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Prélogo

O projeto de doutorado possibilitou a formagao especifica em farmacologia,

com os estudos direcionados na atividade farmacoldgica de produtos naturais, sendo o

objeto alvo dos estudos a colite experimental e a Ulcera péptica. Durante a execucao

do projeto de doutorado, varias outras atividades foram realizadas, no intuito de

enriquecer minha formagao profissional.

Atividades realizadas durante o meu doutoramento no Programa de Pés-

Graduacdo em Ciéncias Bioldgicas area de concentra¢ao Farmacologia.

1. Disciplinas Cursadas

2° semestre de 2008:

Empreendedorismo- Prof. Dr (a). Claudia Helena Pellizzon, 4 créditos.
Tépicos de atualizacdo de Ciéncias — Prof.Dr. Ciro Moraes Barros, 1

crédito.

1° semestre de 2009:

Tépicos de atualizacdo de Ciéncias — Prof. Dr. Ciro Moraes Barros, 1
crédito.

Parametros de sensibilidade a Drogas: Modelos experimentais- Prof.Dr.
Oduvaldo Camara Marques Pereira, 4 créditos.

Neurofarmacologia e Comportamento- Prof. Dr (a) Mirtes Costa, 3

créditos.

2° semestre de 2009:

Topicos de atualizacdo de Ciéncias — Prof. Dr.Ciro Moraes Barros, 1

crédito.

1° semestre de 2010:

Toépicos de atualizacdo de Ciéncias — Prof. Dr. Ciro Moraes Barros, 1
crédito.

Topicos Especiais em Farmacologia - Farmacologia de plantas
medicinais com atividade antinociceptiva (analgésica) e/ou

antiinflamatdria Prof. Dr. Adair Roberto Soares dos Santos, 2 créditos.



* Metologia e redacgao cientifica- Prof. Dr. Gilson Volpato, 4 créditos.

2. Estagio docéncia

* Realizado no primeiro semestre de 2009, na disciplina de toxicologia
para a turma de Biomedicina.
* Realizado no segundo semestre de 2010, na disciplina de farmacologia

para a turma de Biologia.

3. Participacao em eventos Cientificos

e 3.1. Participacdao do XX Simpdsio de Plantas Medicinais do Brasil e X
International Congresso of Ethnopharmacology, realizado no centro de
convengoes Frei Caneca, de 16 a 19 de setembro de 2008 em Sao Paulo,
SP, Brasil. Carga hordria 24h.

e 3.2. Participacdo do mini-curso “Produtos naturais e doencgas do trato
gastrointestinal” no XX Simpésio de Plantas Medicinais do Brasil e X
International Congresso of Ethnopharmacology, realizado no centro de
convengdes Frei Caneca, de 16 a 19 de setembro de 2008 em Sao Paulo,
SP, Brasil. Carga horaria 3h.

e 3.3, Palestra assistida: Analise de expressdo génica e mutagdo pontual
por PCR em Tempo Real (23 de agosto de 2010);

e 3.4. Palestra assistida: Pirosequenciamento (23 de agosto de 2010);

e 3.5, Palestra assistida: Webportal de busca e informacdo de genes e vias
metabdlicas, Extracdo automatizada de DNA, RNA e proteinas (23 de
agosto de 2010);

e 3.6. VI Encontro de Pés-graduagao da faculdade de Medicina de
Botucatu (1 a 3 de setembro de 2010);

e 3.7.1curso de Acupuntura Tedrico-Pratico com duracdo de 12 horas (11
e 12 de setembro de 2010);

e 3.8. Curso de preparo e andlise de amostras Bioldgicas para Microscopia

eletrénica, com duracdo de 8 horas (1 de setembro de 2010);
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* 3.9. 1l curso de Atualizagdo em pesquisa clinica (23 a 24 de setembro de
2010)

e 3.10. Participagao do | Simpdsio de Farmacologia da UNESP de 03 a 04
de Junho de 2011.

4. Trabalhos apresentados em Congresso

e 4.1. Paepalantine synergistic effect on sulfasalazine intestinal anti-
inflammatory activity in the trinitrobenzenesulphonic acid model of rat
colitis. Rodrigues-Orsi P, Cestari SH, Witaicenis A, Luchini AC, Seito LN,
Di Stasi LC. XX Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em
Sao Paulo- SP nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

e 4.2. Intestinal anti-inflammatory activity of Dafnetin (7,8
dihydroxycoumarin) on acute and chronic experimental rat colitis
model. Rodrigues-Orsi P, Luchini AC, Cestari SH, Seito LN, Witaicenis A,
Di Stasi LC. XX Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em
Sao Paulo- SP nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

* 4.3. Intestinal anti-inflammatory activity of coumarin and 4-
hydroxycoumarin on acute and chronic experimental rat colitis model.
Luchini AC, Rodrigues-Orsi P, Cestari SH, Seito LN, Witaicenis A, Di Stasi
LC. XX Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em S3do Paulo-
SP nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

e 4.4, Synergic effects of the coumarin and 4-hydroxycoumarins on
intestinal  anti-inflammatory activity of sulfasalazine in the
trinitrobenzesulphonic acid (TNBS) rat colitis model. Luchini AC,
Rodrigues-Orsi P, Cestari SH, Seito LN, Witaicenis A, Di Stasi LC. XX
Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em S3o Paulo- SP
nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

e 4.5, Protective effects of scoparone (6,7-dimethoycoumarin) in acute
and chronic experimental models of rat coltis. Witaicenis A, Cestari SH,

Rodrigues-Orsi P, Luchini AC, Seito LN, Di Stasi LC. XX Simpdsio
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Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em Sdo Paulo- SP nos dias 16
a 19 de setembro de 2008.

4.6. Synergic effects os esculetin, 4-methyesculetin sulfasalazine and
prednisolone in trinitrobenzesulphonic acid model of rat colitis.
Witaicenis A, Cestari SH, Rodrigues-Orsi P, Luchini AC, Seito LN, Di Stasi
LC. XX Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais realizado em S3do Paulo-
SP nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

4.7. Preventative effects of natural coumarins fraxetin, scopoletin,
esculin and 4-methyl-umbelliferone on trinitrobenzesulphonic acid rat
colitis model. Seito LN, Witaicenis A, Luchini AC, Rodrigues-Orsi P,
Cestari SH, Di Stasi LC. XX Simpdsio Brasileiro de Plantas Medicinais
realizado em S3o Paulo- SP nos dias 16 a 19 de setembro de 2008.

4.8. Synergic effect of the coumarin on intestinal anti-inflammatory
activity of sulfasalazine. Luchini AC, Cestari SH, Rodrigues-Orsi P, Seito
L.N, Witaicenis A, Di Stasi L. 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e
Terapéutica Experimental realizado em S3o Paulo- SP nos dias 16 a 19
de Outubro de 2008.

4.9. Synergic effect of the coumarin on intestinal anti-inflammatory
activity of sulfasalazine. Luchini AC, Cestari SH, Rodrigues-Orsi P, Seito
L.N, Witaicenis A, Di Stasi L. 40° Congresso Brasileiro de Farmacologia e
Terapéutica Experimental. Realizado em Aguas de Linddia-SP, de 16 a
19 de Outubro de 2008.

4.10. A comparative study of esculetin, 4-methyl-esculetin, prednisolone
and sulfasalazine in acute model of rats colitis. Witaicenis, A.; Seito,
L.N.; Orsi, P.R.; Luchini, A.C.; Justulin Jr, L.A.; Felisbino, S.; Di Stasi, L.C.
Apresentado no 22 Congresso Iberoamericano de Fitoterapia, de 8 a 10
de Outubro de 2009, em Lisboa, Portugal.

4.11. Preventive efects of Hymenaea stigocarpa Mart. on rat colitis
induced by trinitrobenzenosulphonic acid” Rodrigues-Orsi, P, Seito, L.N,
Di Stasi, L.C, apresentado no V simpdsio Iberoamericano de Plantas
Medicinais, realizado em Itajai —SC nos dias 18, 19 e 20 de outubro de
2010.
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* 4.12. Avaliagdao dos efeitos preventivos e curativos de Hymenaea
stigonocarpa Mart na atividade antiulcerogéncia e na colite

III

experimental” no | Simpdsio de Farmacologia da UNESP, realizado em
Botucatu nos dias 03 a 04 de Junho de 2011.

e 4.13. Chemical fingerprint and determination of the major constituents
of Hymenaea stigonocarpa barks and fruits. Severi JA, Orsi PR, Vilegas
W, Di Stasi LC, apresentado no VIII Simpdsio Brasileiro de

Farmacognosia e | International Symposium of Pharmacognosy,

realizado em Ilhéus—BA nos dias 18 a 22 de abril de 2012.

5. Trabalho Submetido para publicagdo
e 5.1. Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne: A Brazilian medicinal plant
with gastric and duodenal anti-ulcer and antidiarrheal effects in

experimental rodent models.
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Lista de Abreviaturas

AGCC= acidos graxos de cadeia curta

ALT= alanina aminotransferase

ANOVA = analise de variancia

5-ASA= 5-aminosalicilico

AST= aspartato aminotransferase

AZA= azatioprina

CAT= catalase

CEso = Concentracao Eficiente de 50%

COX-2= ciclooxigenase 2

DAINEs= drogas antiinflamatdrias ndao-esteroidais

DC= Doenca de Crohn

DFHs= dieta com a polpa do fruto de Hymenaea stigonocarpa
Dll= Doenga inflamatdria intestinal

DTNB= acido ditiobisnitrobenzéico

EMHs= extrato metandlico da casca do caule de Hymenaea stigonocarpa
eNOS= oxido nitrico sintase endotelial

FA= fosfatase alcalina

FI= fibras insoluveis

FS= fibras soluveis

GPx= glutationa peroxidase

GSH= glutationa reduzida

GSSG= glutationa oxidada

H*, K" -ATPase= bomba protdnica de hidrogénio e potéssio
H2 = receptor histaminico do tipo 2

IBP=inibidores da bomba de prétons

IC 5o=concentracdo inibitdria de 50%

IFN- gama= Intérferon gama

i-NOS = 6xido nitrico sintase induzivel

MDA= malonildialdeido

6-MP= 6-mercaptopurina
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MPO= mieloperoxidase

NF-kB= fator de necrose tumoral kappa B

nNOS= 6xido nitrico sintase neuronal
NO = 6xido nitrico

NOS = éxido nitrico sintase

PGE2 = prostaglandina E2

PGs = prostaglandinas

RCU= Retocolite Ulcerativa

SH= grupamentos sulfidrilicos

SOD= superoxido dismutase

TBA= 3acido tiobarbiturico
Thl=T-helper 1

Th2=T-helper 2

6-TG= 6-tioguanina

TNBS = acido trinitrobenzenosulfénico
TNF-a= fator de necrose tumoral alfa

y-GT= gama glutamiltransferase
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Resumo
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae), € uma espécie vegetal do Cerrado
Brasileiro conhecida popularmente como jatoba-do-cerrado. A casca do caule e o fruto
de H. stigonocarpa sdo usados na medicina popular brasileira para o tratamento de
Ulceras, diarréia e como antiinflamatério. A terapéutica atualmente disponivel para o
tratamento da doenca inflamatéria intestinal e Ulcera péptica apresenta-se como
sintomatico e paliativo, além de possuir sérios efeitos adversos. Com base nestas
informacdes, o objetivo do presente trabalho foi investigar os efeitos do extrato
metandlico da casca do caule e a dieta enriquecida com a farinha da polpa do fruto de
H. stigonocarpa (EMHs e DFHs) no modelo experimental de doenca inflamatoria
intestinal, acdo antidiarréica e antiulcerogénica. O estudo incluiu (a) preparacdo do
EMHs e da DFHs; (b) avaliacdo do perfil fitoquimico do EMHs e da polpa do fruto; (c)
avaliacdo do EMHs e da DFHs no processo inflamatdrio intestinal induzido por acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos; (d) Avaliar os efeitos do EMHs e da DFHs
sobre os parametros clinicos, macroscépicos e bioquimicos envolvidos no processo
inflamatadrio col6nico; (e) Investigar a acdo antidiarréica do EMHs em camundongos e
seus efeitos gastroprotetores, anti-secretério e cicatrizante no estdmago e no
duodeno de ratos; (f) Investigar o efeito do EMHs na motilidade intestinal em
camundongos; (g) Investigar a acdo cicatrizante da DFHs na ulcera gastrica e duodenal
em ratos; (h) Avaliar os efeitos do EMHs e da DFHs na lesdo géstrica e duodenal sobre
os parametros toxicoldgicos, macroscdpicos e bioquimicos. No modelo de colite
experimental aguda induzida por TNBS o pré-tratamento com o EMHs na dose de 200
mg/Kg e a DFHs (10%) promoveram manutengdo nos niveis de glutationa (GSH). A
DFHs (10%) mostrou efeitos protetores nas lesGes col6nicas induzidas pelo TNBS,
reduzindo a atividade da mieloperoxidase (MPO) e o conteido de malonildialdeido
(MDA). Entretanto, a atividade da fosfatase alcalina (FA) ndo foi influenciada pelo
EMHs ou pela DFHs. O EMHs (200 mg/Kg) mostrou efeito antidiarréico e foi capaz de
proteger a mucosa gastrica dos prejuizos do etanol absoluto (68%) e dos efeitos
danosos provocados pela droga antiinflamatéria ndo-esteroidal (DAINE) (86%),
comparados ao grupo controle (veiculo), estes resultados foram acompanhados pela
restauracdo dos niveis do contelido GSH e também por reduzir os niveis aumentados

da MPO. O EMHs (200 mg/Kg) protegeu a mucosa duodenal das injurias causadas pela
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cisteamina (98%) e da ulceracdo na mucosa gastrica induzida por isquemia e
reperfusdo (I/R) (80%) quando comparado ao grupo controle (veiculo), estes
resultados foram acompanhados pela restauracdo dos niveis do conteddo GSH. O
oxido nitrico (NO) parece estar envolvido no efeito gastroprotetor do EMHs. O efeito
cicatrizante na mucosa gastrica foi visto apds 7 dias (EMHs- 53%) ou 14 dias (EMHs- 60
% e a DFHS- 61%) de tratamento. O tratamento com a DFHs por 7 dias demonstrou
significante efeito cicatrizante no duodeno (71%). Os tratamentos com EMHs ou DFHs
por 14 dias ndo apresentaram qualquer sinal de toxicidade. Tanto o EMHs quanto a
polpa do fruto mostraram atividade antioxidante in vitro. Compostos fendlicos,
flavondides, taninos e terpenos foram detectados na casca do caule e na polpa do
fruto, enquanto saponinas foram detectadas somente na casca do caule. A DFHs (10%)
apresentou atividade antiinflamatdria no modelo de colite induzido por TNBS. O EMHs
(200 mg/Kg) apresentou ac¢bes antidiarréica, gastroprotetora e cicatrizante e a DFHs
(10%) apresentou acdo cicatrizante. Estes efeitos preventivos e protetores observados
na colite experimental e na atividade antiulcerogénica podem estar associados a acdo
antioxidante da planta, pois esta espécie apresenta taninos e flavondides na casca do
caule e no fruto. Em adicdo o efeito protetor da DFHs pode também estar relacionada

a presenca de fibras da dieta.

Palavras chaves: Hymenaea stigonocarpa, Doenga Inflamatdria intestinal,

Ulcera péptica, antioxidante, compostos fendlicos, fibra alimentar
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Abstract
Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae) is a species found in the Brazilian
savannah popularly known as Jatoba-do-cerrado. The stem bark and fruit of H.
stigonocarpa are used in Brazilian folk medicine as antiinflammatory to treat ulcers
and diarrhoea. The currently used therapy for the inflammatory bowel disease and
peptic ulcer treatment has serious adverse effects and it is palliative and symptomatic.
Based on this, the aim of this study was to investigate the effects of the methanol
extract of stem bark and diet enriched with flour from the pulp of the fruit of H.
stigonocarpa (EMHs and DFHs) in an experimental model of inflammatory bowel
disease, antidiarrhoeal and anti-ulcer action. The study included (a) preparation of
EMHs and DFHs; (b) evaluation of phytochemical profile of stem bark and fruits; (c)
evaluation of stem bark extract and fruit pulp diet efficacy in TNBS-induced rat colitis;
(d) macroscopic, clinical, biochemical studies to assess the healing effects; (e)
investigate the action of antidiarrheal EMHs in mice and its effects gastroprotetores,
antisecretory and healing in the stomach and duodenum of rats; (f) investigate the
effect of EMHSs on intestinal motility in mice;(g) investigate the healing action of DFHs
in gastric and duodenal ulcer in rats;(h) evaluate the effects of EMHs and DFHs in
gastric and duodenal lesions on the toxicological, macroscopic and biochemical
parameters. In the colitis experimental model, TNBS-induced acute pretreatment with
200 mg / Kg of EMHs and DFHs (10%) promoted maintenance levels of glutathione
(GSH). The DFHs (10%) showed a protective effect in the TNBS-induced colonic
damage, reducing the activity of myeloperoxidase (MPO) and the content of
malondialdehyde (MDA). However, alkaline phosphatase (AP) activity was not
influenced by EMHs or DFHs. The EMHs (200 mg/Kg) has an antidiarrheal effect and
were able to protect gastric mucosa against absolute ethanol (68% protection) and
also against the injurious effect of NSAIDs (86% protection) when compared to the
group treated with vehicle. These results were accompanied by the prevention of GSH
depletion and an inhibition of MPO activity when compared to animals treated with
vehicle. EMHs markedly protected duodenal mucosa against injuries caused by
cysteamine (98%) and also against I/R induced gastric ulceration (80%) when
compared to the group treated with vehicle, these results were accompanied by the

prevention of GSH depletion. NO appeared to be involved in this gastroprotective
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effect. The healing effect was seen in the gastric mucosa treatment after 7 days (MHs —
53%) and 14 days (MHs — 60% andDFHs— 61%). Treatment with DFHs for 7 days
demonstrates a significant duodenal healing effect (71%). Treatments with EMHs or
DFHs for 14 days showed no signs of toxicity. The EMHs and fruit pulp showed
antioxidant activity in vitro. Phenolic compounds, flavonoids, tannins and terpenes
were detected in stem bark and fruit, while saponin was only detected in stem bark.
The DFHs (10%) had anti-inflammatory activity in the model of colitis induced by TNBS.
The EMHs (200 mg / Kg) showed antidiarrhoeal, gastroprotective and cicatrising effects
and the DFHs showed healing effects. These preventive and protective effects
observed in experimental colitis and antiulcerogenic activity may be associated with
the plant antioxidant action, because this species has the tannins and flavonoids in
stem bark and fruit. In addition to the protective effect of DFHs may also be related to

the presence of dietary fiber.

Keywords: Hymenaea stigonocarpa, inflammatory bowel disease, peptic ulcer,

antioxidant, phenolics, dietary fiber.
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l. Introdugdo

A procura por compostos bioativos de plantas medicinais permanece, na
atualidade, como uma importante estratégia para a descoberta de novos
medicamentos, justificando assim os numerosos estudos multidisciplinares existentes
neste ramo da terapéutica.

As plantas sintetizam metabdlitos secundarios com funcdes principalmente de
defesa ou atracdo, os quais podem protegé-las de fungos, viroses, insetos e demais
predadores (Nahrstedt, 1989; Harbone, 1990), ou ajuda-las na reproducdo atraindo
polinizadores. Os metabdlitos secundarios variam amplamente em sua distribuicdo
entre as espécies de plantas. Centenas de metabdlitos secundarios tém sido isolados
de plantas e suas estruturas quimicas elucidadas (Rhodes, 1994). Os metabdlitos
secundarios, por serem fatores de interacdo entre organismos, freqlientemente
apresentam atividades bioldgicas e do ponto de vista farmacéutico, o maior interesse
deriva principalmente do grande numero destas substancias que apresentam
atividades farmacoldgicas (Santos, 2010).

InformagBes do conhecimento tradicional de grupos étnicos sobre plantas
medicinais e seus usos desempenham papel vital na descoberta de novos produtos
como agentes terapéuticos (Almeida et al., 2001). Pesquisas confirmam a eficacia de
varias plantas medicinais no tratamento de doencas gastrintestinais, sendo que suas
propriedades terapéuticas sdo atribuidas a diferentes compostos como alcaléides,
flavondides (Mota et al., 2009) cumarinas (Luchini et al., 2008; Witaicenis et al., 2010;
Witaicenis et al., 2012), terpendides e taninos (Vasconcelos et al., 2010).

De acordo com dados etnofarmacoldgicos, as cascas e frutos de Hymenaea
stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae), espécie vegetal da Cerrado Brasileiro
conhecida popularmente como “jatoba-do-cerrado”, sdo usados na medicina popular
brasileira para o tratamento de Ulceras, diarréia e como anti-inflamatério (Grandi et
al., 1989).

