto em paises desenvolvidos
como em paises em desenvolvimento, como uma forma adicional de
tratamento ou prevencdo de doencas, e em muitos casos se tratando de
doencas cronicas (WORLD HEALTH ORGANIZATION, 2004; FERREIRA et al.
2008). Segundo a Organizacdao Mundial de Saude, hoje em dia, 80% da
populacdo mundial utilizam plantas medicinais (BURCI, 2011; GURIB-FAKIM,
2006).

Portanto a pesquisa com plantas medicinais requer a adocao de critérios
adequados em todas as suas etapas. Especialmente em paises com rica
biodiversidade e conhecimentos tradicionais abundantes, como € o caso do

Brasil. A escolha com base no conhecimento popular ou etnofarmacoldgico
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pode aumentar a possibilidade da descoberta de novos compostos (BURCI,
2011; HOLETZ et al., 2002).

O uso de plantas medicinais para tratar doencas € ainda uma pratica
comum em quase todo o Brasil e na maior parte das vezes é feito sem levar em
consideracdo os seus mecanismos de acdo bem como efeitos adversos que
estas podem apresentar (MACIEL et al, 2000). O territorio brasileiro possui a
maior diversidade de espécies de plantas no mundo, porém menos de 10%
foram avaliadas em relacédo as suas caracteristicas bioldégicas e menos de 5%
foram submetidos a estudos fitoquimicos (LUNA et al. 2005; FERREIRA, 2011).

Distribuida ao longo das regides tropicais e temperadas no mundo, a
Casearia sylvestris, pertence a familia Flacourtiaceae, a qual possui
aproximadamente 89 géneros e 1300 espécies (LITTLE e WADSWORTH,
1964; TORRES e YAMAMOTO, 1986). Possui uso difundido na medicina
popular brasileira como antisséptico e cicatrizante em doencas de pele como
anestésico topico e também como antiulcerogénico (HOEHNE, 1939).

Comumente distribuida pelas Américas, esta planta é encontrada no
Brasil desde o territorio do Amazonas até o Rio Grande do Sul e é
popularmente conhecida como “guagatonga”, uma palavra originada da lingua
Tupi-Guarani. Algumas tribos indigenas costumam utilizar suas raizes ou folhas
com a finalidade de tratamento de feridas, lesdes de pele, Ulcera e diarreia e
também como antiofidico (HOEHNE, 1939).

Extratos etanolicos da C. sylvestris revelaram propriedades anti-
ulcerogénica, colaborando com a informacdo etnofarmacolégica sobre seu
emprego em distlrbios gastrointestinais. (HOEHNE, 1939; FIALHO et al,.
2010). Analises quantitativas do extrato etandlico indicam a presenca de
terpenos, taninos, flavonoides, e alguns 6leos volateis que desempenham um
papel importante na protecdo da mucosa (FERREIRA, 2011). Os flavonoides
sdo compostos fendlicos com acdo antioxidante e forte capacidade de inibir
tanto a producdo de oOxido nitrico como os mediadores do fator de necrose
tumoral (TNF) (KAWADA et al., 1998; SANTOS, 2008).

Considerando as propriedades apresentadas pela Casearia sylvestris e
a busca por novos compostos mais eficazes e com menos efeitos colaterais

para o tratamento das mais diversas patologias, € de grande interesse a
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caracterizacdo da possivel atividade biologica dos polissacarideos desta planta
(SERTIE, 2000).

Dentre 0os novos compostos que vém sendo estudados como estratégia
terapéutica, estd um grupo de substancias bioativas conhecidos como
polissacarideos. Polissacarideos sdo consumidos quando plantas sao ingeridas
como alimento ou quando as mesmas sao usadas na preparacao de chas, uma
vez que alguns podem ser facilmente obtidos por extracdo em agua quente. Os
polissacarideos sdo polimeros de média a alta massa molecular, constituidos
por monossacarideos conectados por ligagfes glicosidicas (FREIMUND et al.,
2003). Esses polimeros possuem muitas fungbes no organismo como o
armazenamento de energia (amido e glicogénio), estruturacéo celular, além de
atuarem como indicadores de enderecamento para algumas proteinas e como
mediadores para interacbes especificas entre as células e/ou matriz
extracelular (LEHNINGER et al., 2002).

Tratando se de plantas medicinais, os polissacarideos sdo os principais
componentes da parede celular e de suas armacdes estruturais, e sdo divididos
em pectinas, hemiceluloses e celulose (CARPITA e McCANN, 2000). As
pectinas formam um grupo complexo de polissacarideos que sédo encontrados
na parede celular primaria e nas camadas intercelulares de plantas terrestres.
O principal constituinte das pectinas é o acido galacturénico, considerando que
proporcdes variaveis de outros aclcares também estdo presentes, como
ramnose, arabinose e galactose (BRANDAO e ANDRADE, 1999). As
hemiceluloses sdo polissacarideos que ocorrem em intima associacdo com a
celulose, especialmente em tecidos lignificados (ASPINALL, 1959).

Polissacarideos vegetais tém sido referéncias em estudos atuais
apresentando atividade antiviral, antitumoral, imuno-estimulante, anti-
inflamatoria, anticoagulante, e também anti—ulcerosos (SRIVASTAVA e
KULSHVESHTHA, 1989; CAPEK et al , 2003; NERGARD et al., 2005;
YAMADA, 1994; CIPRIANI et al., 2008, 2009).

Nosso grupo de pesquisa ja demonstrou anteriormente o efeito
gastroprotetor de alguns polissacarideos de plantas como, por exemplo,
Ferreira et al. (2013) apresentou o efeito gastroprotetor e cicatrizante gastrico

da ramnogalacturonana isolada da Acmella oleracea (L.) RK Jansen.
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2. OBJETIVOS

2.1. OBJETIVO GERAL

A Ulcera gastrica € uma doenca que acomete grande parte da populacéo

mundial, apresentando sintomas que afetam o bem estar diario dos pacientes

gue a possuem. Alguns tratamentos para esta doenca possuem altos efeitos

colaterais e o uso destes farmacos normalmente consiste em um tempo

prolongado de utilizacao.