Estudos fitoquimicos de diferentes partes de espécies Hymenaea tém
demonstrado a presenca de sesquiterpenos (Langenhein & Hall, 1983; Aguiar et al.,
2010), acidos graxos (Matuda & Netto, 2005), diterpenos (Khoo et al., 1973.;

Cunningham et al., 1973; Cunningham et al., 1974; Marsaioli et al., 1975; Nogueira et
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al., 2001; Abdel-Kader et al., 2002) e oligossacarideos (Lima et al., 1995). Além disso, o
fruto é rico em fibras (Chang et al., 1998) e alguns estudos tém relatado os efeitos
clinicos de fibra alimentar como ferramentas terapéuticas para as doencas
inflamatdrias intestinais (Hond, et al., 1998; Breuer et al., 1991).

Até o presente momento nenhuma pesquisa foi realizada sobre o perfil
fitoquimico do fruto, bem como da casca do caule de Hymenaea stigonocarpa. Além
disso, apesar das indicagbes etnofarmacoldgicas desta espécie, ndo ha nenhuma
evidéncia farmacoldgica dos seus efeitos no trato gastrointestinal. Dessa forma é de
fundamental importancia investigar o perfil quimico e farmacoldgico desta espécie.
Sendo assim, explorar novos compostos na protecdo do trato gastrintestinal,
provenientes de plantas medicinais, é importante, pois a maioria das drogas sintéticas
disponiveis no mercado para tratar uUlcera péptica e a doenga inflamatodria intestinal

produz vérios efeitos indesejaveis, quando usadas a longo prazo.

1. Doenga Inflamatdria Intestinal

A doenca inflamatdria intestinal (DIl) engloba duas doencas distintas: a
Doenca de Crohn (DC) e a Retocolite Ulcerativa (RCU). Ambas caracterizam-se por uma
inflamagdo cronica do intestino, com periodos de exacerbagao seguidos de intervalos
prolongados de remissdo dos sintomas (Gitnick, 1996), sendo marcadas pela ulceracdo
e infiltragdo de neutrofilos na mucosa, desconforto ou dor abdominal com habitos
intestinais alterados, tais como diarréia e constipacdo (Singh et al., 2003).

As caracteristicas e distribuicido do processo inflamatdrio intestinal sdo
distintas. A DC pode afetar todo o segmento do trato digestério da boca até o anus.
Uma importante caracteristica da DC é que a inflamacdo pode envolver todas as
camadas da parede do intestino. Na fase aguda da doenga ocorre edema, mas, a longo
prazo, podem ocorrer fibrose e estreitamento do limen intestinal (estenoses), com
obstrugao do intestino. A RCU é uma doenga que se restringe ao célon, a inflamagao é
superficial e raramente extende-se além da muscular da mucosa da parede do
intestino (Reid & Carey, 2011).

Dados epidemioldgicos confirmam que a DIl afeta aproximadamente 1 a 2
em cada 1000 pessoas nos paises desenvolvidos (Blumberg et al., 2011). A prevaléncia

da RCU e DC em individuos no Norte da Dinamarca é de 294 e 151 casos para cada
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100.000 habitantes, respectivamente (Jacobsen et al., 2006). No Brasil, sdo escassos os
estudos relatando a incidéncia e prevaléncia das doencas inflamatdrias intestinais,
devido a existéncia de problemas nos sistemas de informag¢ao da drea de saude.
Porém, um estudo epidemiolégico realizado no hospital da Universidade Estadual
Paulista- Campus de Botucatu-SP, o qual atende predominantemente pacientes da
regido centro-oeste paulista, demonstrou que a taxa da incidéncia foi de 4,48 e 3,50
casos para a RCU e DC para cada 100.000 habitantes, respectivamente. As prevaléncias
atingiram os valores de 14,81 e 5,65 casos para a RCU e DC para cada 100.000
habitantes, respectivamente (Victoria et al., 2009). A incidéncia dessas doencas
inflamatdrias intestinais nessa regido é baixa e de acordo com os autores a crescente
prevaléncia justifica politicas de salde para as suas abordagens.

A idade em que mais se observa a ocorréncia da DC é entre 20 a 30 anos, ja na
RCU a ocorréncia desta doenga é maior entre 30 a 40 anos (Cosnes et al., 2011). As
doencas inflamatdrias intestinais ndo ocorrem em igual proporcdo entre os sexos,
sendo a RCU mais freqiente em homens (60%), enquanto a DC afeta com maior
freqiiéncia as mulheres 20% a 30% (Cosnes et al., 2011).

A etiologia das doencgas inflamatdrias intestinais ainda ndo foi totalmente
elucidada; no entanto, sabe-se que interacdes entre os fatores genéticos, ambientais e
uma desregulacdo do sistema imune refletem em seu desenvolvimento (Mayer, 2010).
Trata-se, portanto, de uma doenca multifatorial e varios fatores podem ser ressaltados
como, por exemplo, a alteracdo na fungdo epitelial e na microbiota intestinal (Su et al.,
20009).

Varias observacgdes clinicas sugerem que fatores genéticos contribuem para a
susceptibilidade a DIl. A ocorréncia da DIl entre parentes de primeiro grau é bem
conhecida. Os familiares em primeiro grau de individuos afetados tém risco de 13 a 36
e 7 a 17 vezes, de desenvolver DC e RCU, respectivamente, quando comparados com a
populacdo em geral (Vermeire et al., 2008).

As evidéncias mais recentes de que a predisposicio genética
€ importante no tratamento da DIl s3o fornecidos pelo sucesso nos
estudos de genética molecular. A identificacdo bem sucedida de uma
série de novos genes envolvidos na suscetibilidade na DIl sdo evidéncias claramente

convincentes de que fatores genéticos estdo envolvidos na doenga (Satsangi, 2008).
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Estudos associados ao genoma tém identificado aproximadamente 100 /oci que
estdo associados com a DIl. Estes loci estdo envolvidos com uma diversidade de genes
e mecanismos fisiopatoldgicos incluindo reconhecimento microbiano, ativagao de
linfdcitos, sinalizacdo de citocinas e defesa do epitélio intestinal (Cho & Brant, 2011).
Embora a DC e RCU estejam associadas com regides gendmicas envolvidas com estas
doencas, ha evidéncias para distintos genes envolvidos na DC e na RCU. A DC esta
predominantemente associada ao gene NOD2 e aos genes que regulam a autofagia
como, por exemplo, ATG16L1, IRGM e LRRK2 (Cho & Brant, 2011). NOD2 é expresso
em mondcitos e ativa o NF-kB (fator de necrose tumoral kappa B), o qual é o fator
transcricional envolvido com o inicio das respostas inflamatdrias (Van Heel et al., 2001;
Mahida et al., 2001). Na RCU, ha uma predominante associagdo com o cromossomo
6p21, uma regiao do complexo principal de histocompatibilidade. A RCU também esta
predominantemente associada com loci nos cromossomos que se relacionam a genes
da funcdo de defesa epitelial intestinal (Cho & Brant, 2011).

Os fatores ambientais desempenham um importante papel no
desenvolvimento da DIl, como o tabagismo, dieta, estresse, microrganismos entre
outros (Danese et al., 2004). Dados na literatura demonstram que o cigarro protege
contra a RCU embora aumente o risco de DC (Cosnes, 2008). Presume-se que a
nicotina € o composto responsavel pela interacdo do cigarro e a DIl (Reddy &
Tremaine, 2008). Estudos mostram que o cigarro modula os mecanismos celulares e
humorais da imunidade, envolvendo, portanto o sistema imune intestinal. Outros
mecanismos incluem aumento da producdo de radicais livres de oxigénio, reducdo da
capacidade antioxidante, alteragdo da permeabilidade intestinal, modificacao da
motilidade intestinal e alteracdes no fluxo sanguineo da mucosa intestinal (Parsi,
2008).

Outro fator envolvido com a DIl é o estresse psicolédgico, o qual pode aumentar
a inflamacdo da mucosa e agravar o curso das doencas inflamatérias intestinais
(Wahed et al., 2009). De acordo com Dunckley & Travis (2008), o estresse ndo tem um
papel iniciador na DII; porém, o estresse aumenta o rico das recidivas.

A ocorréncia das doengas inflamatérias intestinais € maior em grandes areas
urbanas do que na darea rural e em pessoas de classes econbmicas mais altas. As

pessoas que vivem em paises desenvolvidos estdo em ambientes cada vez mais
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higienizados e adquirem helmintos com menor frequéncia. A reducdo da freqiiéncia de
helmintos colonizando o intestino esta correlacionada com um aumento na
prevaléncia da DC (Elliott et al., 2000). Os helmintos promovem uma resposta de
citocinas da via celular T-helper 2 (Th2) (Bosani et al., 2009), que pode prevenir o
desenvolvimento das rea¢Ges inflamatdrias da via T-helper 1 (Th1) (Elliott et al., 2000).

Os alimentos da dieta podem atuar como antigenos promovendo inflamacao
intestinal ou auxiliar na prevencdao do processo inflamatério. O meio que circunda a
mucosa intestinal € uma mistura complexa de antigenos de trés origens: da dieta, da
flora bacteriana normal e de seus produtos, sendo que estes ultimos podem
representar patdgenos potenciais. O sistema imune da mucosa tem a capacidade de
discriminar os estimulos prejudiciais dos inofensivos, prevenindo assim a invasao de
patégenos e ndo produzindo uma resposta imune frente aos agentes inofensivos. A
dieta alimentar pode ser uma fonte de antigenos luminal e, assim, ser um importante
fator na imunopatogénese (Yamamoto et al., 2009).

Alguns alimentos especificos podem estar relacionados com o desenvolvimento
da inflamagao intestinal, atuando como antigeno. Dentre estes se pode citar o leite de
vaca (Yamamoto et al., 2009) e o acgucar refinado (Mayberry et al., 1981; Tragnone et
al., 1995). Por outro lado, existem alguns alimentos que sdo relatados como
preventivos do processo inflamatério intestinal, como por exemplo, as frutas
(Tragnone et al., 1995; Reif et al.,, 1997; Amre et al., 2007), vegetais, fibras e produtos
ricos em 6mega-3 (Amre et al., 2007).

O epitélio intestinal é a interface entre a microbiota intestinal e o tecido
linféide associado com o sistema gastrintestinal. As células epiteliais sdo uma barreira
fisica contra a entrada excessiva de bactérias e outros antigenos no limen intestinal
para dentro da circulagio (Abraham & Cho, 2009). E descrito na literatura que
pacientes com DIl possuem um aumento na permeabilidade intestinal, que é
conseqliéncia da ulceracdo da mucosa e de apoptose, o que acarreta em uma
diminuicdo na funcdo de barreira deste epitélio (Edelblum & Turner, 2009).

A fungdo de barreira seletiva é mantida pela formagao de complexos que ligam
uma célula a outra através de desmossomos, juncbes de aderéncia e tight junctions
(juncOes apertadas ou ocludentes). A integridade do epitélio intestinal é essencial para

o perfeito funcionamento do trato gastrintestinal (Chichlowski & Hale, 2008).
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Alteracles patoldgicas no intestino podem permitir a abertura das tight junctions e
ocorrer a passagem de grandes antigenos (Snoeck et al., 2005). Estas anormalidades
podem ser decorrentes de um defeito primario da funcdo de barreira ou serem
resultantes da inflamacgdo (Turner, 2006).

A microbiota intestinal parece também estar intimamente envolvida com a
patogénese da DIl (Bosani et al., 2009). Os microorganismos intestinais e seus
produtos mostram um importante papel na iniciacdo e perpetuacao da inflamacao
intestinal cronica (Farrell & La Mont, 2002). Agentes infecciosos especificos estdo
relacionados com um potencial papel etiolégico na RCU e DC tais como, Listeria
monocytogenes, Chlamydia tracomatis, Escherichia coli, Cytomegalovirus e
Saccharomyces cerevisiae (Danese et al., 2004). Por outro lado, existem as bactérias
benéficas como as bactérias do género Lactobacillus, especialmente L. casei GG
(Borruel et al., 2002), L. bulgaricus (Borruel et al., 2002), L. reuteri (Peran et al., 2007),
L. fermentum (Peran et al., 2007), L. salivarius ssp. salivarius (Peran et al., 2005), e do
género Bifidobacterium, como por exemplo B. longum (Furrie et al., 2005).

Para modificar a microbiota intestinal na RCU, ensaios clinicos tém realizado
preparacdes com probidticos e prebidticos em pacientes (Kanauchi et al., 2003). Um
estudo realizado utilizando probidticos demonstrou normalizagdao na fungado
fisioldgica, integridade da barreira epitelial do intestino, reducdo nos niveis de
citocinas proé-inflamatdrias e aumento na integridade das tight junctions entre as
células epiteliais (Madsen et al., 2001). Os efeitos protetores da microbiota intestinal
na DIl podem estar relacionados a formacdo de acidos graxos de cadeia curta (AGCC)
no intestino grosso (Koleva et al., 2012). Os AGCC, tais como os dacidos acético,
propidnico e butirico sdo produzidos no intestino grosso por fermentacdao bacteriana
anaerdbica a partir da fibra alimentar, amido resistente e do muco do célon (Araki et
al., 2007). De fato, alguns estudos tém mostrado que os prebidticos incluindo as fibras
da dieta, cevada germinada, inulina, lactulose e polidextrose, exercem efeitos
benéficos em humano e nos modelos de colite experimental (Kanauchi et al., 1998;
Videla et al., 2001; Kanauchi et al., 2003; Camuesco et al., 2005; Damaskos & Kolios,
2008; Witaicenis et al., 2010).

O sistema imune da mucosa intestinal € muito bem coordenado para evitar a

entrada de patdgenos e agentes nocivos a ndo reagir frente as bactérias comensais e
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antigenos provenientes da dieta, fendbmeno denominado de tolerdncia oral (Mowat,
2003). Sabe-se que a perda da tolerancia oral e o desenvolvimento de resposta imune
contra as bactérias ndao patogénicas é o ponto chave para o desenvolvimento das
doencas inflamatdrias intestinais. A pertubacdo deste equilibrio pode ser responsavel
pela predisposicao a DIl (Abraham & Medzhitov, 2011).

A caracteristica fundamental da DIl é a acentuada infiltracdo na lamina prépria
de células do sistema imune inato (neutroéfilos, macréfagos, células dendriticas e célula
T natural killer), e do sistema imune adaptativo (células B e células T). O aumento da
guantidade, bem como ativacao destas células na mucosa intestinal, eleva a producao
de uma grande variedade de mediadores da inflamacao, incluindo fator de necrose
tumoral alfa (TNF-a), interleucina-18 e Intérferon gama (IFN- gama) (Abraham & Cho,
2009).

Bouma e Strober (2003) demonstraram, por meio de diferentes modelos
experimentais e estudos em humanos, que a doenca de Crohn estd mais fortemente
relacionada com linfdcitos T helper 1 (Th1) e a retocolite ulcerativa com linfécitos T
helper 2 (Th2), isso levando em consideragdo as diferentes citocinas que predominam
em cada doenca. Sabe-se, que os mecanismos imunes envolvidos na iniciacdo e
perpetuacdo da RCU e DC sdo distintos. Na DC os niveis de TNF-alfa, INF-gama,
interleucinas (IL) IL-12 e IL-1 estdo aumentados, enquanto na RCU é observado
aumento na secrecdo de IL-5, IL-14, IL-10 e IL-13, sendo maior o desequilibrio da
homeostasia no sistema imune na DC do que na RCU (Sventoraitytn et al., 2008).

A terapéutica atualmente utilizada para o tratamento das doengas
inflamatdrias intestinais inclui um grande nimero de farmacos, dentre os quais estdo
os aminossalicilatos, glicocorticdides, imunossupressores, imunomoduladores
(Chambrun & Sandborn, 2012), antibidticos (Guslandi, 2011) e a terapia bioldgica
(Williams & Goh, 2011).

Os aminossalicicatos sdo o grupo de drogas mais comuns para o tratamento
primario da DIl; compreendem a classe dos derivados do acido 5-aminosalicilico (5-
ASA), que possuem como representantes principais a sulfassalazina, balsalazina,
olsalazina e mesalazina (Campregher & Gasche, 2011).

A sulfassalazina € um conjugado de mesalazina (5-ASA) ligado a sulfapiridina

por uma ligacdo diazo, e dissocia-se em 5-ASA e sulfapiridina pelas bactérias
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azorredutases do célon. O componente 5-ASA é aceito como a molécula com
propriedade terapéutica e a sulfapiridina é responsavel pela maioria dos efeitos
adversos (Jafri & Pasricha, 2003). O seu mecanismo de acdo estd relacionado a
atividade antiinflamatéria, promovida pela inibicdo da via da cicloxigenase e da 5-
lipoxigenase do metabolismo do acido araquidénico, bem como a sua propriedade
antioxidante (Jafri & Pasricha, 2003; Campregher & Gasche, 2011).

Apesar da sulfassalazina ser amplamente utilizada para o tratamento da
retocolite ulcerativa, seu uso é limitado devido ao grande nimero de efeitos adversos.
Estes efeitos compreendem desde dores de cabecga, nduseas e anorexia, os quais estdo
relacionados aos niveis séricos de sulfapiridina, até dispepsia, reacdes alérgicas, febre,
hemolise, neutropenia e anemia (Ransford & Langman, 2002), sendo que grande parte
destes efeitos podem ser revertidos com a diminuicdo da dose de sulfassalazina, o que
também diminui sua eficacia. Em adicdo, efeitos hepato e nefrotdxico (Linares et al.,
2009) e de promogao de infertilidade masculina (Alonso et al., 2009) estdo associados
ao uso deste farmaco.

Os glicocorticéides, sdao normalmente prescritos para o tratamento da DIl
moderada a severa (Florin et al., 1998), como a prednisolona e prednisona. Os
glicocorticéides sao amplamente utilizados como potentes agentes antiinflamatorios
para a inducdo da remissdao na DC e RCU (Sands, 2000; Podolsky, 2002), ndo sendo
eficazes para a manutencdo da remissdao (Martins & Peppercorn, 2004). A sua
utilizagao terapéutica, entretanto, é restrita devido a ocorréncia de severos efeitos
adversos sistémicos, incluindo osteoporose, perda de massa muscular, aumento no
risco do diabetes e inibicdo no reparo de feridas; estes efeitos aumentam com a dose e
duracdo do tratamento (Stanbury & Graham, 1998; Rogler, 2010).

O mecanismo geral de agao destes farmacos consiste na ligagao da molécula do
esterdide com os receptores intracelulares que controlam a transcricdo génica. O
complexo receptor esteréide promove a formacdo de dimeros que migram para o
nucleo da célula e ligam-se ao DNA, modificando a transcricdo génica, induzindo a
sintese de algumas proteinas, como por exemplo, a lipocortina-1, e inibindo a sintese
de outras, como da AP-1 e do NFkB (Marx, 1995). Devido a esse mecanismo, 0s
glicocorticéides afetam a funcdo de varias células envolvidas no processo inflamatadrio,

como a expressdao de varias citocinas e seus respectivos receptores, além da
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diminuicdo das moléculas de adesdo, do 6xido nitrico sintetase induzivel (iNOS) e da
ciclooxigenase-2 (COX-2) (Rogler, 2010). Sua atividade antiinflamatdria se caracteriza
pela inibicdo dos primeiros eventos do processo inflamatério (Andus & Targan, 1994).

Os imunossupressores derivados da tioguanina como azatioprina (AZA) e 6-
mercaptopurina (6-MP), também tém sido utilizados no tratamento da DI,
apresentando efeitos na doenca ativa, bem como na manutencdo da remissdo tanto
da DC como da RCU (Rogler, 2010). A AZA é um proé-farmaco, gerando a 6-MP (Jafri &
Pasricha, 2003); ambas sofrem transformacGes metabdlicas para 6-tioguanina (6-TG)
que é o metabdlito efetor final e exerce atividade imunossupressora (Rogler, 2010).
Tanto a AZA como o 6-MP e o seu metabdlito ativo, o 6-TG suprimem a proliferacdo de
linfécitos e podem ter vdrias outras propriedades antiinflamatdrias (Jafri & Pasricha,
2003). Apesar dos efeitos imunossupressores dos derivados da tioguanina, estes
promovem efeitos adversos, como toxicidade da medula éssea (Breen et al., 2005),
hepatotoxicidade e pancreatite (De Boer et al., 2005).

O metotrexato, outro imunossupressor usado para tratamento da artrite
reumatdide, também tem sido introduzido no tratamento da DIl. O metotrexato age
inibindo a diidrofolato redutase, impedindo a producdo de tetraidrofolato, que é
necessario para a sintese de DNA, promovendo assim a formacdo de um DNA
defeituoso, o que resulta em apoptose, principalmente das células T. Dentre os efeitos
adversos destacam-se a ocorréncia de mielossupressao, hepato e nefrotoxicidade e
fibrose pulmonar (Rogler, 2010). A ciclosporina, tacrolimo (Rogler, 2010) e o mofetil
micofenalato (Oz & Ebersole, 2008), sdo também exemplos de imunossupressores
utilizados na DII.