Elucidado estes fatos, o presente estudo possui a finalidade de

investigar o efeito de extratos das folhas da Casearia sylvestris. Uma vez que

0os metabdlitos da guacatonga possuam atividades bioldgicas, decidimos

investigar se 0s possiveis polissacarideos atuam na gastroprotecao.

2.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Caracterizar a atividade gastroprotetora de polissacarideos em sua
forma bruta e respectivas fracbes obtidas da Casearia sylvestris,
guacatonga, no modelo experimental de Ulcera aguda induzida por

etanol, investigando possiveis mecanismos de acao envolvidos;

Caracterizar a atividade cicatrizante de polissacarideos em sua forma de
fracbes obtidos da Casearia sylvestris, guacgatonga, no modelo
experimental de Ulcera crénica induzida por acido aceético, investigando

possiveis mecanismos de a¢éo envolvidos;

Caracterizar a atividade anti-secretora gastrica de polissacarideos em
sua forma de fracbes obtidos da Casearia sylvestris, guacatonga, no

modelo experimental de ligadura do piloro.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1. ANIMAIS

Foram utilizados ratos (Rattus norvegicus, variedade Wistar), adultos,
fémeas, com peso variando entre 180 e 210 g, provenientes e mantidos no
Biotério da Universidade Federal do Parana sob as condi¢cbes de alimentacao
com racdo comercial, fonte de agua de torneira, com exaustdo do ar e com
uma lotacdo de seis ratos por gaiola, em caixa de polipropileno, 303 x 193 x
126 mm com grade zincada com separador em a¢o sob condi¢cdes controladas
de temperatura e iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 horas). O projeto e
protocolo experimental foram submetidos & Comiss&do de Etica para o Uso de
Animais da Universidade Federal do Parana e foi aprovado com o nimero de

registro 821.

3.2. MATERIAL BOTANICO E OBTENCAO DE POLISSACARIDEOS

Os extratos da planta Casearia sylvestris foram fornecidos pelo grupo de
pesquisas do Prof. Dr. Thales Ricardo Cipriani do Departamento de Bioquimica
da Universidade Federal do Parana.

O preparo do material botanico que foi utilizado precedeu das folhas da
guacatonga. Foram realizados processos de fracionamento por eluicdes de
extratos aquosos das folhas da planta por diferentes membranas de tamanhos
moleculares diversos, em busca de moléculas de polissacarideos isolados por
tamanho.

O processo iniciou se com a infusdo das folhas da planta por uma hora
e, apos este intervalo de tempo obteve se como produto um sobrenadante e
um residuo. A continuidade do processamento se deu a partir do sobrenadante,
o qual foi submetido a uma solucéo etandlica de trés volumes, resultando em

um sobrenadante etandlico e um precipitado bruto. A partir do precipitado bruto
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iniciou se um processo de fracionamento através de dialises em membranas de
diferentes tamanhos (Fig. 2).

Utilizou se o HPSEC (Cromatografia de exclusdo estérica de alta
performance) para avaliar os tamanhos moleculares de substancias e observar
a separacdo das moléculas, em uma mistura complexa, por exclusdo de
tamanho. A partir do resultado de cada amostra, obtém-se um perfil
heterogéneo, composto por mais de um grupo de moléculas, ou homogéneo,
composto por apenas um grupo de moléculas. A fim de se obter uma fracao
purificada foram realizadas dialises fechadas com membranas de exclusédo de
diferentes tamanhos, fazendo com o que for de menor tamanho elua, saia da
membrana, e o que tiver massa molecular maior fique retido, 0 que também
leva o nome as amostras: eluido e retido, seguido do nimero da membrana em
k Da.
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Folhas C. Sylvestris
(0,6 kg)
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|
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| |
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(1,91g) (0,278 g)
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| |
Eluido SCS,, Retido SCS,
(1,57 g) (0,326 g)

Figura 2 - Fluxograma do processo de fracionamento dos extratos aquosos da planta

Casearia sylvestris.

3.3. LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL

As lesBes gastricas induzidas por etanol seguiram a metodologia
descrita por Robert et al (1979). Os animais foram mantidos em jejum de 15 a
18 horas com acesso livre a agua (ad libitum) e tratados por via oral com o
veiculo (dgua - 1 ml/kg), omeprazol (40 mg/kg) e com trés doses teste dos
polissacarideos da Casearia sylvestris (1, 3 e 10 mg/kg). Uma hora apds estes
tratamentos, foi administrado para cada animal etanol absoluto (0,5 ml/200 g)
por via oral. Uma hora ap0s a administracdo do etanol, os animais fora,

sacrificados e os estdmagos removidos, distendidos e fixados com alfinetes
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para a analise das lesdes gastricas. A avaliacao das lesdes gastricas induzidas
por etanol foi realizada através do programa ImageTool® Verséo 3.0, no qual a
area total lesionada de cada estdbmago foi expressa em mm2.

Os estdémagos foram utilizados para avaliacdo de muco e GSH, que sdo
mecanismos que podem estar associados ao reforco dos mecanismos

protetores neste modelo.

3.4. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE MUCO GASTRICO

O muco gastrico foi quantificado usando a porcdo glandular (corpo),
obtidos dos estdbmagos ulcerados com lesdes gastricas induzidas por etanol. O
tecido gastrico foi pesado e transferido para uma solucdo de Alcian Blue
(0,1%), preparada em uma solucdo de sacarose (0,16 mM) e acetato de sédio
(50 mM), (pH 5). O tecido foi mantido nesta solucdo em temperatura ambiente
durante duas horas. ApoOs este procedimento, os segmentos foram lavados
duas vezes com solucdo de sacarose (250 mM) durante 15 e 45 minutos.
Depois, o contetdo de corante no tecido complexado com o muco gastrico foi
extraido com solugcdo de cloreto de magnésio (500 mM) agitando cada
segmento por 1 min a cada 30 min durante 2 h. O material extraido foi entdo
misturado com igual volume de éter dietilico e centrifugado a 3600 rpm durante
10 minutos. A absorbancia da fase aquosa separada para leitura foi
determinada em comprimento de onda de 598 nm. O conteddo de muco foi
calculado usando uma curva padrdo de Alcian Blue (6,25-100 ug), e os
resultados serdo expressos em pg Alcian Blue/g de tecido (CORNE et al,
1974).