Os agentes anti-TNF, também denominados de terapia bioldgica compreendem
outra classe de farmacos, atualmente utilizadas para o tratamento da DC. Dentre os
mais utilizados estdo o infliximab, adalimumab e o certolizumab (Yun & Hanauer,
2009), estes sdo anticorpos monoclonais quiméricos (camundongo/humano). Os anti-
TNF sdo eficazes na inducdo e manutencdo da remissdo na DC bem como no
tratamento das fistulas (Williams & Goh, 2011). O mecanismo de acdo dos agentes
anti-TNF é por meio da inducdo de apoptose nas células mononucleares periféricas
sanguineas e células T; entretanto, o efeito terapéutico exato dos anti-TNF ndo esta

completamente elucidado em nivel molecular (Atreya & Neurath, 2008). Os principais
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efeitos adversos consistem em desenvolvimento de autoimunidade, aumento do risco
de infeccOes, ocorréncia de tuberculose e reacdes durante a infusdo que podem ser
desde dores no peito, falta de ar, dispnéia, dores de cabeca e febre, até reacdes
anafilaticas (Navarro & Hanauer, 2003). Além dos efeitos adversos, existem pacientes
gue ndo respondem, param de responder ou desenvolvem intolerancia a essa terapia
bioldgica (Yun & Hanauer, 2009), aliado ao alto custo desses medicamentos, o que
inviabiliza o seu uso pela maioria dos pacientes da populacdo brasileira.

Os antibidticos, como o metronidazol e o ciprofloxacino sdo utilizados no
tratamento da DC ativa leve a moderada (Jafri & Pasricha, 2003). Rifaximina é um
agente antibacteriano que tem promovido resultados na indugdo da remissdo na DC e
na RCU, e pode também ter papel na manutengdo da remissdo (Guslandi, 2011). A
rifaximina tem mostrado resultados modulando a microbiota col6nica de pacientes
com DC, pelo aumento da concentracdo de Bifidobacterium (Maccaferri et al., 2010).
Entretanto, os antibidticos podem induzir efeitos indesejaveis, especialmente durante
terapia a longo prazo (Guslandi, 2011). Os efeitos adversos mais comuns observados
do metronidazol incluem nduseas e neuropatia periférica (Hanauer & Stathopoulos,
1991).

Apesar dos derivados do 5-ASA, glicocorticoides, imunomoduladores, terapia
biolégica e antibidticos apresentarem beneficios no tratamento das doencas
inflamatdrias intestinais, tais fdrmacos apresentam riscos para os pacientes (Hanauer
& Stathopoulos, 1991; Ransford & Langman, 2002; Navarro & Hanauer, 2003; Breen et
al., 2005; De Boer et al., 2005; Rogler, 2010; Guslandi et al.,2011). Além disso, a
terapéutica disponivel ndo representa a cura da DIl, sendo que os fdrmacos disponiveis
possuem sérios efeitos adversos, além de existirem pacientes que ndo respondem a
nenhum dos farmacos existentes. Estas informacdes sdo importantes para a busca por
novos produtos com atividade antiinflamatodria intestinal, bem como para a prevencdo

dessas graves doengas.

2. Ulcera Péptica
O trato gastrointestinal é constituido pelo tubo digestivo e suas glandulas
secretoras anexas, sendo responsavel pela digestdo e absorcdo dos nutrientes

encontrados no bolo alimentar, funcionando ao mesmo tempo, como barreira seletiva
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de protecdo entre o meio externo e o interno (Porth & Kunert, 2004). O estébmago é
protegido por uma barreira da mucosa que previne a agressdo do epitélio gastrico e
das camadas mais profundas da parede do estbmago por secre¢des gastricas e outros
agentes destrutivos (Porth & Kunert, 2004). A falha nesta barreira de protecdo é a
causa da ulceracdo péptica (Guyton & Hall, 1998).

A Ulcera péptica afeta 10% da populacdo mundial (Zapata-Colindres et al.,
2006). Nos Estados Unidos ha aproximadamente 500 mil novos casos e 4 milhdes de
reincidéncias de Ulcera péptica anualmente (Fendrick et al., 2005). A sua prevaléncia
mundial difere, a Ulcera duodenal é dominante na populacdo Ocidental e as ulceras
gastricas s3o mais freqlientes na Asia, especialmente no Jap3o (Yuan et al., 2006). Num
estudo realizado no Brasil por Marques et al. (2011), no centro de Endoscopia da
Faculdade de Medicina da Universidade de S3ao Paulo-SP, 33,4% dos pacientes que
apresentaram Ulcera péptica, 26,5% destes tinham ulcera duodenal. Ainda neste
estudo observou-se que a prevaléncia da ulcera duodenal é maior na populagao
brasileira que sao infectados com a bactéria Helicobacter pylori associadas com a idade
(54 anos) e o sexo masculino. De acordo com Sonnenberg et al., (1996), 70% dos
pacientes que apresentam Ulcera péptica tém entre 25 e 64 anos.

A Ulcera péptica causa grandes perdas econOmicas e gastos com saude por
causa da baixa produtividade do trabalhador, atividades limitadas, visitas médicas e
hospitalizagdes. Os gastos anuais com a Ulcera péptica nos Estados Unidos, incluindo
custos diretos e indiretos sdo estimados em cerca de USS 9,5 bilhdes (Frendrick et al.,
2005).

Alguns individuos que tém Jlcera péptica podem ser assintomaticos,
representando um fator de risco para o paciente. Um estudo em Taiwan revelou que
67% de pacientes que apresentam ulcera péptica ndo apresentam sintomas notaveis
(Lu et al, 2004). Pacientes assintomaticos com Ulcera péptica desenvolvem
complicacdes fatais como hemorragia e perfuragdes (Jorde & Burhol, 1987).

As Ulceras provavelmente podem resultar de varios mecanismos (Richardson,
1993). A Ulcera péptica resulta da ruptura do equilibrio existente entre os fatores
agressivos (secrecdo e acdo do acido cloridrico e da pepsina) e de defesa (secrecdo e
acdo do muco e bicarbonato) (Klein-Jr et al., 2010). Entretanto, pesquisas recentes

apontam a infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori e o uso de drogas
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antiinflamatérias ndo-esteroidais (DAINEsS) como os principais responsaveis para o
desenvolvimento da Ulcera péptica (Kang et al., 2012).

Adicionalmente, outros fatores estdo envolvidos na patogénese da Ulcera
péptica gastrica, incluindo predisposicdo genética, secrecdo acida alterada, rapido
esvaziamento gastrico, defeito nos mecanismos de defesa da mucosa, estresse fisico e
psicologico, tabagismo (Quan & Talley, 2002) e ingestdo de bebidas contendo alcool
(Zapata-Colindres et al., 2006) ou cafeina (Richardson, 1993).

O estbmago pode ser anatomicamente dividido em fundo, corpo e antro
(Constanzo, 2007). Do ponto de vista secretor, as diferentes regides do estdbmago sao:
a cardia, localizada logo abaixo do esfincter esofagico inferior, contendo apenas
glandulas secretoras de muco; a regido oxintica, no corpo do estébmago,
correspondendo a 80% da sua area total, possuindo grande numero de células
parietais, que secretam o HCl e o fator intrinseco, além de células principais que tém
somente o pepsinogénio como produto de secrecdo e a regido antro-pildrica,
contendo glandulas com células G que secretam gastrina e células D secretoras de
somatostatina (Sanioto, 2009; Constanzo, 2007).

O estbmago secreta cerca de 2,5 litros de suco gastrico diariamente. A
regulacdo da secrecao de acido pelas células parietais é importante na Ulcera péptica e
constitui, portanto, um alvo especifico para a acao de farmacos (Rang et al., 2004). A
secrecao de acido gastrico é um processo continuo e complexo controlado por fatores
centrais (neurais) e periféricos (enddcrino e pardcrino). A acetilcolina (ACh) (fator
neural), gastrina (fator enddcrino) e a histamina (fator paracrino) sdo as trés
substancias quimicas enddgenas responsaveis por estimular a célula parietal a secretar
acido cloridrico, que atuam respectivamente sobre os receptores muscarinicos (M3),
colecistoquinina (CCKB) e histamina (H2), localizados na membrana basolateral da
célula parietal. Existem duas vias principais de sinalizacdo na célula parietal: via
dependente da adenosina monofosfato ciclico (AMPc) e a via dependente do Ca™.
Enquanto histamina utiliza a primeira via, a gastrina e a ACh exercem seus efeitos por
meio da ultima. A via dependente de AMPc resulta na fosforilagdo das proteinas
efetoras da célula parietal e a via dependente do Ca** leva & um aumento de Ca*

citosélico. Ambas as vias ativam a bomba protdnica de hidrogénio e potassio (H*, K* -
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ATPase) localizadas em tubulos ou vesiculas citoplasmaticas (Hoogerwerf & Pasricha,
2003).

A introdugao de antagonistas dos receptores H2 e de inibidores da bomba de
protons tém sido associada com tratamentos para ulcera (Orlando et al., 2007).
Entretanto, o sucesso para a prevencdao ou tratamento da ulcera ndo depende
somente do bloqueio da secrecdo acida, mas também dos fatores protetores da
mucosa. A integridade da mucosa é mantida pelos mecanismos de defesa, os quais
incluem fatores pré-epiteliais (barreira de muco e bicarbonato), barreira epitelial
(superficie das células epiteliais justapostas secretando muco, gerando bicarbonato,
peptideos, prostaglandinas (PGs) e proteinas heat shock), renovacdo continua de
células (regulada por fatores de crescimento e PGE2), fluxo sanguineo continuo através
de microvasos da mucosa, barreira endotelial, producdo de PGs e éxido Nitrico (NO)
(Laine et al., 2008).

O muco que protege a mucosa gastrica pode ser de dois tipos: ndo soltvel com
agua e hidrossoluvel (Fromm, 1987). O muco ndo soluvel forma um gel fino, estavel,
gue adere a superficie da mucosa gastrica e fornece protecdo dos efeitos proteoliticos
(digestao de proteinas) da pepsina. Também forma uma camada intransponivel que
acumula bicarbonato, formando uma interface alcalina entre o conteido do limen
gastrico e a superficie mucosa. O muco hidrossoluvel é lavado da superficie mucosa e
misturado ao conteldo estomacal; sua natureza viscosa torna-o um lubrificante que
previne danos mecanicos a superficie da mucosa. Adicionalmente, aos seus efeitos
sobre a permeabilidade mucosa e producdo de bicarbonato, agentes lesivos, tais como
aspirinas e DAINEs, inibem e modificam as caracteristicas do muco gastrico (Porth,
2004).

As prostaglandinas desempenham um papel importante na prote¢ao da
mucosa gastrica. Elas exercem seus efeitos através da melhora do fluxo sanguineo,
aumentando a secrecdo dos ions bicarbonato e estimulando a producdo de muco
(Porth, 2004). As DAINEs inibem a sintese das prostaglandinas, contribuindo para
formacao da ulcera (Wolfe et al., 1999). O habito de fumar e idade mais avancada tém
sido associados com a reducdo das concentracbes gastricas e duodenais das
prostaglandinas; estas observacdes podem explicar a predisposicdo a doencas

ulcerosas em fumantes e pessoas mais idosas (Cryer et al., 1992).
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O oxido nitrico (NO) é importante para a manutencdo da integridade epitelial
da mucosa gastrica do estdmago (Tulassay & Herszényi, 2010), além de regular a
microcirculacdo, motilidade gastrica, secrecdo acida e muco do estémago (Desai et al.,
1992; Pique et al., 1992; Brown et al., 1993). O NO é sintetizado pela NO sintase (NOS)
a partir de oxigénio (O;) e L-arginina. Existem trés isoformas conhecidas da NOS: uma
forma induzida (iNOS), e duas constitutivas, que estdo presentes em condicOes
fisiolégicas no endotélio (eNOS) e nos neurbénios (nNOS) (Cho, 2001; Uchida et al.,
2001). O NO sintetizado no endotélio auxilia na cicatrizacdo da mucosa gastrica devido
o aumento do fluxo sanguineo (Whittle, 1994) e angiogénese (formagdo de uma nova
rede vascular, sendo essencial para cura de ulceras cronicas gastroduodenais) (Ziche et
al., 1994). Entretanto, a geracdo aumentada de iNOS pode contribuir para a
patogénese de varias desordens gastroduodenais incluindo Ulcera péptica (Souza et al.,
2004). Assim, o equilibrio das expressdes eNOS vs iNOS nos tecidos gastricos é crucial
para a manutengdo de sua integridade.

O papel gastroprotetor dos grupamentos sulfidrilicos (SH), presentes no muco
gastrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, ja foi demonstrado em
modelos de inducdo de ulcera por etanol e DAINEs, nos quais ocorre uma deplecdo
destes compostos (Hernandez-Munoz et al., 2000; Bayir et al., 2006). O pré-
tratamento com bloqueadores de grupos SH, como o N-ethylmaleimide demonstrou
potencializar significativamente a indugdo de Ulceras gastricas (Kushima et al., 2009).

A terapéutica utilizada para o tratamento das ulceras pépticas incluem os
inibidores da bomba de prdétons (IBP) (Oh, 2011), antagonistas de receptores H,
(Huang & Hunt 2001), citoprotetores (Chavez-Pifa et al., 2011) e a erradicacdo das
infeccOes por Helicobacter pylori, a qual utiliza uma terapia tripla, incluindo um IBP e
dois antibidticos (Gisbert & Calvet, 2011). Entretanto, muitas destas drogas produzem
sérios efeitos adversos.

Os supressores mais eficazes da secrecdo de acido gdstrico sdo os inibidores da
H*, K" -ATPase. Existem diferentes inibidores da bomba de prétons disponiveis para o
uso clinico como, por exemplo, o omeprazol (Larsson et al., 1983; Konturek et al.,
1984), lansoprazol (Satoh et al., 1989) e pantoprazol (Kromer et al., 1990).

Os inibidores da bomba de protons (IBP) sdo pro-farmacos que sao ativados em

meio acido. Entram na célula parietal a partir do sangue e, devido sua natureza bdsica,
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acumulam-se em canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde sdo ativados
por um processo catalisado por protons que resulta na formacdo de uma sulfenamida
tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio de ligacdo covalente
com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio extracelular da H*, K" -ATPase, inibindo a
producdo acida (Hoogewerf & Parisha, 2003).

O lanzoprazol também exerce protecdo da mucosa reduzindo o estresse
oxidativo e concomitantemente aumentando as defesas antioxidantes (Agnihotri et al.,
2007). Entre os efeitos adversos observados pelos inibidores da bomba de protons
estdo osteoporose, infeccdo entérica, pneumonia, nefrite intersticial aguda e reducao
da absorcdo da vitamina B12 (Oh, 2011).

Os antagonistas do receptor H2 da histamina inibem a producdo dacida por
competirem de modo reversivel com a histamina pela ligagdo aos receptores H2 na
membrana basolateral das células parietais. Os antagonistas de receptores H2, como a
cimetidina, a ranitidina, a famotidina e a nizatidina possuem estruturas quimicas
diferentes que possibilitam variacdo nas interacées com outros farmacos e alteracdo
no perfil dos efeitos adversos (Huang, 2001; Hoogewerf & Parisha, 2003). Esses
agentes sdo eficazes na supressdao da secrecdo acida noturna, a qual reflete
principalmente a atividade da célula parietal basal (Huang, 2001); esse fator tem
relevancia clinica no tratamento da Ulcera duodenal (Hoogewerf & Parisha, 2003).

Os efeitos adversos dos antagonistas do receptor H2 incluem diarréia, cefaléia,
tontura, fadiga, dor muscular e prisdo de ventre. Podem ocorrer ginecomastia em
homens e galactorréia em mulheres devido a ligacdo da cimetidina aos receptores
androgénios e a inibicao da hidroxilagdo do estradiol catalisada pelo citocromo P450.
Em pacientes do sexo masculino ha também relatos de redugdo na contagem de
espermatozdides e impoténcia reversivel. Esses efeitos sdo observados, sobretudo,
apos o uso prolongado de cimetidina em altas doses (Hoogewerf & Parisha, 2003).

Entre os agentes citoprotetores, destaca-se a carbenoxolona um triterpendide
semi-sintético obtido de Glycyrrhiza glaba (Lewis & Hanson, 1991) que apresenta acao
anti-ulcerogénica (Doll et al., 1962; Doll et al., 1965; Dembieska-Kiec et al., 1991) e
aceleracdo no processo de cicatrizacdao de Ulceras em humanos (Doll et al., 1962). A
carbenoxolona exibe ac¢do citoprotetora gastrica através da participacdo das

prostaglandinas endégenas (Dembieska-Kiec et al., 1991). O tratamento com a
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carbenoxolona em ratos apds injuria gastrica com etanol aumenta os niveis de éxido
nitrico no tecido gastrico; este mecanismo esta envolvido com a gastroprotecdo da
carbenoxolona (Chavez-Pifia et al.,, 2011). A carbenoxolona também estimula a
producdo de muco que reveste e protege o estomago (Rang et al., 2004).

A Carbenoxolona inibe a enzima cortisona 5B-redutase e a 11B-hidroxiesterdide
desidrogenase responsaveis pela regulacdo do metabolismo do cortisol e aldosterona
(Baker, 1994; Dzubak et al., 2006). Essa inibicdo aumenta a meia-vida do cortisol, o que
leva a um prolongamento de sua atividade bioldgica. Conseqlientemente, os pacientes
podem desenvolver um quadro de hiper-aldosteronismo, responsavel pela
encefalopatia hipertensiva, ganho de peso, edema e hipertensdo (Lewis & Hanson,
1991; Farina et al., 1998; Dzubak et al., 2006).

A erradicagao das infecgdes por H. pylori utiliza uma terapia tripla, um IBP
combinado com dois antibidticos geralmente claritromicina com amoxicilina
(Malfertheiner et al., 2007). Entretanto, a resisténcia das bactérias aos antibidticos é
provavelmente a causa de falha na terapéutica em pacientes com doencas infecciosas,
especialmente a infeccdo por H. pylori (Graham, 1998; Megraud, 1998; Megraud,
2004). A cura para Ulcera péptica através da terapia tripla usualmente utilizada para a
infecgao por H. pylori € menor quando comparada com outras infec¢des bacterianas
(Gisbert & Calvet, 2011). Nas infec¢Oes bacterianas a expectativa para a cura é de 95%
a partir da primeira terapia (Graham & Shiotani, 2008). Entretanto, num estudo
realizado por Gisbert & Calvet (2011) em pacientes espanhdis, observou-se que ndo ha
uma evidéncia definitiva de uma taxa decrescente na erradicacdo da H. pylori nos
ultimos anos com a terapia tripla padrao, o que torna evidente a necessidade de novas

estratégias terapéuticas.

3. Radicais Livres

Radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons nao
pareados em sua ultima camada de valéncia. A presenca deste elétron ndo pareado
altera a reatividade quimica dos atomos ou moléculas (Junior, 1998). O elétron livre,
gue caracteriza o radical livre, pode estar centrado em um atomo de hidrogénio,
oxigénio, nitrogénio, carbono, enxofre ou atomos de metais de transicdo (Junior,

2001).
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Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar radicais

livres, o oxigénio no estado fundamental (02) e o 6xido nitrico (NO), que ocorre como

poluente atmosférico, mas que também ¢é sintetizado em diversas células e é
identificado como fator relaxante do endotélio e vasodilatador (Junior, 2001). Estes
radicais livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados EROs (espécies reativas do oxigénio) e ERNs
(espécies reativas do nitrogénio). No organismo, encontram-se envolvidos na
producdo de energia, fagocitose, regulacdo do crescimento celular, sinalizacdo
intercelular e sintese de substancias bioldgicas importantes. No entanto, seu excesso
apresenta efeitos prejudiciais, tais como a peroxidacdo dos lipidios de membrana
(Barreiros & David, 2006).

O ataque dos radicais livres sobre os lipideos de membrana gera o processo de
peroxidacdo lipidica, dando lugar a uma reacdo em cadeia que perpetua o ciclo de
formagdo destes agentes agressores, ao mesmo tempo em que origina uma
desestruturacdo da membrana e a conseqliente morte celular. Os radicais livres
podem também reagir com proteinas, dando lugar a alteracdes da funcionalidade
normal da célula. Finalmente, quando os acidos nucléicos sdo afetados pelos radicais
livres, pode-se originar uma sintese protéica defeituosa ou o aparecimento de
mutacdes no material genético celular, com conseqiiente perigo de desenvolvimento
de processos do tipo tumoral (Roessner et al., 2008).

Os principais radicais livres observados na doenca inflamatdria intestinal sdo o
oxido nitrico (NO), superéxido (02), perdxido de nitrito (ONOQ,), perdxido de
hidrogénio (H,0,), hipoclorito (OCI') (McKenzie et al., 1996) e o acido hipocloroso
(HOCI) (Kettle & Winterbourn , 1991), sendo os neutréfilos na Retocolite ulcerativa e
0os mondcitos na Doenga de Crohn, a principal fonte para a produgao destes radicais
livres (Karp & Koch, 2006), principalmente apds a instalacdo da doenca. O HOCI é um
oxidante produzido por neutrofilos, a partir do H,O0, e do CI' pela enzima
mieloperoxidase (MPQ), e contribui para os danos produzidos nas células inflamatdrias
(Kettle & Winterbourn, 1991).