3.5. QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH)

O método para a determinacéo dos niveis de GSH presentes na mucosa
gastrica foi realizado com base nos métodos de Sedlak e Lindsay (1988).
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Estdbmagos previamente ulcerados com etanol foram utilizados para verificar o
efeito protetor dos polissacarideos derivados da Casearia sylvestris na mucosa
géstrica através dos niveis de grupos sulfidrilicos néo protéicos (GSH).

A parte glandular da mucosa gastrica foi pesada e diluida em 3-6 vezes
0 seu volume com solucao tampéao fosfato de potassio (200 mM), (pH 6,5), no
qual preparou-se um homogenato por micro homogeneizagcdo. Deste
homogenato, 50 pl foram adicionados em tubo ependorfe de 500 pl com 40 pl
de &cido tricloroacético (ATC) 12%, que foi entdo agitado em vortex e
centrifugado durante 15 minutos a 4000 rpm (rotacbes por minuto) a 4 °C.
Aliquotas de 10 pl foram pipetadas em placa de 96 pocos. Em seguida, foi
adicionado 290 pl de TRIS-HCI, pH 8,9, 0,4 M. A reacéo foi iniciada com a
adicdo de 5 yl de DTNB diluido em 1 mL de metanol (5,5 -ditiobis 2-acido
nitrobenzédico) (ImM), 5 minutos antes da leitura espectrofotométrica em leitor
de ELISA (415 nm).

3.6. ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ACIDO ACETICO

As lesBes gastricas induzidas por &cido acético seguiram a metodologia
originalmente proposta por OKABE et al., 1971, com algumas modificagdes. Os
animais foram submetidos a um jejum soélido de 18 horas antes da inducdo das
Ulceras. As ratas foram anestesiadas com xilazina e cetamina (10 mg/kg e 5
mg/kg i.p., respectivamente), tendo a parede abdominal aberta e o estbmago
exposto. Para a inducdo das Ulceras, 500 pl de acido acético 80% foi
adicionado em um cilindro de 6 mm de didmetro, mantido em contato direto
com a serosa da parede gastrica. Apos 1 minuto, o acido acético foi removido,
o local lavado com salina, o estdbmago foi recolocado na cavidade abdominal do
animal e a parede abdominal foi suturada.

Apbs a recuperagdo da anestesia, 0s animais passaram por um periodo
de 24 horas de recuperacao, no qual permaneceram sob regime de restricdo
alimentar, e com consumo livre de agua até o dia seguinte. Entdo, seguiram

uma dieta alimentar, na qual a racdo foi oferecida duas vezes ao dia, num
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tempo de uma hora cada, durante todo o periodo do tratamento. O tratamento
foi iniciado no segundo dia apos a cirurgia, e tera duracéo de sete dias.

Durante o tratamento foram administrados veiculo (dgua, 1 ml/kg),
omeprazol (40 mg/kg) e diferentes doses da fracdo E50 da Casearia sylvestris
(0,003; 0,03 e 0,3 mg/kg). No final do tratamento, os animais foram
sacrificados, seus estdbmagos removidos e as Ulceras medidas em
comprimento por altura (mm?2) com auxilio de uma régua graduada. Apos a

analise morfologica foi retirado parte do estbmago para analise histoldgica.

3.7. AVALIACAO HISTOLOGICA

Para avaliacdo histologica, foi seguido o método de Kallaya e
colaboradores (2006). O material destinado & microscopia de luz foi fixado em
solucéo de ALFAC (formalina 30%; alcool 80%; acido acético). As pecas foram
desidratadas e incluidas em parafina. ApGs este procedimento, os blocos foram
seccionados em 5 um de espessura em microtomo de maneira semi-seriada,
aderidas em laminas de vidro. Estas foram submetidas a coloracdo a base de
hematoxilina e eosina (HE), sendo destinadas a analises histopatol6gicas.

3.8. AVALIACAO DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

A secrecao acida gastrica foi avaliada apds a realizacdo da ligadura do
piloro. As ratas foram anestesiadas e, através de uma inciséo de cerca de 2 cm
no abdomen, o estdmago foi localizado para a ligadura do piloro com a
utilizacdo de um fio de sutura. Por via intraduodenal, os animais receberam o
veiculo (dgua, 1 ml/kg), omeprazol (40 mg/kg, v.0.) e a fragdo E50 (0,03 mg/kg)
A seguir a parede abdominal foi suturada e os animais mantidos em caixas até
a recuperacao da anestesia. Quatro horas ap0s a cirurgia 0os animais foram

sacrificados e seus estdbmagos removidos com cuidado ap0s pincamento do
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esbfago. O drgédo foi lavado com agua, seco e aberto ao longo da curvatura
menor. A mucosa foi lavada com 3 ml de agua destilada, recolhendo-se o suco
gastrico e 0 conteudo proveniente da lavagem da mucosa em tubos de ensaio
para a centrifugacdo (1500 rpm, durante 20 min). Apdés a centrifugacdo, o
volume gastrico (ml) foi quantificado em proveta e a acidez total (mEq[H"]/ml)
por titulacdo simples com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2% como
indicador acido-base (DOMER, 1971).

3.9. ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como a média * erro padrédo das meédias
de um n = 6 animais por grupo. As diferencas entre as médias foram
determinadas através de analise de variancia (ANOVA) de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni. As andlises foram realizadas usando o Programa
GraphPad Prism versédo 5.0 (GraphPas Software, San Diego, EUA). Um valor

de P menor que 0,05 foi considerado significante.

4. RESULTADOS

4.1. AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DO EXTRATO BRUTO DA
Casearia sylvestris EM ULCERAS GASTRICAS AGUDAS INDUZIDAS POR
ETANOL

A administracdo oral de etanol absoluto produziu lesées na mucosa
gastrica do grupo controle (C: 75,82 £ 11,48 mm?). A administracao oral de
diferentes doses do precipitado bruto da guacatonga foi capaz de reduzir
significativamente a formacé&o de lesdes nas doses de 0,003; 0,03, e 0,3 mg/kg,

em 46, 63 e 55% respectivamente. O controle positivo do teste, omeprazol (40
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mg/kg, v.0.) também foi capaz de reduzir as lesdes de maneira significativa em

90% quando comparado ao grupo controle (tratado com veiculo) (Fig. 3).
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Figura 3: Efeito do tratamento com precipitado bruto da Casearia sylvestris sobre lesGes
géstricas agudas induzidas por etanol em ratas. Os animais foram tratados pela via oral
com veiculo (C: agua — 1ml/kg) omeprazol (O: 40 mg/kg) ou precipitado bruto da Casearia
sylvestris nas doses de 0,003; 0,03; 0,3; 1; 3 e 10 mg/kg), 1 hora antes da administracéo oral
do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados foram expressos como média + erro padrao das médias
(n=6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da analise de variancia (ANOVA) por
uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P < 0,05.

4.2. AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DE FRACOES DE
POLISSACARIDEOS DA Casearia sylvestris VIA ORAL EM ULCERAS
GASTRICAS AGUDAS INDUZIDAS POR ETANOL

A administracdo oral de etanol absoluto produziu lesées na mucosa
géastrica do grupo controle (C: 131 + 22, 76 mm?). A administracdo oral das
fracbes precipitado (P: 0,2 mg/kg), retido 100 (R 100: 0,005 mg/kg), eltido 50
(E50: 0,03 mg/kg) e retido 50 (R50: 0,006 mg/kg) apresentaram diminuicéo
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significativa da lesdo apenas nas fracdes precipitado (P: 0,2 mg/kg) em 72% e
na fracdo eluido 50 (E50: 0,03 mg/kg) em 63% quando comparado ao grupo
controle. O omeprazol (40 mg/kg, v.0.) como controle positivo foi capaz de

reduzir as lesdes em 89% (Fig. 4).
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Figura 4: Efeito das fracfes via oral nas lesbes induzidas por etanol. Os animais foram
tratados via oral com veiculo (C: 4gua — 1ml/kg), omeprazol (O: 40 mg/kg), fracdo P (0,2
mg/kg), R100 (0,005 mg/kg), E50 (0,03 mg/kg) e R50 (0,006 mg/kg) 1 hora antes da
administragdo oral do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados foram expressos como média + erro
padrdo das médias (n=6). A comparagéo entre os grupos foi realizada através da analise de
variancia (ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle
para P < 0,05.

4.3. AVALIACAO DO EFEITO PROTETOR DAS FRA(;C)ES DA Casearia
sylvestris VIA INTRAPERITONIAL EM ULCERAS GASTRICAS AGUDAS
INDUZIDAS POR ETANOL

A administracdo oral de etanol absoluto produziu lesées na mucosa
gastrica do grupo controle (C: 206 + 33,73 mm?). O grupo omeprazol (40
mg/kg, v.0.), controle positivo, reduziu em 90% as lesGes geradas pela
administragcdo do etanol. De maneira similar ao tratamento oral, as fragoes
precipitado (P: 0,02 mg/kg) e eluido 50 (E50: 0,003 mg/kg), quando
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administradas por via intraperitonial, em uma dose dez vezes menor
comparada a utilizada via oral, foram capazes de reduzir as lesdes gastricas

em 83 e 84% respectivamente (Fig. 5).
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Figura 5: Efeito das fracBes via intraperitonial nas lesGes induzidas por etanol. Os
animais foram tratados com veiculo (C: agua — 1ml/kg, i.p.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.),
fracdo P (0,02 mg/kg) e E50 (0,003 mg/kg) 30 minutos antes da administragcdo oral do etanol
(0,5 ml/200 g). Os resultados estdo expressos como média * erro padrdo das médias (n=6). A
comparacao entre os grupos foi realizada através da andlise de variancia (ANOVA) por uma
via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P < 0,05.

4.4. AVALIACAO DO EFEITO DAS FRACOES DA Casearia sylvestris SOBRE
OS NIVEIS DE MUCO E GSH GASTRICOS APOS LESAO INDUZIDA POR
ETANOL

A administracdo oral do etanol diminuiu os niveis de muco em 43% nos
animais tratados com o veiculo quando comparado ao grupo que néo foi lesado
(Naive: 1435 * 1745 pg de Alcian Blue/g de tecido). O tratamento
intraperitonial com as fracdes precipitado (P: 0,02 mg/kg) e eluido 50 (E5O:
0,003 mg/kg), em uma dose 10 vezes menor, em relacdo ao tratamento feito
pela via oral, ndo alterou a quantidade de muco quando comparado ao grupo

controle (C: 810,06 + 67,03 ug de Alcian Blue/g de tecido). Da mesma maneira,
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o omeprazol (40 mg/kg, v.0.), ndo alterou a quantidade de muco quando

comparado ao grupo controle (Fig. 6).
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Figura 6: Efeito do tratamento intraperitonial com fracdo P e E50 sobre os niveis de
muco gastrico apés lesGes agudas induzidas por etanol em ratas. Os animais foram
tratados com omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) 1 h antes da administracdo do etanol e os grupos
veiculo (C: agua — 1ml/kg, i.p., fracdo P - 0,02 mg/kg, i.p., € E50 - 0,003 mg/kg, i.p.) 30 minutos
antes da administracdo oral do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados foram expressos como
média + erro padrdo das médias (n=6). A comparacao entre os grupos foi realizada através da
andlise de variancia (ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do
grupo controle para P < 0,05.