Os radicais livres derivados do oxigénio também apresentam um importante

papel na patogénese da Ulcera géstrica induzida por isquemia-reperfusao (Perry et al.,
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1986), etanol e drogas antiinflamatédrias (Del Soldato et al., 1986; Pihan et al., 1987)
em ratos. A geracdao excessiva de radicais livres de oxigénio, resultado do consumo do
etanol, aumenta o processo de peroxidacdo lipidica e diminui as defesas do sistema
antioxidante do estomago (Cadirci et al., 2007). Além disso, os radicais livres gerados
por neutrdfilos podem estar relacionados a um retardo na cicatrizacdo de Ulceras
gastricas cronicas induzidas por acido acético em ratos (Shii et al., 1992).

De fato, ha uma relagdo existente entre o aumento nos niveis de radicais livres
na DIl (Kruidenier & Verspaget, 2002) e na Ulcera péptica (Hamaishi et al., 2006). Em
adicdo, estudos sugerem que tanto os danos intestinais nas DIl como os prejuizos da
mucosa na Ulcera péptica estdo relacionados com o aumento da producdo de radicais
livres e diminuicdo das defesas antioxidantes enddgenas (Koutroubakis et al., 2004;

Alimi et al., 2011).

4. Antioxidantes

Com base no exposto acima, observa-se que a producdo excessiva ou o
descontrole na regulacdo dos radicais livres estdo relacionados com as doencas
inflamatdrias intestinais e Ulcera péptica. Sendo assim, é essencial que as células e
tecidos possuam um sistema de defesa para controlar os niveis de radicais livres e
evitar esses processos inflamatorios. Para isso as células dispéem de um sistema de
defesa antioxidante que pode ser classificado como enzimatico ou nao-enzimatico
(Kruidenier & Verspaget, 2002).

O sistema de defesa enzimdtico esta presente nas células de mamiferos e
consiste de um importante componente de defesa contra radicais livres. Entre as
principais enzimas deste sistema estdo a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT)
e a glutationa peroxidase (GPx). Além disso, antioxidantes nao-enzimaticos
enddgenos, como a glutationa reduzida (GSH), e os antioxidantes ndo-enzimaticos
encontrados nas frutas, vegetais e extratos de plantas, alguns minerais como zinco,
vitamina E, C e os flavondides auxiliam no combate aos radicais livres (Kruidenier &
Verspaget, 2002).

A GSH mostra um papel chave no estado “redox” das células através de alguns
mecanismos, incluindo protecdo das células contra as espécies reativas de oxigénio e

manuten¢do da enzima GSH peroxidase (Sies, 1999). A diminui¢do dos niveis de GSH
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sdo indicativos de estresse oxidativo e tém sido detectados na DIl em humanos (Hamer
et al., 2009), na colite experimental (Witaicenis et al., 2010; Luchini et al., 2008; Di
Stasi et al., 2004), Ulcera péptica em ratos (Santos et al., 2012) e ulcera gastrica em
humanos (Bhattacharjee et al., 2002).

Com base no exposto, a inibicdo ou neutralizagdo dos radicais livres,
juntamente com a ativagdo dos sistemas antioxidantes enddgenos, pode ser benéfico
no tratamento das doencas inflamatdrias intestinais (Hamer et al., 2009) e na ulcera
(Bhattacharjee et al., 2002), sendo esta uma importante abordagem para a pesquisa

de novos farmacos.

5. Polifendis na terapéutica

Os polifendis sao fitoquimicos abundantes em alimentos e bebidas derivados
de plantas. O consumo de polifendis parece proteger contra doencas, em virtude de
suas propriedades antiinflamatdrias e antioxidantes (Marrugat et al., 2004; Shapiro et
al., 2007).

Os flavondides constituem um importante grupo de compostos polifendlicos
amplamente distribuidos na natureza e que manifestam uma importante atividade
antioxidante (Formica & Regelson, 1995; Cook & Saman, 1995), além de terem a
capacidade de inibir algumas enzimas, como a cicloxigenase (COX) e a 5-lipoxigenase,
cuja atividade se encontra aumentada em processos inflamatdrios, assim como
modular a atividade de células do sistema imune (Middleton & Kandaswami, 1993).

Outros compostos polifendlicos sdo os taninos, um grupo diverso de
metabdlitos secundarios presentes em plantas. Tradicionalmente, os taninos sdo
classificados segundo sua estrutura quimica em dois grupos: taninos condensados
(proantocianidinas) e hidrolisdveis (galotaninos e elagitaninos) (Santos & Mello, 2010).
Estdo presentes na maioria das plantas, podendo variar de concentracdo nos tecidos
vegetais, dependendo da idade e tamanho da planta, parte coletada, época ou, ainda,
do local de coleta (Teixeira et al., 1990; Simon et al., 1999).

Acredita-se que os taninos exercem seus efeitos terapéuticos na saude
humana, pelo menos em parte, em virtude de trés caracteristicas gerais que sdo
comuns em maior ou menor grau, aos dois grupos de taninos: 1) complexagdo com

ions metdlicos (ferro, manganés, aluminio, cdlcio, entre outros), 2) atividade
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antioxidante e sequestradora de radicais livres e, 3) habilidade de se complexar com
outras moléculas como proteinas e polissacarideos (Santos & Mello, 2010). Esta ultima
caracteristica é particularmente importante no processo de cura de feridas,
gueimaduras e inflamacdo, através da formacdo de uma camada protetora (complexo
tanino-proteina e/ou polissacarideo) sobre a pele ou mucosa danificada, ocorrendo,
abaixo desta, o processo natural de cura (reestruturacdo do epitélio e formacdo de
vasos). Processo similar ocorre em casos de Ulcera gastrica em que a camada
tanino/proteina complexados protege a mucosa do estdmago (Audi et al., 1999).
Alguns grupos de taninos também agem no metabolismo do acido araquidonico, em
leucécitos, exercendo um importante papel na reversao da inflamacdo (Okuda, 2005).
Na DIl, diferentes compostos polifendlicos, como flavondides (Sanchez de
Medina et al., 1996; Galvez et al., 1997; Crespo et al., 1999; Cruz et al., 2001; Sanchez
de Medina et al., 2002), a isocumarina paepalantina (Di Stasi et al., 2004), a cumarina e
a 4-hidroxicumarina (Luchini et al., 2008), a esculetina e a 4- metilesculetina
(Witaicenis et al., 2010) tém mostrado efeitos benéficos nos modelos de colite agudo e
cronico. Os polifendlicos como as xantonas, saponinas, triterpendides, flavondides
(Lewis & Hanson, 1991) e taninos (Vasconcelos et al., 2010) sdo referidos como

compostos antiulcerogénicos.

6. Fibras na terapéutica

O consumo adequado de fibras da dieta vem sendo recomendado pelas
agéncias de saude publica governamental como um meio de manter e melhorar o
bem-estar (Brownawell et al., 2012). Alguns estudos epidemiolégicos mostram que o
consumo de fibras pode evitar o risco de desenvolver algumas doencas crénicas
(Slavin, 2008).

Em 2002, uma nova definicdo para fibras foi publicado pelo Instituto de
medicina dos Estados Unidos (Institute of Medicine, 2002). A fibra alimentar consiste
de carboidrato ndo digerivel e lignina. A fibra funcional consiste somente de
carboidrato ndo digerivel. A fibra total é a soma da fibra alimentar com a fibra
funcional. A fibra alimentar presente em plantas inclui: celulose, pectina, gomas,

hemicelulose, b-glucano, lignina e alguns amidos resistentes. A fibra funcional
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presente em plantas inclui amido resistente, pectina e gomas (Institute of Medicine,
2002).

Quanto a solubilidade, as fibras podem ser classificadas em fibras soltveis (FS)
e fibras insoluveis (FI) de acordo com a solubilidade de seus componentes em agua. A
maior parte das pectinas, gomas e certas hemiceluloses sdao FS, enquanto celulose,
algumas pectinas, grande parte das hemiceluloses e lignina sdo Fl (Cavalcanti, 1989;
Asp et al., 1992)

A fermentacdo das fibras ocorre no célon pela acdo das bactérias anaerdbicas.
O grau de fermentacdo col6nica das fibras sofre interferéncia da composicao da
microbiota intestinal e caracteristicas quimicas e fisicas, ou seja, o tipo de fibra,
solubilidade, fonte, forma e o tamanho das particulas (Coppini et al., 2004). Entre os
produtos da fermentacao bacteriana das fibras estdo os acidos graxos de cadeia curta
(AGCC); os mais importantes da fermentacdo das hemiceluloses e pectinas sdo o acido
acético, butirico e propidnico. Sdo removidos do Iimen intestinal por difusdo idnica e
facilitam a absor¢do do sédio e potassio (Coppini et al., 2004).

A fibra alimentar tem mostrado ser benéfica na manutencdo da remissdao na
colite ulcerativa humana e experimental e seu efeito protetor tem sido relacionado a
um aumento na producdo de acido graxo de cadeia curta no lumen intestinal,
incluindo acetato, propionato e butirato (Rodriguez-Cabezas et al., 2002). O butirato
tém sido relatado como um fator importante na manutengdo da fungao da mucosa do
célon e principal fonte de combustivel dos colonécitos (Rodriguez-Cabezas et al., 2002;
Galvez et al., 2005). Estudos sugerem que alguns produtos do alimento, incluindo a
fibra alimentar, cevada germinada, inulina, lactulose e polidextrose exercem efeitos
benéficos no processo inflamatdrio intestinal humano e experimental (Kanauchi et al.,
2001; Kleessen et al., 2001; Rodriguez-Cabezas et al., 2002; Rodriguez-Cabezas et al.,
2003; Galvez et al., 2005; Camuesco et al., 2005; Witaicenis et al., 2010).

As fibras solliveis de frutas e vegetais parecem proteger também contra a
Ulcera duodenal (Misciagna et al., 2000). A capacidade protetora das fibras presentes
na cevada foi observada em ratos submetidos ao modelo de inducdo de ulcera por
estresse, mostranto forte atividade antiulcerogénica (Yoshizawa et al., 2004). Dunjic et
al. (1983), estudando a pectina da banana verde em ratos, observaram que esta fibra

soluvel pode proteger a mucosa gastrica por aumentar a camada de muco. Efeito
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semelhante foi obtido por Souza Brito et al. (1997) ao estudarem a banana verde como

agente antiulcerogénico em ratos.

7. Planta selecionada para o estudo: Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne

De acordo com as informagdes apresentadas acima, novos compostos com
atividade antioxidante representam uma importante estratégia na obtencdo de novos
farmacos ativos para a DIl e para Ulcera péptica. Sendo assim, investigar as plantas
medicinais tem-se tornado alvo de estudo para o tratamento destas doencas.

Hymenaea stigonocarpa (Figura 1) pertence a familia Fabaceae, também
conhecida como Leguminosae, é uma das familias botdnicas que apresentam ampla
distribuicdo geogrdfica (Faria et al., 2006). H. stigonocarpa conhecida popularmente
como jatobda-do-cerrado, jatai ou jutai, € uma espécie arbdrea, helidfila, de até 12 m
de altura e se distribui nas regiGes sazonais, no cerraddo e no cerrado sensu stricto do
centro e sudeste do Brasil (Ratter et al., 1996). Floresce entre os meses de dezembro e
fevereiro e frutifica entre setembro e novembro, apresentando frutos com formato
aproximadamente cilindrico a oblongo (Lee & Langenheim, 1975) com comprimento
entre 6 e 18 cm e 3 a 6 cm de diametro (Rizzini, 1971; Silva et al., 1994). Suas sementes
sdo grandes, e sua madeira é de alta densidade (aproximadamente 0,90 g.cm?)
(Carvalho, 2007).

De acordo com dados etnofarmacoldgicos as cascas do caule e os frutos de H.
stigonocarpa sdo usados para o tratamento da tosse, bronquite, dor de estémago,
contusdo, fratura, fortificante, sinusite, vermifugo, Ulceras, diarréia e como
antiinflamatéria (Grandi et al., 1989; Pott & Pott, 1994). A casca do caule, frutos, seiva
e resina de H. stigonocarpa sdo usadas na forma de decocg¢do, xarope, infusdo,
cataplasma ou pomada (Grandi et al., 1989).

O fruto desta espécie (Figura 1 C) é em forma de vagem arredondada, de cor
escura e possui sementes envolvidas por uma polpa amarelo-pdlida, farinacea,
adocicada, comestivel, de sabor e aroma caracteristicos. Esta polpa é bastante
apreciada na culindria regional, podendo ser consumida in natura ou utilizando sua
farinha para a elaboracdo de bolos, paes, biscoitos, mingaus, dentre outras iguarias

(Andersen & Andersen, 1988; Almeida, et al., 1998).
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A caracterizacdo quimica e centesimal da farinha do fruto de H. stigonocarpa
foi realizado por Silva (2001), cujos resultados apontam um alto teor de fibra. Segundo
a autora, a farinha do jatobd possui um alto teor de fibra alimentar e baixo conteldo
de proteinas, quando comparadas com outras leguminosas. Entre os minerais
encontrados na farinha do fruto de H. stigonocarpa estdo o potdssio, magnésio, calcio,

fosforo, zinco, ferro e o sédio (Silva, 1997).

Figura 1. Fotos de Hymenaea stigonocarpa: (A) Arvore mostrando Folhas e flores, (B)
detalhe das flores, (C) fruto. Fonte (A) e (B) fotos de Patricia Rodrigues Orsi( C) foto de
Tania Agostini-Costa
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Il. Objetivos gerais e especificos

O objetivo geral do presente projeto foi estudar a planta Hymenaea
stigonocarpa que apresenta indicagGes etnofarmacoldgicas para ulcera, diarréia e
inflamacdo, mas sem evidéncia farmacolégica para estes efeitos. Sendo assim,
investigar esta espécie como um potencial terapéutico para o tratamento e/ou
prevencao das Ulceras gastricas e duodenais e na colite experimental oferece uma
nova opcgdo terapéutica, visto que os farmacos de referéncia utilizados para estas

doencas produzem efeitos adversos.

Com base no exposto os objetivos especificos do presente trabalho foram:

1. Avaliar os efeitos de Hymenaea stigonocarpa no processo inflamatério
intestinal induzido por 4cido trinitrobenzenosulfonico (TNBS) em ratos. Para esta
proposta foram avaliados os efeitos da administracdo oral do extrato metandlico da
casca do caule (EMHs) e da dieta com a farinha da polpa do fruto (DFHs) de H.
stigonocarpa.

2. Avaliar os efeitos do EMHs e da DFHs sobre os pardmetros clinicos,
macroscopicos e bioquimicos envolvidos no processo inflamatdrio colénico.

3. Investigar a acdo antidiarréica do EMHs em camundongos e seus efeitos
gastroprotetores, anti-secretério e cicatrizantes no estdbmago e no duodeno de ratos.

4. Investigar o efeito da motilidade intestinal do EMHs em camundongos.

5. Investigar a acdo cicatrizante da DFHs na ulcera gastrica e duodenal em
ratos.

6. Avaliar os efeitos do EMHs e da DFHs sobre os parametros toxicoldgicos,

macroscopicos e bioquimicos na lesdo gastrica e duodenal.
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lll. Material e Métodos

1. Coleta da planta

As cascas do caule e o fruto de Hymenaea stigonocarpa foram coletados em
Botucatu, S3o Paulo, em marco de 2009. A autenticacdo botdnica da espécie foi
realizada pelo botanico Prof. Dr. Osmar Cavassan. A exsicata da espécie esta
depositada no Herbario da Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”

(Unesp- Campus de Bauru) sob o nimero 5691.

2. Preparagao do extrato metandlico da casca do caule (EMHs) e da dieta com
a polpa do fruto (DFHs) de H. stigonocarpa

Ap0s a coleta, as cascas foram secas em estufa (50 °C) e moidas, enquanto que
os frutos foram previamente abertos para remocdo das sementes e entdo a polpa
igualmente seca e moida, obtendo-se 1545 g de pd das cascas e 1206 g de p6 dos
frutos. O pod das cascas foi submetido ao processo de extragdo por maceragdao com
metanol anidro (24h de contato com o solvente, 1,5 L de liquido extrator, trés
repeticdes). O material pulverizado (farinha do fruto), foi adicionado na ra¢do Labina-

Purina numa proporcdo de 5 e 10% e misturado com dgua (secagem a 40°C, por 48h).

3. Caracterizagao quimica e composicao nutricional de H. stigonocarpa

A caracterizagao fitoquimica qualitativa foi realizada com o extrato da casca do
caule e da polpa dos frutos a fim de serem identificados os principais grupos de
metabdlitos secundarios presentes. Esta abordagem tem por base a observacdo de
reagdes quimicas que resultam no desenvolvimento de coloracdo e/ou precipitado
caracteristicos para algumas classes de substancias (Wagner et al., 1984; Matos, 2009).
Dessa forma, os testes visaram a identificacdo de compostos fendlicos, flavondides,
antocianinas, taninos, antraquinonas, cumarinas, terpenos, glicosideos cardiotonicos,
alcaldides, saponinas e glicosideos cianogénicos. Para isso, aliquotas de 5g do extrato
metandlico da casca e da polpa do fruto foram solubilizados em etanol 70%, sonicadas
por dois minutos e utilizadas nesta etapa do estudo.

Complementariamente foram determinados os perfis cromatograficos (do
inglés fingerprint) do extrato da casca e da polpa do fruto. Para isso, uma aliquota de

20 mg do extrato da casca do caule e da polpa do fruto de H. stigonocarpa foi

-25 -



solubilizada em 400 pL de metanol (MeOH) com auxilio de ultrassom e submetida a
etapa de clean up em cartucho Agilent Samplig C15 (1 x 1,1 cm d.i.), utilizando 1600 mL
de MeOH como eluente. As solucdes resultantes foram filtradas em microfiltro
Millipore de Politetrafluoroetileno (PTFE) de 0,22 um e utilizadas nas andlises por
HPLC-UV-PAD. O sistema de eluicdo foi otimizado no modo gradiente, utilizando-se
como solventes acetonitrila (Solvente B) e dgua (Solvente A), ambos acidificados com
0,1% de acido trifluoracético (TFA). O monitoramento dos picos eluidos foi feito por
varredura na faixa espectral de 200-400 nm e o registro final dos cromatogramas feito
em 254 nm por exibir o maior nimero de picos.

A composicdo quimica da dieta com a farinha da polpa de fruto de H.
stigonocarpa (DFHs) foi calculada a partir dos nutrientes contidos na Rac¢do Labina-

Purina com a adicdo de 5 e 10% da farinha do fruto (Tabela 1).

Tabela 1. Composi¢do da racdo Labina-Purina, e da dieta enriquecida com a farinha da

polpa do fruto nas proporc¢des 5 e 10% (DFHs) (g/100g).

Ingredientes Racao Labina-Purina DFHs 5% DFHs 10%
Proteina 23,00 21,85 20,70
Minerais * 12,00 11,40 10,80
Fibras 5,00 4,75 4,50
Vitaminas ° 1,00 0,95 0,90
Gordura 10,00 9,50 9,00
Acidos graxos 5,50 5,22 4,95
Amido de milho 32,00 30,4 28,80
Acucar 6,00 5,7 6,0
Farelo de soja 2,50 2,37 2,25
Farelo de trigo 3,00 2,85 2,70
Farinha do fruto - 5,00 10,00

! Minerais (mg/Kg): Mg (1,7); Mn, 110,0; 1, 1,0; Co, 2,0; Fe, 180,0; Zn, 110,0; Cu, 30,0, Se, 0,2,
Na, 2,8, P, 8,5; Ca, 13,0.

? Vitaminas (mg/Kg/dieta): vitamina A (25600 Ul); vitamina D3 (4000 Ul); vitamina E (82 mg);
vitamina K (6.4 mg), vitamina B12 (40 pg); vitamina B6 (11 mg), acido fdlico (13 mg); colina (2800 mg),
biotina (0.16 mg), niacina (220mg), tiamina (11 mg) e acido pantoténico (90 mg).

A Farinha do fruto de Hymenaea stigonocarpa (g/100g) contém: proteina bruta (7,6%), lipideos
(3,03%), cinzas (4,60%), fibra soltvel (11,01%), fibra insoltvel (42,86%) e carboidratos (18,54%); minerais
em mg/100g : potdssio (1121); magnésio (125); calcio (134); fésforo (96); zinco (1,36); ferro (1,2); sédio
(7 mg).

- 26 -



4. Biomonitoramento por atividade antioxidante

4.1. Modelo de lipoperoxidacdo em membranas de cérebro de ratos

O modelo in vitro adotado neste estudo seguiu o protocolo de acordo com
Witaicenis et al., 2010 adaptado da técnica descrita por Stocks et al. (1974). A
avaliacdo da atividade antioxidante neste estudo se baseia na determinacdo
colorimétrica do malonildialdeido (MDA) formado apds a peroxidagao lipidica induzida
em membranas celulares. A peroxidacdo lipidica é classicamente determinada pela
reacdo do MDA com o acido tiobarbiturico (TBA).