O tratamento dos animais com etanol absoluto ndo foi capaz de depletar
os niveis de GSH presente na mucosa gastrica quando comparado ao grupo
naive, que nao recebeu etanol (Naive: 475,5 + 43,16 ug de GSH/g de tecido). O
tratamento via intraperitonial das fracdes precipitado (P: 0,02 mg/kg) e eluido
50 (E50: 0,003 mg/kg), em uma dose dez vezes menor néo evitou a deplecdo
do GSH quando comparado ao grupo controle (C: 445,8 + 50,83 pg de GSH/g
de tecido) e o controle positivo ndo restabeleceu os niveis de GSH (Fig. 7).
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Figura 7: Efeito do tratamento intraperitonial com fracdo P e E50 sobre os niveis de GSH
apo6s lesbes agudas induzidas por etanol em ratas. Os animais foram tratados com veiculo
(C: agua — 1ml/kg, i.p.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.), fracdo P (0,02 mg/kg) e E50 (0,003
mg/kg) 30 minutos antes da administracdo oral do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados foram
expressos como média + erro padrdo das médias (n=6). A comparagao entre os grupos foi
realizada através da analise de variancia (ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de

Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P < 0,05.

A administracdo oral do etanol diminui os niveis de muco em 64% nos
animais tratados com o veiculo quando comparado ao grupo que néo foi lesado
(Naive: 1435 £+ 174,5 pg de Alcian Blue/g de tecido). O tratamento oral da
fracdo eluido 50 (E50: 0,03 mg/kg) ndo alterou a quantidade de muco quando
comparado ao grupo controle (C: 510,3 + 32,81 pug de Alcian Blue/g de tecido).
Da mesma maneira, o omeprazol (40 mg/kg, v.0.), ndo alterou a quantidade de
muco quando comparado ao grupo controle. Entretanto, a fracdo precipitado
(P: 0,2 mg/kg) foi capaz de restabelecer os niveis de muco gastrico em até
76% (Fig. 8).
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Figura 8: Efeito do tratamento oral com fragdo P e E50 sobre os niveis de muco gastrico
ap6s lesbes agudas induzidas por etanol em ratas. Os animais foram tratados com veiculo
(C: 4gua — 1ml/kg, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.), fragdo P (0,2 mg/kg) e E50 (0,03
mg/kg) lhora antes da administracdo oral do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados estdo
expressos como média + erro padrao das médias (n=6). A comparacgdo entre os grupos foi
realizada através da analise de variancia (ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de

Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P < 0,05.

O tratamento dos animais com etanol absoluto depletou os niveis de
GSH presente na mucosa gastrica em até 36% comparado ao grupo naive, que
nao recebeu etanol (Naive: 4756 + 43,16 pg de GSH/g de tecido). O
tratamento das fracbes via oral precipitado (P: 0,2 mg/kg) e eluido 50 (E50:
0,03 mg/kg) ndo evitou a deplecdo do GSH quando comparado ao grupo
controle e o controle positivo, omeprazol (40 mg/kg, v.0.), ndo restabeleceu os
niveis de GSH (Fig. 9).
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Figura 9: Efeito do tratamento oral com fracdo P e E50 sobre os niveis de GSH apds
lesdes agudas induzidas por etanol em ratas. Os animais foram tratados com veiculo (C:
agua — 1ml/kg, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.), fragdo P (0,2 mg/kg) e E50 (0,03 mg/kg) 30
minutos antes da administracéo oral do etanol (0,5 ml/200 g). Os resultados estdo expressos
como média * erro padrdo das médias (n=6). A compara¢édo entre os grupos foi realizada
através da andlise de variancia (ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. *

Diferente do grupo controle para P < 0,05.

4.5. AVALIACAO DO EFEITO DA FRACAO ELUIDO 50 DA Casearia sylvestris
SOBRE A SECRECAO GASTRICA BASAL

A administracdo da fracdo eluido 50 (E50: 0,03 mg/kg), pela via
intraduodenal (i.d.), ndo alterou o volume e a acidez total da secrecdo &cida
gastrica secretada durante 4 horas, quando comparados ao grupo controle (C:
6,9 +- 0,6 ml e 0,050 +- 0,008 mEqQ[H+]/mlI, respectivamente). O omeprazol (40
mg/kg, v.0.), como controle positivo inibiu o volume gastrico em 40% (Fig. 10)
e a acidez total em 85% (Fig. 11).
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Figura 10: Efeito da fragdo E50 via intraduodenal sobre o volume gastrico basal em ratas
submetidas a ligadura do piloro. Os animais foram tratados com veiculo (C: agua — 1ml/kg,
i.d.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) e E50 (0,03 mg/kg i.d.), no momento (i.d.) ou 60 minutos
(v.0.) antes da ligadura pilérica. Os resultados foram expressos como média + erro padréo das
médias (n=6). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da andlise de variancia
(ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P <
0,05.
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Figura 11: Efeito da fracdo E50 via intraduodenal sobre a acidez géstrica basal em ratas
submetidas a ligadura do piloro. Os animais foram tratados com veiculo (C: agua — 1ml/kg,
i.d.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) e E50 (0,03 mg/kg i.d.), no momento (i.d.) ou 60 minutos
(v.0.) antes da ligadura pildrica. Os resultados foram expressos como média * erro padrao das
médias (n=6). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da andlise de variancia
(ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P <
0,05.
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4.6. AVALIACAO DO EFEITO CICATRIZANTE DA ERAQAO ELUIDO 50 DA
Casearia sylvestris EM ULCERAS GASTRICAS CRONICAS INDUZIDAS POR
ACIDO ACETICO

A administracéo oral da fracédo eluido 50 (0,003; 0,03 e 0,3 mg/kg), duas
vezes ao dia, durante sete dias reduziu a area da Ulcera gastrica induzida por
acido acético em 49, 66 e 80% respectivamente, quando comparado ao grupo
controle (C: 141 + 20,4 mm?2). O omeprazol (40 mg/kg, v.0.), controle positivo,
também reduziu o tamanho da ulcera em 78%, comparado ao grupo controle
(tratado com veiculo) (Fig. 12).
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Figura 12: Efeito da fracdo E50 sobre a Glcera géastrica cronica induzida por &cido acético
80% em ratas. Os animais foram tratados pela via oral com veiculo (C: 4gua — 1ml/kg)
omeprazol (O: 40 mg/kg) e E50 (0,003; 0,03 e 0,3 mg/kg) durante sete dias a partir do segundo
dia ap6s a inducao da Ulcera. Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das
médias (n=6). A comparacdo entre os grupos foi realizada através da andlise de variancia
(ANOVA) por uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. * Diferente do grupo controle para P <
0,05.
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E possivel observar histologicamente a extensa lesdo promovida pelo
acido acético, com as margens e base da Ulcera bem definidas, enquanto que
nos animais tratados oralmente com omeprazol (20 mg/kg) e E50 (0,003; 0,03
e 0,3 mg/kg) houve uma diminuicdo da area da ulcera quando comparados ao

grupo controle (Fig. 13).
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Figura 13: Analise macroscopica (painéis A, C, E, G e |) e microscoépica (painéis B, D, F,
H e J) das Ulceras gastricas cronicas induzidas por acido acético 80% em ratas. Os
animais foram tratados pela via oral com veiculo (C: 4gua — 0,1 mL/100g, painéis A e B),
omeprazol (O: 20 mg/kg, painéis C e D), E50 (0,003 mg/kg, painéis E e F; 0,03 mg/kg, painéis
G e H; 0,3 mg/kg, painéis | e J) duas vezes ao dia durante sete dias a partir do segundo dia
apos a inducao da Ulcera. M: margem da Ulcera; B: base da Ulcera
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5. DISCUSSAO

As Ulceras sdo doencas caracterizadas por lesdes ulcerosas agudas ou
cronicas que podem aparecer em qualquer porcdo do trato gastrointestinal
quando exposta a acao agressiva do suco acido-péptico. Estas doengas sao
geralmente associadas a danos causados na mucosa gastrica que por sua vez
atinge uma grande parcela da populacao, constituindo um agravo de mal estar
provocado por inUmeros fatores desencadeantes com sintomas ligados aos
reflexos organicos mais comuns como: dores estomacais, nauseas,
hemorragias, entre outras (CALAM e BARON, 2001).

Esse tipo de lesédo leva a necrose que acomete toda a superficie da
mucosa gastrica e possivelmente a camada muscular (HALTER et al., 1995;
VINAGRE, 2005). Sua prevaléncia é de 8 a 10% da populacdo dos paises
industrializados, sendo 11 a 20% homens e de 8 a 11% mulheres e que esta
diferenca na incidéncia desta patologia no sexo masculino possa ser devido a
estressante jornada de trabalho, habitos alimentares, uso continuo de café,
alcool e tabaco, os quais sao fatores predisponentes para reducdo da defesa
da mucosa gastrica (FERREIRA, 2005; VINAGRE, 2005).

O Brasil, com a grande biodiversidade que apresenta possui forte
vocagdo para o estudo de produtos naturais. Plantas, organismos marinhos,
terrestres e alguns microrganismos fornecem uma diversidade de compostos
bioativos (PINTO, 2008). Plantas medicinais com atividade antimicrobiana, anti-
inflamatoria e analgésica sdo comumente utilizadas pela populacdo, muitas
vezes apenas com a confiabilidade em conhecimentos provenientes da cultura
local de ancestrais, sem a devida comprovacao cientifica (BELIZARIO-SOUSA,
2009). Pesquisas estdo sendo cada vez mais realizadas na busca de
informacdes sobre as propriedades biologicas destas substancias encontradas
nos produtos naturais, a fim de aperfeicoar o tratamento de diversas doencas.
O estudo destas substancias de origem vegetal pode comprovar ou nao sua
eficacia e estabelecer doses e toxicidade de seus componentes, tornando o0s
assim préprios para serem utilizados como medicamento, estruturando a
fitoterapia (BRASIL, 2004).



36

Elucidado alguns fatores, pode se dizer que produto natural é um
composto quimico que possua sua producdo a partir de qualquer organismo
vivo encontrado na natureza, e apresentando algum tipo de atividade
farmacoldgica, pode ser utilizado como medicamento ou como modelo para
desenvolvimento de novas drogas (BORATO, 2014). Desta maneira é de
grande importancia apresentar alguns efeitos presentes nos extratos da
Casearia sylvestris, uma vez que sua utilizacdo € em grande escala de uso
popular na forma de infus@es, de suas folhas principalmente.

Comumente difundida nas Américas, a Casearia sylvestris € encontrada
principalmente em Cuba, Porto Rico, México, Brasil, Bolivia, Peru e Argentina
(LITTLE e WADSWORTH, 1964; INSTITUTO de BOTANICA DARWINION,
2002). No Brasil esta presente em todo territério desde o Amazonas até o Rio
Grande do Sul (TORRES e YAMAMOTO, 1986; HACK et. al., 2005).

Os compostos obtidos de plantas com atividade anti-ulcerogénica
apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de acao.
Dentre as principais classes de compostos relacionados a essa atividade tém-
se 0s terpenos, triterpenos, flavondides, alcaldides, glicosideos, saponinas e
polissacarideos (LEWIS e HANSON, 1991). Substancias com atividade
antiulcerogénica, obtidas a partir de plantas, podem exercer seus efeitos
através da formacdo de barreira protetora ou estimulando os fatores de
protecdo da mucosa gastrica, aumentando a sintese de prostaglandina (PG) ou
estimulando a secrecédo de muco e bicarbonato, ou ainda inibindo a secrecéo
acida (LEWIS e SHAW, 2001; BORRELL e 12ZO, 2000; BEIL et al., 1995).
Devido a esta diversidade de atividades e considerando a importancia da
investigacdo de novas terapéuticas destinadas a esta doenca, o objetivo deste
estudo foi a investigacao inicial do efeito protetor e cicatrizante do extrato bruto
e posteriores fracbes da Casearia sylvestris, além dos possiveis mecanismos
de acao envolvidos.