Nestes experimentos, foram utilizados cérebro de ratos branco (livre de
qualguer procedimento experimental). Os cérebros foram pesados e triturados com
homogeneizador automatico, em gelo, com tampdo PBS na proporg¢do 1:4 (p/v) (19
partes da solucdo A - NaH,PO,; 10 mM, e 81 partes da solugdo B - Na,HPO,4 10 mM, pH
7). O homogenato foi submetido a centrifuga¢do a 3000 rpm, por 15 minutos a 4°C. O
sobrenadante foi recolhido e estocado a -802C em aliquotas de 1mL. Para a realizacdo
do ensaio, o homogenato estocado foi descongelado em temperatura ambiente e
diluido em PBS na proporgdo 1:10 (v/v). A reacdo de lipoperoxidacdo foi realizada em
tubos eppendorf de 2 mL. Os grupos testes foram: Branco com incubacdo, branco sem
incubacdo, controle incubado (DMSO 20%, solvente usado para solubilizar o EMHs e a
polpa do fruto), controle ndo incubado, controle maximo (tecido, sulfato férrico e
acido ascorbico) e tubos testes (utilizando-se de 5 a 8 concentracdes do EMHs e da
polpa do fruto em solucbes de reacdo e quercetina com 5 concentragées de 2,5 a 40
ug/ml em solugdes de reagdo). Para cada amostra, exceto nos brancos, foi adicionado
50uL da solucdo de sulfato ferroso (SO4Fe” H,0) e acido ascérbico, ambos para
provocar a lipoperoxidacdo. Os ependorffs com as solu¢des foram incubados & 37°C
por 12 minutos em banho-maria sob agitacdo constante. Em seguida foi adicionado 0,5
mL do acido tiobarbiturico (TBARS) 0,5% em acido tricloroacético (TCA) 20%. Os tubos
foram fechados e colocados novamente sob aquecimento em banho-maria a 100°C por
10 minutos sem agitagao. Aliquotas de 1mL foram colocados em ependorff de 1,5 mL
e centrifugados a 3000rpm, por 15 minutos a 4°C. Foi retirado 200uL do sobrenadante
da amostra e colocado em placa de 96 pogos para realizacdo de leitura no

espectrofotdmetro em comprimento de onda de 532nm. O cdlculo da porcentagem de
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inibicdo da producdo de malonildialdeido foi calculado em relagdo aos valores obtidos
com as amostras do controle maximo (cérebro, ferro e acido ascorbico a 100uM) e a

ICso determinada por regressao.

4.2. Avaliacao da atividade sequestradora de radicais livres com DPPHe

A atividade seqliestradora de radicais livres foi avaliada segundo as
metodologias de Blois (1958) e Brand-Willians et al. (1995), adaptado para microplaca
de 96 pocos. As medidas foram feitas em espectrofotdmetro no comprimento de onda
517 nm, tendo como controle positivo padrdo o acido galico (0 a 15 pM/mL em
metanol 70%). O extrato metandlico da casca do caule e do fruto (em metanol 70%) foi
preparado nas concentracdes de 0 a 900 pg/mL. Em 100 pL das amostras-testes
adicionou-se 200 pL da solugdo de DPPH (100 uM, 40 pg/mL). As medidas das
absorbancias das misturas reacionais foram feitas apds 30 minutos de incubacdo, ao
abrigo da luz. Utilizou-se como controle a mistura de metanol 70% (100 pL) com DPPH
(200 pL). Os testes foram realizados em triplicata. A partir dos valores de absorbéancia
no tempo de 30 min para cada concentragdo testada é determinada a atividade
seqliestradora de radicais livres (ou como percentuais de DPPHe remanescentes %
DPPHgem), conforme a equacgao:

%ASRL = [(Ac - Aamostra ou padrio)/Ac ] x 100

Ac = Média da absorbancia do DPPH + metanol 70%

Aamostra ou padrio = Média da absorbancia da amostra analisada

Os resultado final foi expresso como CEsy (Concentragdo Eficiente) da amostra-
teste por regressao linear da equagdo gerada do grafico %SRL versus concentragao das
amostras ou padrdao. A CEsq refere-se a quantidade necessaria para reduzir a

concentracao inicial de DPPH em 50%.

5. Procedimentos experimentais
5.1. Farmacos utilizados

Todos os produtos quimicos foram fornecidos pela Sigma (Sigma, Chemical Co,
St. Louis, USA). Nos experimentos de colite experimental prednisolona e sulfassalazina

foram utilizados como controle positivo. Nos experimentos de Ulcera gastrica e
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duodenal, cimetidina, carbenoxolona ou lansoprazol foram usadas como controle
positivo. Todos os farmacos foram administrados por via oral, em dose-volume de 10
mL/Kg. Nos experimentos foi utilizado um grupo controle (negativo) que recebeu
solugdo salina 0,9%. A salina foi utilizada como veiculo na qual foi solubilizado o

extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa (EMHs) e os farmacos.

5.2. Animais

Para o estudo da atividade antiinflamatodria intestinal de H. stigonocarpa foram
utilizados Ratos (Rattus norvegicus) machos, da linhagem Wistar (180-200 g). Para o
estudo da atividade antiulcerogénica utilizou-se ratos machos (150-250 g) e para o
estudo de toxicidade aguda foram utilizados camundongos (Mus musculus) machos e
fémeas, da linhagem Swiss (25-35 g). Para avaliar a motilidade intestinal e diarréia
foram utilizados camundongos machos (25-35 g). Os animais utilizados foram providos
do Biotério Central da UNESP, Campus de Botucatu - S3o Paulo. Os animais foram
aclimatados as condi¢bes do biotério do Departamento de Farmacologia, Instituto de
Biociéncias, UNESP, por um periodo de 20 dias antes dos experimentos. Este biotério
possui uma temperatura ambiente controlada de 21 + 22C e um ciclo de claro-escuro
de 12 horas. Os ratos e camundongos ficaram alojados em caixas, separados por
grupo, com no maximo seis animais, e nos experimentos com a dieta ficaram em caixas
individuais. Os animais foram alimentados com ragao de manutengdo Labina-Purina e
agua corrente ad libitum. O periodo de jejum estd de acordo com o utilizado para cada
metodologia e especificado nos respectivos itens. O estudo foi realizado de acordo
com o protocolo experimental aprovado pela Comissdo de Etica em Experimentag3o

Animal deste Instituto (Protocolo n. 42/04 — CEEA).

5.3. Toxicidade aguda e “Screening” hipocratico

Estudos foram realizados a fim de se constatar possiveis efeitos téxicos agudos
do extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa (EMHs) que podem estar
relacionados a alteracbes de comportamento, a ocorréncia de mortes e de

modificacdes macroscdpicas dos drgaos.
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Camundongos machos e fémeas foram divididos em grupos (n=10) e receberam
os respectivos tratamentos: veiculo salina (controle) ou EMHs na dose Unica
submaxima de 5000 mg/Kg. Os tratamentos foram realizados por via oral e os
parametros comportamentais observados, foram aqueles descritos por Souza Brito
(1994), sendo as analises feitas aos 30, 60, 120, 240 e 360 minutos apds a
administracdo do EMHs. Os parametros de toxicidade aguda foram monitorados
através do registro do numero de mortes de animais por grupo. Como parametro
adicional de toxicidade, o peso dos animais foi monitorado durante 14 dias ap6s o
inicio do experimento e ao final deste periodo todos os animais foram mortos para
analise dos orgdos: coracdo, figado, rins, pulmado, baco, testiculos (macho) e ovarios
(fémeas). Estes foram devidamente pesados, no intuito de se avaliar possiveis

alteragdes morfoldgicas detectadas macroscopicamente.

5.4. Estudo da atividade de H. stigonocarpa em modelo de inflamagao

intestinal induzida por TNBS.
5.4.1. Desenho experimental:

5.4.1.1. Avalia¢do da atividade do extrato metandlico da casca do caule de H.

stigonocarpa (EMHs) na fase aguda do processo inflamatério intestinal.

Na fase aguda os estudos foram realizados com os seguintes grupos

experimentais (n=7):

A. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento
B. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento
C. Grupo tratado com o EMHSs nas doses de: 100, 200 e 400 mg/Kg
D. Grupo com os farmacos:
D1. Animais tratados com prednisolona 2mg/Kg

D2. Animais tratados com sulfassalazina 25 mg/Kg

A inducdo do processo inflamatdrio foi realizada pelo método descrito por
Morris et al. (1989), com pequenas modificacdes. Os animais foram submetidos a um
periodo de jejum de 24 horas e posteriormente anestesiados com éter e mortos em

camara de gas CO,.
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Em seguida, foi realizada a administracdo retal (intracolonica) de 0,25mL de
uma solucdo de 10mg de acido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em etanol a 50%
v/v. A administracdo foi realizada com a ajuda de um catéter (didametro de 2mm), o
qual foi introduzido pelo dnus do animal até uma distancia de 8cm. Os animais foram
mantidos de cabega para baixo desde o momento da instilagdo do hapteno até a
recuperacdo da anestesia. Os animais do grupo branco foram submetidos ao mesmo

procedimento, mas com administragao de solugdo salina em substituicao ao TNBS.

Os tratamentos foram administrados por via oral utilizando-se uma sonda
esofdgica, e foram realizados as 96, 72, 48, 24 e 2 horas antes da induc¢do da colite,
assim como dois dias depois. Os animais dos grupos controle e branco receberam
salina por via oral. Todos os animais foram mortos 48 horas apés a inducdo do
processo inflamatdrio. Como padrao de comparagao utilizou-se o grupo controle, o

grupo branco e grupo dos farmacos de referéncia.

5.4.1.2. Avaliacdo da atividade da dieta enriquecida com a farinha da polpa

do fruto H. stigonocarpa (DFHs) no processo inflamatério intestinal.
Os grupos utilizados para este experimento foram (n=7):

A. Grupo branco: animais sem colite e sem tratamento
B. Grupo controle: animais com colite e sem tratamento

C. Grupo tratado com DFHs nas proporgdes 5 e 10%

Os ratos foram divididos em quatro grupos com sete animais em cada grupo. O
grupo branco recebeu a racdo Labina-Purina (dieta normal) por 23 dias. O grupo
controle colitico também recebeu dieta normal por 21 dias antes dias antes da inducdo
da colite, assim como, dois dias depois. Dois grupos receberam a DFHs nas proporc¢cdes
5 e 10% nas mesmas condi¢des que o grupo controle colitico. A DFHs foi colocada na
gaiola como alimento (40 g didrio) e os animais foram colocados em caixas individuais
para monitoramento do consumo. Todos os animais foram mortos 48 horas apos a
inducdo da colite em camara de gas CO,. Como padrao de comparacao utilizou-se o

grupo controle e o grupo branco.
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5.4.2. Avaliacao do processo inflamatdrio intestinal

Ao final de cada periodo de tratamento, os animais foram mortos, os célons
retirados e analisados quanto aos prejuizos intestinais considerando-se parametros

macroscopicos e bioquimicos.

5.4.2.1. Avaliacao dos parametros macroscopicos do coélon, consumo
alimentar e do peso corporal

Durante o desenvolvimento dos experimentos, os animais foram avaliados em
diferentes parametros de carater geral tais como: consumo de alimento, peso corporal
e aparecimento de fezes diarréicas. Na andlise macroscdpica foram avaliados o peso e
o comprimento do célon, a existéncia de aderéncias entre o intestino e 6rgdos
adjacentes e a analise da severidade e extensdo do prejuizo intestinal, de acordo com
uma escala descrita previamente por Bell et al. (1995) (Tabela 2), que determina tanto

a gravidade como a extensao da lesdo intestinal.

Tabela 2. Critério de avaliacdo da severidade e extensdo da lesdo colbnica.

Escore Critério

Sem prejuizo

Hiperemia, sem ulceras

Ulcera linear sem inflamag3o significante
Ulcera linear com inflamag¢do em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamac&o

v Ao W N B, O

Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacao
maior que 1 cm ao longo da extensao do célon
6-10 Se o prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensao do célon (o escore é

aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Apds a anadlise macroscopica, o colon foi dividido em quatro fragmentos
longitudinais, trés deles foram congelados a —802C para determinacdo de proteinas e a

atividade da fosfatase alcalina, mieloperoxidase, conteido de malonildialdeido
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colonico, enquanto um fragmento foi processado para determinacdo dos niveis de

glutationa total.

5.4.2.2. Determinagdes bioquimicas

Todas as determinagdes bioquimicas foram realizadas em homogeneizados de
mucosa intestinal col6nica, sendo estes realizados a frio durante aproximadamente 45
segundos, com ajuda de um homogeneizador automatico, provido de um pistilo de

téflon e um recipiente de vidro de 10mL de capacidade.

A. Determinacao da atividade da mieloperoxidase (MPO)

A determinacdo da atividade da mieloperoxidase em fragmentos de célon de
rato foi realizada pelo método de Krawisz et al. (1984) e os resultados expressos como
unidades de mieloperoxidase por grama de tecido, onde 1 unidade de atividade de
MPO é definida como aquela que degrada 1 umol de peréxido de hidrogénio por
minuto a 252C. A atividade da mieloperoxidase se utiliza como marcador da infiltracdo

de neutrdfilos, mesmo que esta enzima nao seja especifica deste tipo celular.

B. Determinag¢ao do conteudo de glutationa total

A determinacdo do conteudo de glutationa total foi realizada de acordo com o
método descrito por Anderson (1985), que estd baseado na oxidacdo total da
glutationa reduzida (GSH) presente em uma amostra a sua forma oxidada (GSSG),
mediante a incuba¢do da amostra com o acido ditiobisnitrobenzdico (DTNB). O DTNB
reduzido adquire uma coloragdo amarelada, que pode ser determinada
espectrofotometricamente. A GSSG gerada é reduzida por acdo da enzima glutationa
redutase na presenca de NADPH. A GSH formada se oxida novamente, gerando um
ciclo continuo, no qual a velocidade de redugdo do DTNB (com o seu conseqliente
incremento de absorbancia a 412nm) é proporcional a quantidade total de glutationa

(GSH+GSSG). Os resultados foram expressos em nanomoles por grama de tecido.
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C. Determinagao de proteinas totais e da atividade da fosfatase alcalina
A determinacdo do conteldo de proteinas totais e da atividade da fosfatase
alcalina foi realizada pelos métodos cldssicos descritos por Smith et al. (1985) e Bessey

et al. (1946), respectivamente.

D. Determinagdo do contetido de malonildialdeido (MDA) colonico

A determinacdo do conteudo de malonildialdeido col6nico foi realizada de
acordo com o método descrito por Zingarelli et al. (1999), seguindo algumas
modificacdes.

As amostras de tecido foram homogeneizadas em solucdo de KCl 1.15% na
proporcado de 1:5. O homogenato foi centrifugado a 9000 rpm durante 10 minutos a
4°C. Foram utilizados 400uL do sobrenadante, que foi adicionado em tubo de vidro
com tampa de rosca, onde também foram adicionados 200 uL de lauril sulfato de sédio
8,1%, 1500 uL de acido acético 20%, pH 3.5, 1500 uL de acido tiobarbitirico 0,8%
diluido em 4cido acético e 400 puL de agua destilada. Para curva padrdo, foram
utilizados 100 pL de diferentes concentragdes de malonildialdeido, 700uL de agua
destilada e os demais reagentes.

Os frascos contendo essa mistura foram colocados em banho-maria a 952C
durante uma hora. Apds isso as amostras foram transferidas para ependorffs e
centrifugadas a 4000 rpm durante 10 minutos; 200 pyL do sobrenadante foram
colocados em placa de 96 pogos e a leitura foi realizada em espectrofotometro a
532nm. O valor da concentracdo de MDA foi multiplicado por 50 e os resultados foram

expressos em nanomoles/grama de tecido.

5.5. Determinag¢ao da motilidade intestinal

Seguindo o método descrito por Stickney & Northup. (1959), camundongos
Swiss macho, em jejum de seis horas e divididos em cinco grupos (n=7), receberam
seus respectivos tratamentos por via oral: salina, morfina 2,5 mg/Kg ou EMHs nas
doses 100, 150 e 200 mg/Kg. Apds trinta minutos, todos os animais receberam carvao
ativado 10% por via oral num volume de 10mL/Kg. Os animais foram sacrificados 30

minutos apds o ultimo tratamento. O passo seguinte foi retirar todo o intestino
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delgado juntamente com o estbmago, para medir o comprimento total do intestino e a
distancia percorrida pelo carvdo ativado. Os dados obtidos foram transformados na
razdo da distancia percorrida pelo carvao pelo comprimento total do intestino para

analise estatistica.

5.6. Avaliacao da Diarréia

Cinco grupos de camundongos Swiss (n=7) foram tratados por via oral com
salina, EMHs (100, 150 e 200 mg/Kg) ou loperamida (5 mg/Kg) 30 minutos antes da
administragdo do éleo de ricino (0,2 mL/animal). Imediatamente apds a ingestdo do
Oleo de ricino, cada animal foi colocado em caixa individual, cujo fundo da caixa foi
forrado com papel, e os animais foram observados por cinco horas. Os seguintes
parametros foram monitorados: tempo inicial da evacuac¢do (minuto), classificacdo da
evacuacdo - 1 (fezes normal), 2 (fezes semi-sélida), e 3 (fezes liquida) e indice da
evacuacao (lE), expressas de acordo com a férmula: IE= 1 x (n? fezes 1) + 2 x (n2 fezes

2) + 3 x (n2 fezes 3) (Awounters, 1978, modificado por Mukherjee et al., 1998).

5.7. Estudo da Atividade Antiulcerogénica

5.7.1. Avaliagao das lesoes

Cada modelo experimental apresenta os seus respectivos grupos controle
positivo (cimetidina, lansoprazol ou carbenoxolona) e negativo (salina) dependendo da
especificidade de cada modelo. Os animais, antes de cada tratamento, foram mantidos
em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua ad libitum.
Apds cada experimento os animais foram mortos com gas CO,, os estdbmagos foram
cortados ao longo da grande curvatura, levemente lavados com agua e pressionados
sob uma placa de vidro e escanados. As lesdes ulcerogénicas foram medidas através do
programa AvSoft” Bioview Spectra, Brasil e expressas em mm?. Em alguns modelos
que estdo especificados abaixo, o estbmago ou o duodeno foram cortados em tiras

para dosagem bioquimica, apds serem scaneados para determinacdo das lesdes.
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5.7.2. Modelos de lesGes ulcerogénicos estudados

A. Ulcera gastrica induzida por etanol

Este experimento foi realizado baseado no modelo descrito por Morimoto et
al. (1991) e Glavin and Szabo (1992). Ratos machos Wistar foram distribuidos em 6
grupos (n=8) e ficaram em jejum por 18 horas antes do inicio do experimento e
receberam os seguintes tratamentos por via oral: salina, lansoprazol (30 mg/Kg) ou
EMHSs (50, 100, 150 e 200 mg/Kg). Apds 60 min, todos os grupos receberam por via
oral 1 mL de etanol absoluto (agente lesivo) para induzir Ulcera gastrica. Apds uma
hora, os animais foram mortos em camara de gas CO,, os estbmagos foram removidos
e cortados em tiras para realizagao das dosagens bioquimicas e foram analisados de

acordo com os procedimentos descritos previamente.

B. Indugdao de ulcera gastrica por Droga antiinflamatdria n3o esteroidal
(DANE).

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Guidobono et
al., 1997, com modificagdaoes. As lesdes gastricas foram induzidas com indometacina
(50 mg/Kg, via oral) em ratos macho Wistar (n=8) apds 18 horas de jejum. EMHs (50,
100, 150 e 200 mg/Kg), cimetidina (100 mg/Kg) ou salina foram administrados por via
oral 30 minutos antes da indugao das lesdes gastricas. Os animais foram mortos em
camara de gas CO, seis horas apds o tratamento com o agente ulcerogénico. Os
estdbmagos foram removidos e cortados em tiras para realizagdo das dosagens

bioguimicas, e as lesGes gastricas foram analisadas como descrito anteriormente.

C. Ulceras induzidas pela Ligadura de piloro e avaliagdo dos parametros do
suco gastrico.

Este ensaio foi realizado de acordo com o método de Shay (1945) com algumas
modificagbes, onde os parametros do suco gastrico foram avaliados sob o efeito do
EMHs administrado oral ou intraduodenalmente no intuito de avaliar o efeito local ou
sistémico do extrato. Apds 18 horas de jejum os ratos, sob anestesia, sofreram uma

incisdo longitudinal logo abaixo da apdfise xiféide para a amarradura do piloro. A
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administracdo do EMHs (200 mg/Kg), cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo) ou
salina (controle negativo), foi realizada logo apds a amarradura, por via intraduodenal
ou 30minutos antes nos tratamentos por via oral. A dose Unica do EMHs (200 mg/Kg)
foi utilizada com base nos resultados obtidos nos experimentos anteriores, por ser
considerada a mais efetiva na protegdo das lesdes.

Logo apds a ligadura do piloro, suturou-se as incises e uma hora depois, todos
0s animais receberam histamina (100 mg/Kg) por via subcutanea. Quatro horas apds a
cirurgia os ratos foram mortos em camara de gas CO; e a incisdo reaberta. Logo em
seguida foi realizada uma ligadura da cardia (para preservagao do conteudo gastrico)
para a retirada do estdmago. O conteudo estomacal foi coletado e, em seguida,
determinado o volume do suco gastrico, o pH e a concentragdo de ions hidrogénio na
secregdo gastrica através de titulagdo com NaOH 0,01N em bureta digital, através da
fenolftaleina como indicador. A concentracdo total de acido foi expressa em

mEqg/ml/4h e o pH determinado por fitas de pH (Macherey- Nagel).