Recentes estudos tém demonstrado diversas propriedades
farmacoldgicas da Casearia sylvestris como atividade anti-inflamatoria,
antiofidica, antitumoral, e anti-ulcerogénica. Dentre os efeitos antiulcerogénicos
estdo, por exemplo, o do extrato etandlico de suas folhas proporcionando
protecdo em lesdes gastricas (FIALHO et. al, 2010).



37

Inicialmente foi testado o extrato bruto das folhas da Casearia sylvestris
em um modelo de Ulcera aguda, com lesdes induzidas por etanol absoluto via
oral. Este agente necrosante penetra rapidamente na mucosa géstrica, e por
uma acao fisico-quimica, consegue romper a barreira de muco e bicarbonato,
reduzindo a disponibilidade de grupos sulfidrilicos néo proteicos, e induz
diversas alteragdes na microcirculacdo provocando danos a mucosa gastrica
(SZABO et al., 1985; KALIA et al.,, 2000). Apesar de a lesdo causada pelo
etanol ndo represente total similaridade a lesdo humana, € um teste bem
utilizado para avaliar a possivel selecdo de moléculas com propriedades
antitlcera (TWARDOWSCHY, 2007). Primeiramente testamos doses de 1, 3 e
10 mg/kg com a intencao de fazer uma triagem de qual seria, possivelmente, a
melhor dose para a utilizacdo do extrato bruto. Porém estas doses nao
apresentavam efeito protetor e foi observado que quanto maior a dose utilizada
maior era a area de formacdo de lesdo. Pensando neste fator a dose para a
triagem foi diminuida em 0,3, 0,03 e 0,003 mg/kg. Com a utilizacdo destas
doses observamos um resultado significativo na diminuicdo da area de leséo,
demonstrando um efeito protetor, do extrato bruto, em doses baixas.

A partir deste resultado realizamos o célculo da DE50 que foi 1,027
mg/kg, porém como o resultado das les6es do extrato bruto se apresentou em
uma curva em U, onde a dose de 0,03 mg/kg demonstrou uma maior reducéo
de lesdo, decidimos continuar o estudo com esta dose de 0,03 mg/kg como a
melhor dose do extrato bruto.

Seguindo na investigacdo dos efeitos protetores, testamos quatro
fracGes provenientes do extrato bruto. Como citado anteriormente, utilizando o
HPSEC para avaliar os tamanhos e separacdo de moléculas, por exclusdo de
tamanho obteve se frac6es provenientes de dialises fechadas com membranas
de exclusdo de diferentes tamanhos, fazendo com o que fosse de menor
tamanho eluisse, ou seja, saisse da membrana, e o que tivesse massa
molecular maior ficasse retido, o que também deu o nome as amostras: eluido
e retido, seguido do nimero da membrana em kDa.

As fracOes testadas foram: Precipitado (P), Retido em membrana de 100
kDa (R100), Eluido em membrana de 50 kDa (E50) e Retido em membrana de
50 kDa (R50). O calculo das doses utilizadas para cada fracdo foi baseado no

rendimento (Fig. 2) que cada fracdo obteve a partir do extrato bruto, j& testado
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anteriormente, utilizando se de uma regra de propor¢cdo em porcentagens e
posteriormente aplicando na dose efetiva de cada fracdo. As doses utilizadas
para as fragées foram: P 0,2 mg/kg, R100 0,005 mg/kg, E50 0,03 mg/kg e R50
0,006 mg/kg.

Testando as quatro fracGes oralmente, para atividade gastroprotetora em
lesbes gastricas agudas, obteve se como significativa a reducdo de area de
lesdo para os animais tratados com a fragéo P (0,2mg/kg) e E50 (0,03mg/kg),
porém as fracdes que foram retidas, tanto na membrana de 100 como na
membrana de 50 kDa ndo apresentaram reducdo na lesdo. E importante
lembrar que no modelo de inducdo de lesBes gastricas agudas, a protecdo
pode ocorrer devido a uma acdo mecanica, pela formacdo de uma barreira
fisica, pelo extrato ou fracdo, impedindo que o etanol agrida a mucosa do
estbmago (TWARDOWSCHY, 2007). De maneira interessante, quando
tratados via intraperitonial, ocorreu do mesmo modo, reducdo significativa de
lesGes, confirmando uma atividade gastroprotetora e possivelmente ndo sendo
justificada unicamente por uma barreira fisica protetora, abrindo assim o
guestionamento para o modo de atuacdo das possiveis moléculas envolvidas
nesta gastroprotecdo. Assim avaliamos os niveis de muco e GSH gastricos
presentes no tratamento destas fragcbes P e E50 com o melhor resultado
gastroprotetor.

A barreira muco-bicarbonato constitui a primeira linha de defesa da
mucosa gastrica contra agentes agressores de qualquer natureza (KONTUREK
et al., 2006). O muco, secretado pelas células epiteliais de superficie, forma
uma barreira protetora mantendo um pH préximo da neutralidade, respondendo
a agentes nocivos de maneira dinamica (ALLEN, 2005). A glutationa reduzida
(GSH) é um antioxidante enddgeno essencial, encontrado em todos tecidos de
mamiferos, principalmente no figado. Dentre suas fungbes destaca-se a
capacidade de eliminar espécies reativas de oxigénio e também prevenir a
formacdo dos mesmos (KUMAR DAS et al., 2007).

Os dados obtidos demonstram que a gastroprotecdo promovida pelas
fragcdes P (0,2 mg/kg) e E50 (0,03 mg/kg) quando administradas oralmente nao
estdo associadas aos principais fatores de protecdo da mucosa gastrica, a
GSH e 0 muco, pois seus valores néo séo significativos quando comparados ao

grupo controle. Porém quando o tratamento foi realizado via intraperitonial a
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fracdo P (0,02 mg/kg) foi capaz de reestabelecer os niveis de muco gastrico
guando comparado ao grupo controle.

Uma vez que decidimos priorizar o estudo na busca de compostos mais
purificados, seguimos os procedimentos utilizando apenas a fracao eluido 50,
visto que a fracdo Precipitado foi a primeira na etapa de elui¢cdes logo apos o
extrato bruto, observou se, através de HPSEC que esta possui um perfil
altamente heterogéneo, ou seja, possui mais de um grupo de moléculas em
sua composicao, ndo sendo de interesse atual para o grupo de pesquisa.

Seguindo na investigacdo dos possiveis mecanismos de acao da fracédo
E50, avaliamos a capacidade da mesma em diminuir parametros agressores da
mucosa gastrica. A secrecdo acida € o principal fator endégeno que junto a
acdo da pepsina, enzima ativada em meio acido pela conversdo do
pepsinogénio, pode contribuir para o agravamento ou surgimento de lesfes
gastricas (MAITY et al., 2003). Atualmente as drogas mais utilizadas no
tratamento de Ulceras sdo antisecretoras &cida como o0s antagonistas de
receptores H2 (cimetidina) e os inibidores da bomba de prétons (omeprazol)
(GILL et al., 2011). Nossos resultados confirmaram a ag&o antisecretora do
omeprazol, medicamento classico no tratamento de Ulceras, inibidor da bomba
de protons, mas demonstraram que a fracdo E50 quando administrada via
intraduodenal em animais com hipersecrecao induzida por ligadura do piloro,
nao foi capaz de alterar tanto o volume, quanto a acidez total gastrica.
Entretanto, um estudo realizado por Esteves et al. (2005) demonstra que houve
diminuicio do volume gastrico sem existir alteragbes fisiolégicas na
concentracdo de H*, porém o autor utilizou dleos essenciais da Casearia
sylvestris mas, enfatizou que assim como o extrato bruto, os 6leos essenciais,
possuem propriedades anti-Ulcerogénicas, de uma maneira anti-secretora.

Por apresentar efeitos positivos e uma importante atividade
gastroprotetora no modelo de lesdes gastricas agudas, tanto no extrato bruto,
como nas fragbes utilizadas em baixas doses, decidimos avaliar o efeito da
fracdo E50 na cicatrizacdo de Ulcera cronica induzida por acido acético. Modelo
animal que mais se assemelha a Ulcera humana (OKABE et al., 2012) .

Quando o acido acético entra em contato com a mucosa gastrica ele
induz a ulcera que se inicia com uma lesdo vascular e necrose isquémica

(OKABE et al., 2005). Além disso, ao entrar em contato com o estdbmago inicia
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uma cascata de mecanismos destrutivos, com alteracbes nos niveis de
prostaglandinas, fatores de crescimento, Oxido nitrico, citocinas, muco,
aumento de espécies reativas de oxigénio (KOBAYASHI et al., 2001; NAKAO
et al., 2014). Uma vez formada esta lesdo, iniciam-se 0s processos de
cicatrizacdo, que envolvem a reepitelizacdo, reparacdo do tecido lesionado
pela formacédo de tecido de granulacdo e reconstrucdo da barreira mucosa
(TARNAWSKI e AHLUWALIA, 2012). Os dados obtidos demonstraram que o
tratamento com a fracdo E50 duas vezes ao dia, por sete dias consecutivos,
diminui significativamente a extensdo da lesdo induzida por acido acético,
comprovando uma aceleragdo no processo de cicatrizacdo. Para esta
avaliacao utilizamos trés doses da mesma fracao: dose padrao 0,03mg/kg, uma
dose dez vezes menor 0,003 mg/kg e uma dose dez vezes maior 0,3 mg/kg.
Para todas as doses avaliadas obtivemos alto efeito cicatrizante. Através da
analise histolégica observamos a diferenca entre margem e base da Ulcera nos
diferentes tratamentos. O grupo controle apresentou uma area extensa da base
da ulcera quando comparada aos tratamentos, que possuem as margens mais
unidas, indicando um processo de cicatrizacao.

Agregadamente, os resultados certificam que tanto o extrato bruto,
quanto fracdes isoladas, especialmente eluido 50, da Casearia sylvestris
possuem efeito gastroprotetor e cicatrizante gastrico relevante, comprovando
potencial para se tornar uma opc¢ao terapéutica para o tratamento da Ulcera

gastrica.
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6. CONCLUSAO

Véarias pesquisas tém destacado o valor medicinal de extratos e
substancias isoladas de Casearia sylvestris, ressaltando um arsenal
farmacoldgico digno a esta planta, trazendo evidéncias para seu uso popular
no mundo inteiro e incentivando novas pesquisas com a finalidade de encontrar
novas moléculas bioativas e aprimorar 0s conhecimentos sobre suas
bioatividades.

Com nossos resultados podemos concluir que tanto o extrato bruto como
a fracdo eluida em membrana de 50 kDa, proveniente do mesmo, foram
capazes de apresentar gastroprotecdo quando submetidos a modelos de
lesbes gastricas agudas. O mecanismo de acdo destes extratos ainda ndo é
completamente elucidado, porém vale ressaltar a importancia da pesquisa
destes produtos naturais, uma vez que como a fracdo E50 utilizada foi capaz
de acelerar o processo de cicatrizacdo em doses consideravelmente baixas em
um modelo de les&o cronica.

Estudos ainda estdo em andamento para se obter a composicao
polissacaridica da fracdo E50, visto que seus resultados sdo promissores no

tratamento de lesGes agudas e crbnicas gastricas.
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