D. Determinag¢ao de Muco aderido a parede gastrica.

Este procedimento foi realizado de acordo com o método descrito por Come et
al. (1974) e modificado por Rafatullah et al. (1990). Apds 18 horas de jejum, os grupos
de ratos (n=8) sob anestesia, sofreram uma incisao longitudinal, logo abaixo da apdfise
xiféide para a amarradura de piloro. A administra¢do da salina, carbenoxolona (200
mg/Kg) ou EMHs (200 mg/Kg) foram realizadas por via oral uma hora antes da
amarradura do piloro. Apds quatro horas, os animais foram mortos, a porcao glandular
do estdbmago separada, pesada e imersa em solugcdo de Alcian Blue para o
procedimento de quantificacdo do muco. A leitura foi feita em espectrofotémetro a
598 nm, apds realizacdo de uma curva padrdao com varias concentracdes de Alcian

blue. Os resultados foram expressos em pg de Alcian blue/g de tecido.

E. Determinagdo do papel do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecao

Este procedimento foi realizado de acordo com o método descrito por Matsuda
et al. (1999). Ratos Wistar machos em jejum por 18 horas foram divididos em seis
grupos (n=7), onde trés grupos receberam injecdo intraperitoneal de L-NAME (N-nitro-

L-arginina metil ester) (70 mg/Kg), inibidor da NO-sintase, enquanto os outros trés
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grupos receberam salina pela mesma via. Apds 30 minutos, os grupos receberam
administracdo oral dos respectivos tratamentos (salina, carbenoxolona 100 mg/Kg ou
EMHs 200 mg/Kg). Apds 60 minutos, os animais foram tratados pela via oral com 1mL
de etanol absoluto. Os animais foram mortos apds uma hora da administracdo do
etanol, os estbmagos removidos e abertos na grande curvatura para determinar a area

de lesdo gastrica (mm3).

F. Determinacdo do papel dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecgdo

Este procedimento foi realizado de acordo com o método descrito por Matsuda
et al. (1999). Apds 18 horas de jejum, ratos Wistar machos, foram divididos em seis
grupos (n=7), onde trés grupos receberam injecdo intraperitoneal de N-etilmaleimida
(NEM) (10 mg/Kg), um bloqueador dos grupos sulfidrilicos, enquanto os outros trés
grupos receberam salina pela mesma via. Apds 30 minutos, os grupos receberam
administra¢do oral dos respectivos tratamentos (salina, carbenoxolona 100 mg/Kg ou
EMHs 200 mg/Kg). Apds 60 minutos, os animais foram tratados pela via oral com 1 mL
de etanol absoluto. Os animais foram mortos apds uma hora da administragao do
etanol, os estdbmagos removidos e abertos na grande curvatura para determinar a area

de lesdo gastrica (mm?2).

G. LesOes da mucosa gastrica induzidas por isquemia-reperfusao

As lesdes da Isquemia—reperfusdo (I/R) foram realizadas em trés grupos de
ratos (n=10) pelo método proposto por Ueda et al. (1989). Os ratos ficaram em jejum
por 18 horas e receberam dgua ad libitum antes do experimento. Os animais
receberam salina, lansoprazol (30 mg/Kg) ou EMHs (200 mg/Kg) por via oral. Em
seguida, os animais foram anestesiados com Ketamina (0,08 mL/100g) e Xilazina (0,04
mL/100g) por via intramuscular e permaneceram sedados durante todo o
procedimento. Foi feita uma incisdo de aproximadamente trés cm, do lado esquerdo
do abdomen onde a aorta e a veia cava sdao primeiramente identificadas para facilitar a
localizacdo da artéria celiaca. Apds a identificacdo, a artéria celiaca foi isolada,
submetida a um processo de limpeza e eliminacdo de aderéncias e eventual tecido
adiposo. Um clamp microvascular foi colocado nessa artéria e permaneceu clampado

durante 30 minutos. Apds este periodo de isquemia, o clamp foi removido (para
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permitir a reperfusdo) permanecendo assim por 60 minutos. Os grupos ndo-tratados
(sham) foram submetidos a uma incisdo abdominal, mas ndo sofreu I/R. Apds 60 min
de reperfusdo, os animais foram mortos em camara de gas CO,, e seus estbmagos
foram removidos e cortados em tiras para realizacdo das dosagens bioquimicas. A
injuria da mucosa gastrica foi analisada de acordo com os procedimentos descritos

previamente.

H. Ulcera duodenal induzida por cisteamina

A Ulcera duodenal foi induzida em ratos por duas administracdes oral de
cisteamina (400 mg/Kg) em solucdo salina com um intervalo de quatro horas. EMHs
(200 mg/Kg), lansoprazol (30 mg/Kg) ou salina foram administrados 30 minutos antes
da primeira dose de cisteamina. Um grupo ndo-tratado (sham) foi utilizado para avaliar
os parametros normal da mucosa duodenal. Todos os animais foram mortos em
camara de gas CO, 48 horas apds a primeira administracdo da cisteamina. Cada
duodeno foi aberto ao longo do lado antimensetérico. O escore duodenal foi
determinado utilizando a seguinte escala: 0 = nenhuma lesdo, 1 =erosdo na superficie
da mucosa, 2 = ulcera profunda ou Ulcera transmural, e 3 = ulcera perfurada (Szabo,
1978). Apds determinagdo do escore da lesdo e scaneamento do duodeno, este foi
cortado em tiras para realizacdo das dosagens bioquimicas. A area da lesdo duodenal

foi analisada de acordo com os procedimentos descritos previamente.

I. Avaliagao da atividade cicatrizante

Os experimentos foram realizados de acordo com o método por Okabe et al.,
(1971) modificado por Konturek et al., (1988). As lesdes foram induzidas na mucosa
gastrica e duodenal em ratos machos Wistar (n=8 por grupo) que ficaram em jejum por
18 horas antes do inicio do experimento com agua ad libitum. Uma incisdo foi feita no
abdémen dos animais anestesiados, e um molde plastico (4,2 mm de didmetro) foi
colocado sob o estbmago no primeiro experimento e sob a superficie serosa na parede
duodenal, aproximadamente 5 mm distal ao piloro no segundo experimento. Acido
acético (80%, 70 ul) foi colocado no molde e deixado por 20 s no estdmago e 10s na
parede duodenal. O estomago e o duodeno foram lavados com salina (20 °C) para

remocao do acido acético. Imediatamente em contato com o acido, houve a formacao
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da lesdo hemorragica profunda. Logo em seguida, realizou-se a sutura e os animais
retornaram ao biotério em caixas de conten¢do normais, com alimento e agua ad
libitum para sua completa recuperagdo. Os animais foram tratados durante 7 ou 14
dias consecutivos comecando um dia ap6s a cirurgia. Todos os tratamentos, incluindo
EMHSs (200 mg/Kg), lansoprazol (30 mg/Kg) ou salina, foram administrados por via oral
e a dieta DFHs (10%) foi colocada na gaiola como alimento (40 g diario para
monitoramento do consumo). Os animais que receberam a dieta ficaram em caixas
individuais. Apds o ultimo dia da administracdo do extrato e do consumo da dieta, os
ratos foram mortos e seus estbmagos e duodeno foram removidos e cortados em tiras
para realizacdo das dosagens bioquimicas e teste de toxicidade. A Ulcera gastrica e
duodenal foram medidas por paquimetro e analisada de acordo com os procedimentos

descritos previamente.

5.7.3. Avaliagao da atividade téoxica subaguda do EMHs e da DFHs

Foi avaliada a atividade toxica subaguda do estobmago e duodeno dos animais
submetidos ao tratamento didrio com o EMHs e a DFHs durante 14 dias no modelo da
atividade cicatrizante. No final do experimento da atividade cicatrizante os seguintes
orgdos foram retirados: coracao, pulmdes, figado, baco e rins para avaliar se houve
alteragdes nos o6rgdos dos grupos tratados e controle. Além disso, o sangue dos
animais foi coletado para andlise de alteracbes de parametros bioquimicos e
enzimaticos, que compreendem a avaliagdo dos niveis séricos de gama
glutamiltransferase (y-GT), uréia, creatinina, aspartato aminotransferase (AST) e
alanina aminotransferase (ALT). A quantificagdo foi feita utilizando-se analisador
bioguimico automatico SBA-200 e kits cinéticos e colorimétricos CELM®, Brasil,
disponibilizado para uso pelo laboratério de Andlises Clinicas do Hospital Veterindrio
da Faculdade de Medicina Veterinaria e Zootecnia da UNESP, Campus de Botucatu, sob

orientacdo da Prof. Dr(a). Regina Kiomi Takahira.

5.7.4. Determinagao bioquimica da mucosa gastrica e duodenal

Foi determinada a atividade da mieloperoxidase (Krawisz et al., 1984) e o

conteudo da glutationa total (Anderson 1985) em homogeneizados da mucosa gastrica
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e duodenal. O protocolo utilizado foi o mesmo para as determinagdes bioquimicas

realizadas em homogeneizados de mucosa intestinal col6nica descrito anteriormente.

6. Anadlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.). Os
valores obtidos foram submetidos a analise de varidncia (ANOVA), seguida pelo teste
de Dunnet, quando o nimero de grupos era maior que dois. Na andlise entre dois
grupos, recorreu-se ao uso do teste “t”. Dados ndo paramétricos (escores) foram
expressos como mediana e foram analisados pelo teste de Kruskal-Wallis seguido de
teste de Dunn. Dados descontinuos foram analisados pelo teste X% A significAncia

estatistica foi considerada para valores de P < 0,05.
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IV. Resultados

Parte 1.

1. Rendimento do Extrato metandlico da casca do caule (EMHs) e da polpa
do fruto de Hymenaea stigonocarpa.

O rendimento do EMHs e da polpa do fruto foi calculado apds o procedimento

descrito anteriormente no Material e Métodos (item 2) e segue na tabela 3.

Tabela 3. Rendimento do EMHs e do fruto de Hymenaea stigonocarpa

Parte da planta Matéria vegetal seca (g) Extrato seco (g) Rendimento (%)
Casca do caule 1545,00 118,76 7,6

Parte da planta Matéria vegetal fresca (g) Matéria vegetal seca (g) Rendimento (%)

Polpa do fruto 1546,00 1206,00 22,0

2. Caracterizagao quimica de H. Stigonocarpa

O perfil fitoquimico de uma espécie vegetal é uma abordagem inicial que pode
auxiliar nos estudos posteriores visando a identificacdo de compostos ativos. A tabela
4 traz os resultados dos testes para classes gerais de compostos secunddrios que
incluem substancias com importantes atividades farmacoldgicas. Estas analises
indicaram que as principais classes de substancias presentes foram de compostos
fendlicos, flavonodides, taninos e terpenos no EMHs e no fruto, e saponinas somente no
EMHs. Compostos pertencentes as clases das antraquinonas, cumarinas, alcaldides e

glicosideos cianogénicos ndo foram identificados.
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Tabela 4. Principais compostos secundarios detectados em H. stigonocarpa. Os sinais

(+) indicam detectados e os sinais (—) ndo detectados.

Classe de compostos investigada Caule Fruto
Compostos fenolicos
FeCl; 5% + +
Flavonoides
AICl; 5%
Taubock
Shinoda
Pew -
Pacheco
Taninos
Gelatina 2% +
FeCl; 5% + +
Antraquinonas
Borntrager - -
Cumarinas
KOH 10% - -
Terpenos e glicosideos cardiotonicos
Liebermann-Buchard + +
Pesez - -
Kedde - -
Keller-Kiliani + +
Saponinas
Agitacao + -
Alcaléides
Hager - -
Mayer - -
Bertrand - -
Dragendorff - -
Glicosideos cianogénicos
Guignard - -

+ + +
+ + + +

+

A andlise cromatografica do extrato da casca do caule e da farinha da polpa do
fruto por HPLC-PAD indicou que ambos possuem semelhancas qualitativas de
composicdo quimica e confirma a evidéncia da presenca de compostos fendlicos (Fig. 2
A). Com base na anadlise dos espectros de ultravioleta dos picos presentes e
comparacdo com padroes disponiveis, verifica-se em ambos cromatogramas
substancias eluidas na regidao de t,= 0-26 min que apresentam uma banda fraca em
torno de 280 nm, um ombro préximo de 220 nm e maximo entre 205-210 nm (Fig. 2
B), caracteristicos de catequinas (dc) (Fig. 2 C) (Rohr et al., 2000). Na regido de t,= 26-
34 min verifica-se um segundo grupo de substancias que exibem bandas com maximos
de absor¢do na regido de 216 e 270 nm (Fig. 2 D) e espectro caracteristicos de

derivados do acido gélico (dag) (Fig. 2 E) (Rohr et al., 2000). Na regido de t,= 39-48 min
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observa-se um pico alargado de baixa resolucdo, com espectros de UV semelhante ao
de dc, indicativo da presenca de taninos condensados.

Além disso, uma vez que as duas amostras foram preparadas e analisadas
similarmente por HPLC-UV, a inspecdao das intensidades de absor¢do dos picos
presentes nos cromatogramas indica que o extrato da casca do caule apresenta maior
teor de compostos fendlicos, se comparado aos frutos.

Dessa maneira, com o auxilio do detector PAD e comparacdao com padrdes,
duas classes de substancias foram identificadas na casca do caule e no fruto de H.
stigonocarpa catequinas monoméricas/oligoméricas (taninos condensados ou

proantocianidinas) e derivados do acido galico.
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Figura 2: Perfil cromatografico dos extratos dos frutos e cascas de H. stigonocarpa por
HPLC-UV-PAD (A). Espectro de UV do padrdo catequina (dc) (B), dos compostos
identificados como dc (C), do padrdo acido galico (D) e dos compostos identificados
como dga. Coluna Phenomenex Synergi-hydro RP18 (150 X 4,6 mm d.i., 4 um). Eluente
A: H,O + 0,1% TFA; eluente B: ACN + 0,1% TFA. Gradiente de eluicdo 10-23% de Bem A
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em 35 min, de 23-90% de B em 50 min. Fluxo 1 mL/min, volume de inje¢do 20 uL, A=

254 nm.

3. Atividade antioxidante

O EMHS e a farinha da polpa do fruto apresentaram atividade antioxidante no
modelo de peroxidagao lipidica com membrana de cérebro de rato induzida por ferro e
acido ascorbico, onde a IC 5o (concentracdo inibitoria de 50% da lipoperoxidacdo) foi
5,25 + 0,23 pg/mL e 27,33 = 0,09 pg/mL, respectivamente. No mesmo teste, a
quercetina, flavonéide antioxidante usado como referéncia, apresentou uma IC 5o de

0,33 £ 0,01 pg/mL (Tabela 5).

Tabela 5. Atividade antioxidante no modelo de peroxidacao lipidica

Amostra I1C5o ug/mL
EMHS 5,25+0,23
Farinha da polpa do fruto de Hs 27,33+0,09
Acido gélico (padr3o) 0,33+0,01

A ECso (concentracdo antioxidante capaz de reduzir a 50% da concentracdo
inicial do radical livre DPPHe) do EMHS e da farinha da polpa do fruto foram calculados
pela equacdo do grafico de % DPPHe seqliestrado em func¢do da concentracdo das
amostras. De acordo com a avaliacdo da capacidade antioxidante do EMHs e da farinha
da polpa do fruto de H. stigonocarpa, ambos apresentam atividade antioxidante. No

mesmo teste, o acido gdlico foi utilizado como antioxidante de referéncia (tabela 6).

Tabela 6. Porcentagem de DPPHe seqiiestrado e ECso das amostras.

Amostra ECso pg/mL
EMHS 10,78
Farinha da polpa do fruto de Hs 442,25
Acido gélico (padr3o) 1,89
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4. Toxicidade aguda e “Screening” hipocratico

A administracdo da dose de 5000 mg/Kg do extrato metandlico da casca do
caule de H. stigonocarpa (EMHs) em camundongos macho e fémea ndo provocou
alteragdes nos parametros comportamentais analisados (dados ndo apresentados)
guando comparados aos obtidos com o grupo de animais tratados com salina. O
monitoramento didrio do peso dos animais nao indicou variagdao significativa em
relacdo ao grupo controle negativo (figura 3) e também ndo ocorreram mortes durante

o periodo de observacdo (tabela 7 A e 7B).

10 -
(7]
2 g _
g . #~*  —-Salina macho
: -=-EMHs macho
S 9 4 - Salina fémea
Q= 2 - —<EMHs fémea
g,
il
g -2 - 567 891011121314

4 Dias

Figura 3. Avaliacdo do peso corporal de camundongos macho e fémea tratados com
dose Unica do EMHs na dose de 5000 mg/Kg. Dados expressos em média do (Peso final

X 100/peso inicial)- 100.

Outro parametro analisado foi o peso relativo dos érgdos, obtidos da razao
entre o peso do érgdo e peso total do animal que foi transformada em Arcoseno para
fins de adequacdo estatistica (tabela 7 A e 7 B). Apds a realizacdo do teste “t”,
verificou-se que nao ha diferenca estatistica entre os érgdos analisados (P> 0,05) entre
os grupos salina e EMHs comparados entre os camundongos do mesmo sexo (tabela 7

Ae7B).
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Tabela 7 A. Efeito da administracdo aguda do EMHs sobre os 6rgdos de camundongos

macho. Dados expressos em média + E.P.M.

Trat. (v.0.)  Coragao Figado Pulmao Baco Rins Testiculos Mortalidade
(%)
salina 4,29+0,17 14,25%0,25 4,16+0,06 4,15+0,44 7,22+0,24 4,18%0,15 0
EMHs 4,12+0,14 14,12+0,41 5,46+0,61 4,69+0,41 6,87+0,19 4,2610,14 0
5.000mg/Kg

Tabela 7 B. Efeito da administra¢cdo aguda do EMHSs sobre os érgaos de camundongos

fémea. Dados expressos em média + E.P.M.

Trat. (v.0.) Coragao Figado Pulmao Baco Rins ovarios utero Mortalidade
(%)
Salina 4,25+0,16 14,80+0,30 4,51+0,08 3,64t0,14 6,59+0,12 2,61+0,22 13,30+1,04 0
EMHs 3,95+0,05 14,10+0,32 4,45+0,16 3,54+0,13 6,59+0,22 2,46%0,36 13,7+2,09 0
5.000mg/Kg
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Parte 2 - Colite Experimental

1. Resultados do extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa
(EMHs) em modelo de inflamacgao intestinal aguda induzida por TNBS.

1.1. Avaliagao dos parametros macroscopicos do célon, consumo alimentar e
do peso corporal.

A administracdo intracolénica de TNBS resulta em inflamacdo no epitélio
colonico, que pode ser evidenciada apods 48 horas por meio de necrose na camada
mucosa, ocorréncia de espessamento, hiperemia na parede intestinal, incidéncia de
diarréia e aderéncia do intestino com os 6rgaos adjacentes.

Os animais tratados com prednisolona, sulfassalazina e as trés doses do EMHs
testadas apresentaram um escore inferior ao grupo controle (tabela 8), porém
nenhuma diferenca estatistica foi observada.

Analisando a extensdo da lesdo, o grupo controle apresentou uma extensao
média de 3,4 = 0,48 cm; apesar dos animais tratados com o EMHs nas doses de 100 e
200 mg/Kg apresentarem uma extensdo de lesdo inferior, nenhuma diferenca
estatistica foi observada. Os animais tratados com os farmacos de referéncia
sulfassalazina e prednisolona apresentaram extensdo de lesdo menor que o grupo
controle diferindo estatisticamente (tabela 8).

Ao avaliar a relacdo peso/comprimento colénico (mg/cm), os animais do grupo
tratado com prednisolona apresentaram uma relagdao de 128,68 *+ 5,05 vs. 151,67 *
6,02 grupo controle, com diferenca estatistica de P<0,05; porém, nenhum outro
tratamento promoveu alteragdo neste parametro (tabela 8).

Todos os grupos dos animais coliticos apresentaram sinais de diarréia. Quanto a
incidéncia de aderéncia, esta foi observada em 57% dos animais do grupo controle, em
14% dos animais tratados com EMHs (200 mg/Kg) e sufassalazina, e em nenhum

animal tratado com prednisolona (tabela 8).
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Tabela 8. Efeito do Extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa (EMHs) nas
doses de 100, 200 e 400 mg/Kg, prednisolona (2 mg/Kg) e sulfassalazina (25 mg/Kg) no
escore macroscopico, extensdo da lesdo, relacdo peso comprimento colbnico, diarréia e

aderéncia em modelo de inflamacdo intestinal agudo induzido por TNBS.

Grupo Escore Extensao da Relagao Diarréia Aderéncia
Experimental macroscdpico Lesao peso/comprimento (%) ¢ (%) ¢
(n=7) (0-10)a (cm)b (mg/em) b
Branco Q*** 0** 102,74 6,45%* Q*** 0
Controle 8(5-8)+++ 34+0,48++ 151,67+%6,02++ 85+++ 57
EMHs 7(5-8) +++ 29+£0,39++ 140,84+ 8,82++ 71 57
100mg/Kg
EMHs 6(5-8) + 2,6+£0,46++ 143,21+£6,97++ 100+++ 14
200mg/Kg
EMHs 7(6-8) +++ 3,4£0,32++ 134,70+ 11,82+ 86+++ 60
400mg/Kg
Prednisolona 5(2-6) 1,5 £0,30%*+ 128,68 £5,05* 57 0
2mg/Kg
Sulfasalazina 4(3-7) 1,8+0,41%++ 142,07+ 6,29++ 71 14
25mg/Kg

a ~ . . b ~ ~ ~
Os valores de escore estdo expressos em mediana (intervalo), = extensdo da lesdo, relagdo peso-
comprimento col6nico estdo expressos em média + E.P.M., € diarréia e aderéncia foram analisados pelo
2
teste X, onde * P < 0,05; ** P < 0,01; *** P < 0,001 comparados ao grupo controle. +P<0,05; ++P<0,01; +++

P < 0,001 comparado ao grupo branco (ndo-colitico).

A instalacdo do processo inflamatdrio intestinal estd associada a uma reducao
no consumo de racdo e no peso corpéreo do animal. Apds a administracdo do TNBS, o
consumo de alimento ficou reduzido e somente os animais do grupo branco (ndo
colitico) restabeleceram normalmente o consumo apds o jejum (52 dia) (Figura 4) e,

conseqlientemente, seu peso corporal (Figura 5).
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Figura 4: Avaliacdo do consumo de racdo por grupo dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em consumo/ nimero
de animais. (EMHs- extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa; P-

prednisolona; S- sulfassalazina)

A reducdo no consumo de racdo reflete na reducdo do peso corpéreo. Os
animais tratados com EMHs 200 mg/Kg e sulfassalazina restabeleceram o ganho de
peso corpdreo mesmo apds a administracdo do TNBS; porém, n3o apresentaram

diferenca estatistica em relagcdo ao grupo controle (Figura 5).
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Figura 5: Avaliacdo do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental de
colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do (Peso final X 100/peso
inicial) -100 + E.P.M. com ** P<0,01 comparado com o grupo controle TNBS. (EMHs-
extrato metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa; P- prednisolona; S-

sulfassalazina).

1.2. Determinagao Bioquimica

Bioguimicamente, os mediadores inflamatdrios estdo em intensa atividade
apos a administracdo de TNBS, dados que podem ser observados pela atividade da
mieloperoxidase (MPQO) (Figura 7) e da fostatase alcalina (FA) (Figura 8), quando
comparados os animais do grupo controle e os animais ndo coliticos (branco). Estes
resultados sdo acompanhados por uma significante reducdo no conteudo de glutationa
colbnica (Figura 6) e no aumento do conteudo de malonildialdeido (MDA) (Figura 9),
como conseqiiéncia do estresse oxidativo ao qual o célon lesado esta submetido.

O pré-tratamento dos animais com EMHs (200 mg/Kg) e prednisolona
promoveu manutencdo nos niveis de glutationa col6nica, quando comparados ao
grupo controle colitico (Figura 6). Apesar do tratamento com o EMHs (200 mg/Kg)

promover a manutencdo no conteddo de GSH, nenhuma diferenca estatistica foi
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observada em relagdao ao contelddo de malonildialdeido (MDA); entretanto, nos grupos
tratados com sulfassalazina ou prednisolona, o conteiddo de MDA foi reduzido
diferindo estatisticamente do grupo controle (Figura 9).

Somente as drogas de referéncia foram capazes de reduzir os niveis teciduais
de mieloperoxidase (MPQO) em relacdo ao grupo controle (Figura 7); no entanto,
nenhum tratamento foi capaz de reduzir a atividade da fosfatase alcalina (FA) (Figura

8).

2500

2000

**
*
| *
l
1500
1000 -
500 -

Branco controle EMHs 100 EMHs 200 EMHs 400 P2 mg/Kg S25mg/Kg
mg/Kg  mg/Kg  mg/Kg

GSH (nmol/g de tecido)
o

o

Figura 6. Avaliacdo dos niveis de glutationa colénica (GSH) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com *P<0,05; **P<0,01 comparados ao grupo controle. (EMHs- extrato metandlico

da casca do caule de H. stigonocarpa; P- prednisolona; S- sulfassalazina).
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Figura 7: Avaliacdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPQO) em animais
submetidos ao modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos
em média * E.P.M com * P<0.05 comparados ao grupo controle. (EMHs- extrato

metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa; P- prednisolona; S- sulfassalazina).
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Figura 8: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com *P<0.05, comparados ao grupo controle. (EMHs- extrato metandlico da casca

do caule de H. stigonocarpa; P- prednisolona; S- sulfassalazina).
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Figura 9: Avaliagdo dos niveis de malonildialdeido (MDA) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com *P<0,05; **P<0,01, comparados ao grupo controle. (EMHs- extrato

metandlico da casca do caule de H. stigonocarpa; P- prednisolona; S- sulfassalazina).

2. Resultados da dieta com a farinha da polpa do fruto de H. stigonocarpa

(DFHs) em modelo de inflamagdo intestinal aguda induzida por TNBS.

2.1. Avaliagdao dos parametros macroscopicos do célon, consumo alimentar e
do peso corporal.

Assim como para avaliar a atividade do extrato, o modelo experimental
utilizado para avaliar os efeitos da dieta foi o modelo de inflamacdo intestinal aguda,
com o intuito de observar a acdo preventiva da dieta. Este modelo se caracteriza pela
inflamagdo no epitélio colénico com a presenga de necrose na camada mucosa. A
ulceracdo e a inflamacdo no célon do rato sdo caracterizadas pela doenca na parede
colonica, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares, (observados pela atividade da
mieloperoxidase) e formacdo de granulomas. Esta lesdo é maxima 48 horas apods a
administracao do TNBS.

A inducdo da colite em ratos pelo TNBS resultou na inflamacgao col6nica, a qual
foi evidénciada apds 48 horas, por severa lesdo na mucosa extendendo-se de 4,3 a 6,2
cm ao longo do cdélon (Tabela 9). Este processo inflamatério foi asociado a um

aumento significante na relagdo peso/ comprimento e na incidéncia de diarréia (100%)
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nos animais controle coliticos quando comparados ao grupo branco (ndo-colitico)

(Tabela 9).

Os animais tratados com a DFHs (10%) por 3 semanas apresentaram uma

diminuicdo no escore macroscépico além de uma diminuicdo significativa na extensao

da lesdo em relacdo ao grupo controle (Tabela 9). Este grupo ndo apresentou

incidéncia de aderéncia, porém ndo foi estatisticamente significante em relacdo ao

grupo controle (Tabela 9).

Tabela 9. Efeito da dieta enriquecida com a farinha da polpa do fruto de H. stigonocarpa

(DFHs) nas concentracdes de 5 e 10% no escore macroscopico, extensdo da lesdo, relacdo

peso comprimento colénico, diarréia e aderéncia em modelo de inflamagdo intestinal

agudo induzido por TNBS.

Grupo Escore Extensdo da Relagdo Diarréia Aderéncia
Experimental macroscopico Lesdo peso/comprimento (%) ¢ (%) ¢
(n=7) (0-10)a (cm)b (mg/cm) b
Branco Q¥** 0** 97,66 t 4,40** Q*** 0
Controle 10(8-10)+++ 5,5410,27++ 159,44+ 5,764+ 100+++ 57
DFHs 8(8-9)++ 4,41+0,17++ 158,17+ 6,14++ 100+++ 28
5%
DFHs 7,5(6-9)* 3,38+0,63**++ 156,13+ 7,15++ 71++ 0
10%

~ . . b
® Os valores de escore estio expressos em mediana (intervalo),

extensdo da lesdo, relagdo peso-

comprimento coldnico estdo expressos em média + E.P.M., ¢ diarréia e aderéncia foram analisados pelo

teste XZ, onde * P < 0,05; ** P <0,01; *** P < 0,001 comparados ao grupo controle. +P<0,05; ++P<0,01; +++

P < 0,001 comparado ao grupo branco (ndo-colitico).
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Na avaliacdo do consumo de racdo, foi observada uma redug¢do no consumo
pelos animais do grupo controle quando comparado aos animais do grupo branco
(ndo-colitico) (Figura 10). Os animais que receberam a DFHs (5 e 10%) restabeleceram
0 consumo apods a indugdao em relagdo ao grupo controle, mas ndao apresentaram

diferenca estatistica (Figura 10).

o 350 -
AT

“é' 30,0 -

S 5 250 -

o —

£ e 20,0 - =¢=Branco

(7 r—

§ g 150 - <@-Controle
g g 100 - DFHs 5%
T

=5 50 - <<DFHs 10%
g 0’0 1T 1T 11T 11T 1T 17T 17T T T T T T T T 1

0 2 4 6 810121416182022

Dias

Figura 10: Avaliacdo do consumo de ra¢do por grupo dos animais submetidos ao modelo
experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em consumo/ nimero

de animais. (DFHs- dieta com a farinha da polpa do fruto de H. stigonocarpa).

Os animais do grupo branco (ndo colitico) restabeleceram normalmente o seu
peso corporal apds o jejum (219 dia) (Figura 11), diferindo do grupo controle no 23¢
dia. Os animais tratados com a DFHs (10%) tiveram um ganho de peso superior aos
animais do grupo controle apds a inducdo da colite, o que pode ser observado na

figura 11.
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Figura 11: Avaliagdao do peso corporal dos animais submetidos ao modelo experimental
de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média do (Peso final X 100/peso
inicial) -100 % E.P.M. com ** P<0,01 comparado com o grupo controle TNBS. (DFHs- dieta

com a farinha da polpa do fruto de H. stigonocarpa).

2.2. Determinagao Bioquimica

Apds a administracdo do TNBS os danos colénicos do grupo controle foram
caracterizados por uma significante reducdo de 37% nos niveis de glutationa (GSH), um
aumento de 57% no conteddo de malonildialdeido (MDA), um aumento na atividade
de mieloperoxidade (MPO) e da fosfatase alcalina de 44,7 e 2 vezes respectivamente
em relacdo ao grupo branco (ndo colitico).

A DFHs (10%) promoveu a manuteng¢do nos niveis de GSH (Figura 12) e reduziu
os niveis de MDA (Figura 15). A DFHs (10%) também reduziu a atividade da MPO
(Figura 13), porém ndo reduziu a atividade da FA (Figura 14). A DFHs (5%) promoveu
efeito apenas em um parametro bioquimico, reduzindo a atividade da MPO (Figura

13).
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Figura 12. Avaliacdo dos niveis de glutationa col6nica (GSH) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com *P<0,05; **P<0,01 comparados ao grupo controle. (DFHs- dieta com a farinha

da polpa do fruto de H. stigonocarpa).
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Figura 13: Avaliagdo da atividade da enzima mieloperoxidade (MPO) em animais
submetidos ao modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos
em média + E.P.M com * P<0.05; **P<0,01 comparados ao grupo controle. (DFHs- dieta

com a farinha da polpa do fruto de H. stigonocarpa).
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Figura 14: Avaliagdo da atividade da fosfatase alcalina (FA) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com **P<0.01, comparados ao grupo controle. (DFHs- dieta com a farinha da polpa

do fruto de H. stigonocarpa).
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Figura 15: Avaliagdo dos niveis de malonildialdeido (MDA) em animais submetidos ao
modelo experimental de colite aguda induzida por TNBS. Dados expressos em média +
E.P.M. com **P<0,01, comparados ao grupo controle. (DFHs- dieta com a farinha da polpa

do fruto de H. stigonocarpa).

-59 -



V - Discussdo e conclusdo
Discussao e conclusdo da atividade antiinflamatdria intestinal

Devido ao uso etnofarmacolégico da casca do caule e dos frutos de Hymenaea
stigonocarpa para tratar dor gastrica, uUlcera, diarréia e inflamacdo (Grandi et al.,
1989), os efeitos desta planta medicinal foi estudada no presente projeto no processo
inflamatdrio intestinal induzido pelo TNBS em ratos. A casca do caule e o fruto sdo
usados na medicina popular na forma de xarope e como alimento, respectivamente
(Andersen & Andersen, 1988; Grandi et al., 1989; Almeida, 1998); sendo assim, o
presente projeto teve como objetivo determinar os efeitos protetores da extrato
metanodlico da casca do caule (EMHs) por meio da administracdo oral e da dieta
enriguecida com a farinha da polpa do fruto (DFHs) na forma de alimento.

No primeiro experimento, foi avaliado o efeito do EMHs nas doses de 100, 200
e 400 mg/Kg no processo inflamatério intestinal. Apds o pré-tratamento com o EMHs,
a dose de 200 mg/Kg promoveu a manutencdo dos niveis de glutationa (GSH);
contudo, ndo melhoraram os dados de observacdo experimental, assim como a
incidéncia de diarréia e nem reduziram os niveis teciduais de malonildialdeido (MDA),
mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA).

No segundo experimento, foi avaliado os efeitos preventivos da dieta
enriguecida com 5 e 10% da farinha da polpa do fruto e os resultados demonstraram
qgue a DFHs 10% preveniu o processo inflamatdrio intestinal induzido pelo TNBS, o qual
foi evidenciado por reduzir o escore macroscépico e extensao da lesao e,
bioguimicamente pela manutenc¢do dos niveis de GSH, reducdo do conteido de MDA e
da atividade da MPO. A DFHs 5% ndo protegeu dos efeitos macroscépicos e reduziu
somente a atividade da MPO entre os parametros bioquimicos avaliados.

Em relagdo aos parametros macroscépicos, o processo inflamatério colénico
estd associado a um aumento da relacdo peso/comprimento deste tecido, além da
ocorréncia de diarréia, aderéncia aos orgaos adjacentes, reducdao no consumo de
alimento e consequiente redugdo no peso corporeo.

Entre os sintomas da DIl estd a reducdo do peso corporal, que ocorre devido a
uma redug¢ao no consumo alimentar, resultado de dor abdominal e diarréia durante a

fase ativa da doenca (Campos et al.,, 2002). No modelo de doenca inflamatdria
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intestinal induzida por TNBS a perda de peso é observada somente na primeira
semana apods a administracdo (Morris et al., 1989) sendo entdo necessario um periodo
de recuperacdo para que os animais restabelecam o consumo de alimento e o peso
corporal. No presente estudo, a diferenca estatistica no ganho de peso entre os grupos
branco e controle foi observada nos dois protocolos experimentais de fase aguda.
Quanto aos animais pré-tratados, que receberam o EMHs 200 mg/Kg e sulfassalazina,
estes restabeleceram o ganho de peso corpéreo mesmo apds a administracdo do
TNBS; porém, ndo apresentaram diferenca estatistica em relagdo ao grupo controle.
Os animais que receberam a DFHs 10% restabeleram o consumo e tiveram um ganho
de peso superior apds a inducdo da colite em relagdo ao grupo controle, mas nao
estatisticamente significante.

A diarréia é um sintoma da DIl que é mediada pelas células T, e indica perda da
capacidade absortiva intestinal (Mush et al., 2002). Apds a inducdo da colite por TNBS
em ratos, o processo inflamatdrio estd associado aos sinais de diarréia nos animais
coliticos como observado nos experimentos de Witaicenis et al., 2010. Além disso,
ocorre a presenca de aderéncias entre o célon e o érgao adjacente que é o resultado
da inflamacdo transmural, caracteristica comum da Doenca de Crohn em humanos
(Levine, 1994) e da colite experimental induzida por TNBS como observado por
Witaicenis et al., 2012. De acordo com os resultados obtidos neste projeto, no
primeiro ensaio experimental os animais tratados com EMHs (200 mg/Kg),
sufassalazina e prednisolona foram capazes de diminuir a incidéncia de aderéncia em
relacdo ao grupo controle; porém, ndo foi estatisticamente significante. No segundo
ensaio experimental, todos os grupos apresentaram sinais de diarréia, porém os
animais que receberam a DFHs 10% ndo apresentaram aderéncia do célon aos 6rgdos
adjacentes.

O aumento do peso do tecido do cdélon inflamado também é considerado um
indicador da severidade e extensdo da resposta inflamatdria (Peterson et al., 2011).
Somente o pré-tratamento com prednisolona, no primeiro ensaio experimental, foi
capaz de diminuir a relacdo peso /comprimento coldnico. De fato este parametro é
dificil de ser revertido por tratamento farmacolégico, pois a lesdao deste modelo
experimental é severa e extensa (Veljaca et al., 1995), conseqiientemente, isto

também ocorre com os parametros de escore macroscopico e extensao da lesado.
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A colite induzida pelo TNBS via intracol6nica, promoveu lesdo no célon dos
animais nos dois modelos experimentais. No primeiro ensaio experimental, somente o
pré-tratamento com a prednisolona e sulfassalazina diferiram estatisticamente do
grupo controle quanto a extensdo da lesdo. O pré-tratamento com a dieta DFHs 10%
promoveu efeitos benéficos nos danos causados no tecido, reduzindo o escore e a
extensdo de lesdo do célon, diferindo do grupo controle.

Do ponto de vista bioquimico, o modelo de doenca inflamatdria intestinal
induzida por TNBS, promove deplecdo da glutationa (GSH), aumento da atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e fosfatase alcalina (FA).

Os efeitos protetores promovidos pelo EMHs (200 mg/Kg) e pela DFHs 10% na
manutenc¢dao dos niveis de GSH é indicativo de uma agdo antioxidante da planta. A
glutationa (GSH, L-g-glutamil-L-cistenilglicina) é um tripeptideo, contendo glutamato,
glicina e cisteina e é o tiol ndo protéico mais abundante nas células dos mamiferos. A
glutationa existe no organismo em suas formas reduzida (GSH) e oxidada (GSSG),
atuando direta ou indiretamente em muitos processos biolégicos importantes,
incluindo a sintese de proteinas, metabolismo e protecdo celular (Junior et al., 2001).
Baixas concentra¢Ges de GSH tém sido reportadas em algumas doencas (Junior et al.,
1998). A GSH em sua forma reduzida possui um grupo sulfidrila, que pode atuar
seqliestrando radicais livres como o oxigénio (0O,), peroxinitrito e hidroperéxidos
lipidicos; além disso, esta relacionada diretamente com o processo de reparagdo da
lesdo oxidativa no DNA e protecdo contra moléculas reativas de oxigénio (Kruidenier &
Verspaget, 2002). A presenca de estresse oxidativo na mucosa colOGnica no processo
inflamatodrio intestinal é confirmada pela depleg¢ao dos niveis de glutationa, como
observado em humanos (Sido et al., 1998) e em modelos experimentais (Di Stasi et al.,
2004; Luchini et al., 2008; Witaicenis et al., 2010; Witaicenis et al., 2012).

O estresse oxidativo € um mecanismo potencial de lesdo tecidual que contribui
para a patogénese das doengas inflamatdrias intestinais, o que reforga a pesquisa de
novos compostos com atividade antioxidante como novas terapias para o tratamento
destas doencas (McKenzie et al., 1996; Dryden et al., 2005); portanto, estratégias para
inibir os radicais livres sdo um importante ponto de partida na busca de novos

medicamentos para o tratamento das doencas inflamatodrias intestinais.
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No tecido colOGnico de pacientes com DIl o estresse oxidativo é também
caracterizado pelo aumento nos niveis de malonildialdeido (MDA) (Dagli et al., 1997;
Kruidenier et al., 2003). O MDA é um dialdeido formado como um produto secundario
durante a oxidacdo de acidos graxos poliinsaturados (Lima & Abdalla, 2001). O modelo
experimental de colite induzida pelo TNBS promove alteragdes nos sistemas
antioxidantes da mucosa intestinal, o que pode levar a um estresse oxidativo, que
pode ser confirmado pelo aumento do conteddo de MDA col6nico como mostrado
neste e em outros estudos (Loguercio et al., 2003). O pré-tratamento com a DFHs
(10%) ou com os farmacos de referéncia prednisolona e sulfassalazina, foram capazes
de diminuir o estresse oxidativo colonico, apds a administracdo do TNBS, demonstrado
pela diminuigao no conteudo de malonildialdeido.

Algumas intervengdes terapéuticas tém demonstrado capacidade de melhorar
a DIl por meio da sua capacidade antioxidante, reduzindo a peroxidacao lipidica. Entre
estas intervencgdes incluem a Vitamina E (Gonzales et al., 2001), tempol (Cuzzocrea et
al., 2000), flavondides (Galvez et al., 2001), paepalantina (Di Stasi et al., 2004) e
cumarinas (Luchini et al., 2008; Witaicenis et al., 2010; Witaicenis et al., 2012). No
presente estudo, o EMHs e o fruto apresentaram atividade antioxidante in vitro por
meio do modelo de peroxidacdo lipidica com membrana de cérebro de rato e pela
avaliacdo da atividade sequestradora de radicais livres com DPPHe, e in vivo por meio
da manutencdo dos niveis de GSH do cdélon e do MDA, este ultimo somente com o
fruto.

Além das caracteristicas descritas acima, a glutationa é descrita como o
principal antioxidante para o acido hipocloroso, produzido pelos neutréfilos por acao
da enzima mieloperoxidase (MPO) (Winterbourn & Brennan, 1997), a qual é
encontrada predominantemente nos granulos azuroéfilos destas células, sendo um
importante marcador bioquimico que caracteriza a infiltracdo desse tipo celular e a
inflamagdo tecidual. A MPO catalisa a conversao do peréxido de hidrogénio, na
presenca de cloro a acido hipocloroso (HCIO), um potente agente oxidante que
contribui para o mecanismo de defesa contra os agentes infecciosos, mas também
pode atuar sobre as células, podendo causar muitos danos e enfermidades

inflamatdrias (Kettle & Winterbourn, 1991). A determinacdo da atividade da
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mieloperoxidase no intestino por meio de ensaios bioquimicos pode ser usada para
guantificar a inflamacdo (Krawisz et al., 1984).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que no modelo
experimental de colite, o pré-tratamento com o EMHs ndo foi capaz de reduzir a
atividade da enzima MPO; entretanto, as drogas de referéncia prednisolona e
sulfassalazina inibiram a atividade desta enzima. O pré-tratamento com a DFHs 10%
promoveu reducdo na atividade da enzima MPO. O fato dos animais tratados com
prednisolona, sulfassalazina e a DFHs 10% terem reduzido a atividade da enzima
mieloperoxidase, indica que tanto os farmacos de referéncia quanto a dieta
apresentam importante atividade antiinflamatdria. A reducdo da atividade da enzima
mieloperoxidase tem sido observada em ratos coliticos tratados com fibra alimentar
(Rodriguez-Cabezas et al. 2002; Witaicenis et al., 2010). De acordo com Andoh et al.
(1999), o butirato é um dos metabdlitos da fibra alimentar que exerce um potente
efeito antiinflamatdrio in vitro e in vivo. Sendo assim, a redugdo da atividade da MPO
apresentado pela DFHs 10% pode ser interpretada como uma manifestacdo
antiinflamatéria intestinal exercida pelas fibras presente no fruto. Entretanto, a
auséncia do efeito antiinflamatério do EMHs através da dosagem da MPO, ndo
significa que o extrato ndo apresenta efeito antiinflamatério, pois nao se conhecem os
mecanismos de acdo desta planta e outros mediadores inflamatdérios podem estar
envolvidos.

Entretanto, os resultados do presente projeto demonstraram que o pré-
tratamento com o EMHs ou com a DFHs ndo foi capaz de reduzir a atividade da enzima
fosfatase alcalina (FA) apds 48 horas da instalagdo do proceso inflamatério. De acordo
com alguns estudos, esta enzima fica aumentada no processo inflamatério intestinal
(Sanchez de Medina et al., 1996; Gonzalez et al., 2001; Sanchez de Medina et al., 2002;
Sanchez de Medina et al., 2004). A FA é uma enzima de ocorréncia natural que esta
distribuida nas células e nos tecidos. A isoforma da FA intestinal estd expressa em
grande quantidade no revestimento intestinal (Goldberg et al., 2008; Tuin et al., 2009)
e é considerada um marcador de diferenciagdo das células epiteliais do intestino
(Fukushima et al., 1998; Lee et al., 2005).

Com relacdo a atividade antioxidante, tanto o EMHs quanto a DFHs

apresentaram atividade; porém, somente a DFHs apresentou atividade
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antiinflamatéria, a qual foi relacionada com o uso popular do fruto para inflamacao
(Grandi et al., 1989). Apesar do uso tradicional desta planta medicinal, ndo ha estudos
farmacologicos dos seus efeitos no trato gastrointestinal. Entretanto, estudos quimicos
tém relatado que o fruto de H. stigonocarpa é rico em fibras e carboidratos (Silva et
al., 2001). A fibra alimentar tem promovido beneficios na manutencdo da remissdo na
colite humana e experimental e sua propriedade protetora tém sido atribuida ao
aumento na produc¢do de acidos graxos de cadeia curta (AGCC) no Iimen, incluindo o
acetato, propionato e o butirato (Rodriguez-Cabezas et al., 2002). Os AGCC tem um
importante papel na manuteng¢ao da homeostase do intestino, e o butirato é uma
importante fonte de energia para os colondcitos, além de controlar o crescimento e a
diferenciacdo celular (Rodriguez-Cabezas et al., 2002; Galvez et al., 2005). Embora o
mecanismo pelo qual o butirato previne a inflamagdao do cdélon, cancer de cdlon e
outras desordens ndo esta claro, tém sido sugerido que o butirato pode exercer seus
efeitos protetores por meio da atividade antioxidante (Abrahamse et al., 1999;
Rosignoli et al., 2001).

Em adicdo, o estudo fitoquimico do presente projeto revelou a presenca de
compostos fendlicos, flavondides, taninos e terpenos no EMHs e no fruto, e saponinas
somente no EMHs. A grande maioria dos compostos antioxidantes como flavondides,
derivados de cumarinas e taninos especialmente proantocianidinas, tém sido relatada
na literatura como compostos antiinflamatério intestinal (Galvez et al., 2001; Di Stasi
et al., 2004; Luchini et al., 2008; Yoshioka et al., 2008; Witaicenis et al., 2010; Wang et
al., 2010; Wang et al., 2011). Alguns terpenos também foram relatados como agentes
protetores por prevenir o processo inflamatério intestinal (Santos et al., 2004; Juhds et
al., 2008).

Em conclusao, o pré-tratamento com o EMHs e a DFHs foi capaz de prevenir a
deplecdo da GSH, mas somente a DFHs diminuiu o conteido do MDA. Nos
experimentos para avaliar a atividade antioxidante in vitro, tanto o EMHs quanto o
fruto apresentaram atividade. Entretanto, somente a DFHs previne parcialmente os
danos col6nicos induzidos pela administragdo do TNBS em ratos e estes efeitos
protetores foram associados com a diminuicdo do estresse oxidativo intestinal,
demonstrada pela manutencdo dos niveis de GSH e inibicdo da atividade da MPO. Em

adicdo, as propriedades antioxidantes observadas com o EMHs e a DFHs, bem como a
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atividade antiinflamatéria da DFHs, podem ser devido a presenca dos compostos
naturais presentes nesta planta, especialmente taninos e flavondides. O efeito

protetor da DFHs pode também estar relacionada a presenca de fibras da dieta.
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VI. Resultados e Discussao
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ABSTRACT

Ethnopharmacological relevance: Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne (Fabaceae) is
a medicinal species commonly found in the Brazilian savannah. The stem bark of this
medicinal plant, popularly known as “jatoba-do-cerrado”, is widely used in tea form to
treat gastric pain, ulcers, diarrhoea and inflammation, whereas its fruits pulp is edible.
Aim of the study: The aim of this study was to investigate the antidiarrheal and anti-ulcer
effects of a methanolic extract derived from the stem bark (MHs) and diet with fruit
pulp of H. stigonocarpa.

Materials and methods: The antidiarrheal action of MHs was measured against the
intestinal motility and diarrhoea induced by castor oil in mice. The preventive action of
MHs (50, 100, 150 and 200 mg/Kg, by oral route (p.o.) against peptic ulcers was
evaluated in experimental rodent models challenged with absolute ethanol, non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), ischemia-reperfusion (I/R) (200 mg/Kg, p.o.)
and cysteamine (200 mg/Kg, p.o.). The main anti-ulcer mechanisms of action of MHs
were analysed as follows: evaluation of the gastric juice parameters, assessment of
mucus adherence to the gastric wall, determination of the role of nitric oxide (NO) and
sulfhydryl compounds (SH), glutathione (GSH) levels and myeloperoxidase (MPO)
activity. The healing effects from MHs (200 mg/Kg) and diet with fruit pulp (10%) against
gastric and duodenal ulcers induced by acetic acid were also evaluated by treating rats
over 7 or 14 consecutive days of treatment.

Results: The phytochemical profile of MHs and fruit pulp indicated the presence
of phenolic compounds (mainly flavonoids and condensed tannins). MHs (200 mg/Kg,
p.o.) displayed an antidiarrheal effect and were able to protect gastric mucosa against
absolute ethanol (68% protection) and also against the injurious effect of NSAIDs (86%
protection) when compared to the group treated with vehicle. These results were
accompanied by the prevention of GSH depletion and an inhibition of MPO activity
when compared to animals treated with vehicle (P<0.05). MHs markedly protected
duodenal mucosa against injuries caused by cysteamine (98%) and also against I/R
induced gastric ulceration (80%) when compared to the group treated with vehicle.
Furthermore, MHs also prevented the GSH depletion of gastric mucosa relative to the

control group treated with vehicle. NO appeared to be involved in this gastroprotective

- 68 -



effect. MHs and diet with fruit pulp clearly demonstrated gastric healing actions after
treatment for 7 (MHs — 53% inhibition) or 14 days (MHs — 60% inhibition and fruit pulp —
61% inhibition). Treatment with diet with fruit pulp for 7 days demonstrates a significant
duodenal healing effect (71% inhibition) without any signs of toxicity.

Conclusions: MHs clearly demonstrate antidiarrheal, gastroprotective and
cicatrising effects in experimental gastric and duodenal ulcers, and the diet with fruit
pulp displays duodenal healing effects. The observed effects may be associated with the
antioxidant effect, which may be due the presence of condensed tannins and flavonoids

in the bark and fruit of H. stigonocarpa.

Keywords: Hymenaea stigonocarpa; Fabaceae; peptic ulcer; tannins;

antidiarrheal; antioxidant.

1. Introduction

Peptic ulcer affects 10% of the world population (Zapata-Colindres et al., 2006).
Despite great advances in our understanding of this disease, its aetiology has not been
completely elucidated. Knowledge of the pathophysiology of gastric ulcer disease
remains incomplete (Glavin and Szabo, 1992). The peptic ulcer result of an imbalance
between aggressive factors, such as acid-pepsin secretion, and protective mechanisms
of the stomach, such as the mucosal barrier, mucus secretion, and cell regeneration
(Klein-Jr et al., 2010). Among various causes of peptic ulcers, lesions due to stress,
alcohol consumption, Helicobacter pylori infection and the use of non-steroidal anti-
inflammatory drugs have all been shown to be mediated largely through the
generation of reactive oxygen species, especially hydroxyl radicals (‘OH)
(Bandyopadhyay et al., 2002). On the other hand, the mucosal integrity is maintained
by protective mechanisms, which include pre-epithelial factors, an epithelial “barrier”,
continuous cell renewal via proliferation of progenitor cells, continuous blood flow
through mucosal microvessels, an endothelial “barrier”, sensory innervation, and the

generation of prostaglandins and nitric oxide (Laine et al., 2008).
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Although many synthetic drugs are available to treat peptic ulcers, most of these
drugs have adverse reactions when used long-term (Bandyopadhyay et al., 2002). For
this reason, our laboratory has been interested in studying the potential protective
effects afforded by natural compounds against peptic ulcers, and special interest was
devoted to Hymenaea stigonocarpa Mart. ex Hayne. H.stigonocarpa (Fabaceae) is a
large tree popularly known as “jatoba-do-cerrado” that commonly grows in the
Brazilian savannah. Phytochemical studies to date from different parts of the
Hymaenea plant have demonstrated the presence of sesquiterpenes (Langenhein and
Hall, 1983; Aguiar et al., 2010), fatty acids (Matuda and Netto, 2005), diterpenes (Khoo
et al., 1973; Cunningham et al., 1973; Cunningham et al., 1974; Marsaioli et al., 1975;
Nogueira et al., 2001; Abdel-Kader et al., 2002), and oligosaccharides (Lima et al.,
1995). According to ethnopharmacological data, the stem bark and fruit of H.
stigonocarpa are used in Brazilian folk medicine for the treatment of gastric pain,
ulcers, diarrhoea, and as an anti-inflammatory (Grandi et al., 1989). The stem bark,
fruit, sap and resin of H. stigonocarpa are used in folk medicine in the following forms:
decoction, syrup, infusion, sap, poultice, ointment or wine (Grandi et al., 1989). The
fruit pulp of H. stigonocarpa is also consumed in regional cuisine and the flour used
fresh for the preparation of cakes, breads, cookies and hot cereal (Silva et al., 2001).
However, despite the ethnopharmacological indications from this medicinal species,
there is no pharmacological evidence for their effects in the gastrointestinal tract (for
either ulcers or diarrhoea). In this context, the aim of the present work was to
investigate the antidiarrheal action of this species and the protective and healing
effects of a methanolic extract of the bark of H. stigonocarpa and its fruit pulp on

gastric and duodenal ulcers.

2. Materials and Methods

2.1. Drugs and chemicals
Chemicals were of analytical grade and were purchased from Sigma Chemical Co.
(St. Louis, USA): absolute ethanol (Sinth, Brasil), lansoprazole (Cruz Vermelha, Brasil),
N-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), indomethacin, carbenoxolone, cimetidine,
N-ethylmaleimide (NEM), Alcian Blue, cysteamine hydrochloride, histamine, castor oil,

morphine, loperamide, methanol, hexadecyltrimethylammonium bromide,
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trichloroacetic acid, NaH,PO,4, Na,HPOQ,, ferrous sulphate, ascorbic acid, thiobarbituric
acid, quercetin, ketamine hydrochloride, xylazine hydrochloride, acetic acid and NaOH.

HPLC-grade solvents were obtained from Tedia Company (Phillipsburg, USA).
Deionised water (18 MQ cm) was purified in house using a Milli-Q purification system

(Millipore Co., Bedford, USA).

2.2. Plant material

The stem barks and fruits of H. stigonocarpa (Hs) were collected in savannah areas
near Botucatu city, Sdo Paulo State, in March 2009 by Dr. Leonardo Noboru Seito.
Authentication was by the botanist Prof. Dr. Osmar Cavassan. A voucher specimen has

been deposited at the Herbarium located at Unesp-Bauru (UNBA number 5691), Brasil.

2.3. Preparation of extracts

After collection, the stem barks were dehydrated, stabilised on an air circulation
chamber at 50 oC for 48 hours and then milled by a mechanical grinder. The air-dried
powdered barks of Hs (1545 g) were exhaustively extracted with methanol (48 h, 1.5 L,
three times) at room temperature. Solvents were evaporated at 40 2C under reduced
pressure to yield 118.76 g of the methanolic extract of H. stigonocarpa (7.6%) (MHs).
For the preparation of the fruit flour, fruits were opened to gather the pulp and the
seeds rejected. Then, the pulp was dehydrated and stabilised on an air circulation
chamber at 40 2C for 24 hours. After drying, pulp residue was powdered in a knife mill
and sequentially mixed with normal feed Labina-Purine up to 10%, using water as a
vehicle. The mixture was automatically pelletised and dried in an air circulation
chamber at 40 °C for 48 hours. Fingerprints of stem barks and fruits were
complementary determined by means of high performance liquid chromatography
coupled to photodiode array detection (HPLC-PAD). An aliquot (20 mg) of the bark
extract and another one from theof fruit were dissolved in methanol (400 pL) in an
ultrasonic bath for 1 min and submitted to clean-up by solid phase extraction. Samples
were loaded onto an Agilent SampliQ RP18 cartridge (1 x 1.1 cm d.i.) eluted with 1600
mL of methanol. The eluents were filtered through a 0.45 um polytetrafluoroethylene

(PTFE) membrane filter and stored in amber vials. The analyses were performed on a
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HPLC-PAD Jasco system equipped with a PU-2089 quaternary pump, an MD-2010 Plus
Photodiode Array Detector, and an AS-2055 Plus autosampler. Separations were
achieved with a Phenomenex Synergi Hydro column (Cig, 250 X 4.6 mm d.i., 4 um)
equipped with a Phenomenex security guard (Cig, 4 X 3 mm d.i.). The mobile phase
was composed of acetonitrile (eluent A) and water (eluent B), both acidified with 0.1%
trifluoroacetic acid. The mobile phase ranged from 10-23% of B in 35 min to 23-90% of
B in 50 min at a flow rate of 1 ml.min™". The software EZCrom Elite version 3.1.7

(Agilent Technologies) was used for data acquisition and processing.

2.4. Animals

Male and female Swiss mice (25-35 g) and male Wistar rats (150-250 g) from the
Central Animal House of the UNESP were used. The animals were fed with a certified
Labina-Purine diet, with free access to tap water, under standard conditions of 12 h
dark-12 h light cycle, humidity (60 = 1.0%) and temperature (21 + 1°C). The animals
were fasted before all experimental procedures. Standard drugs and MHs (bark) were
administered orally (gavage) using a saline solution (10 mL/Kg) as the vehicle, whereas
fruit flour was added to the diet as food. The animals were housed in cages with raised
floors made of wide mesh to prevent coprophagy. All experiments were performed in
the morning and followed the recommendations of the Canadian Council on Animal
Care (Olfert et al., 1993). The UNESP Institutional Animal Care and Use Committee

approved all of the employed protocols (42/04-CEEA).

2.5. Antioxidant activity

Additional in vitro experiments were performed to evaluate the antioxidant activity
of different concentrations of MHs (1.14 -145.45 pg/ml). This in vitro test was
evaluated using a thiobarbituric acid-reactive species (TBARS) assay (Witaicenis et al.,
2010) modified from the original protocol described by Stocks et al. (1974). Briefly, rat
brain samples were obtained from two-month-old male Wistar rats. Tissue samples
were homogenised 1:4 (w/v) in buffer containing 19 parts of NaH,PO4 (10 mM) and 81
parts of Na,HPO,; (10 mM) (pH 7.4) to obtain membrane supernatant after

centrifugation (22176 x g/15 min/4 2C). This membrane suspension was diluted 1:10
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(v/v) in the above-mentioned buffer solution. Next, buffers (in the assays without
inhibitors) or different concentrations of MHs were added. Lipid peroxidation was non-
enzymatically induced with 100 mol/L of both ferrous sulphate and ascorbic acid. After
incubation at 37 2C for 12 min, the reaction was stopped and malondialdehyde (MDA)
determined by 0.5% thiobarbituric acid reaction in 20% trichloroacetic acid.
Measurement of the absorbance of the supernatants was read at 532 nm. The
resultant products of the thiobarbituric acid reaction were taken as indicators of lipid
peroxidation in membrane fractions. The flavonoid quercetin was used as a reference

and tested in the same assay system.

2.6. Acute toxicity and Hippocratic Screening

Male and female Swiss mice were randomly divided into groups (n = 10) that orally
received saline solution (10 mL/Kg) or MHs at the same dose of 5000 mg/Kg. After oral
administration, the acute toxicity and behavioural parameters were described
according to the methods of Souza-Brito (1994). The observations were performed at
30, 60, 120, 240 and 360 min after the oral treatments. For 14 days, the animals were
weighed and the number of deaths noted. On the 14th day, mice were sacrificed and
the heart, liver, kidney, lung, spleen, testicles (male), ovaries and uterus (female)
collected. We compared all parameters from animals treated with MHs with those

obtained from the respective control group treated with vehicle (saline).

2.7. Gastrointestinal motility in mice

Male Swiss mice (n=7) were weighed and deprived of food for 6 h, but they had free
access to water. At time zero, the animals received vehicle (saline) as the negative
control, 2.5 mg/Kg of morphine as the positive control or MHs at doses of 100, 150 and
200 mg/Kg by oral gavage. Thirty minutes after treatment, all groups received
activated charcoal (0.1 mL/10 g, orally) and were sacrificed 30 min later. The results
were expressed as a percentage of the total length of the small intestine. The distance
travelled by the charcoal relative to the total length of the small intestine was
calculated for each mouse to express the percentage of distance travelled and

converted by arcosin (Stickney and Northup, 1959, with modifications).
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2.8. Diarrhoea induced by castor oil

Five groups of male Swiss mice (n=7) were orally treated with vehicle saline (10
mL/Kg), MHs (100, 150 and 200 mg/Kg) or loperamide (5 mg/Kg) 30 min before castor
oil (0.2 mL/animal) administration. Immediately after ingesting castor oil, each animal
was kept in an individual cage with a floor lined with blotting paper and observed for 5
h. The following parameters were monitored: time to initial evacuation (min),
evacuation classification: 1 (normal stool), 2 (semi-solid stool), and 3 (watery stool)
and evacuation index (El), expressed according to the following formula: El= 1 x (n2
stool 1) + 2 x (n2 stool 2) + 3 x (n2 stool 3) (Awounters, 1978, modified by Mukherjee et

al., 1998).

2.9. Evaluation of the lesions

Based on their respective specifications, the groups under each experimental model
included positive (carbenoxolone, lanzoprazole or cimetidine) and negative (vehicle-
saline) controls. Moreover, the animals were kept in cages with raised floors of wide
mesh to prevent coprophagy. After each experiment the animals were euthanized with
CO, gas, the stomachs are excised, cut along the greater curvature, and gently rinsed
und tap water pressed onto a glass plate, and scanned so that the lesions could be
counted with aid of the AVSoft program. The results were expressed as total ulcerated

area (mm?2).

2.10. Evaluation of gastroprotective activity

Ethanol-induced ulcers - This experiment was performed as described by Morimoto

et al. (1991) and Glavin and Szabo (1992). Male albino Wistar rats were randomly
distributed into 6 groups (n = 8) and fasted for 18 h prior to receiving an oral dose of
the vehicle (saline; 10 mL/Kg), lansoprazole (30 mg/Kg) or MHs (50, 100, 150 or 200
mg/Kg body weight). After 60 min, all groups were treated orally with 1 mL of absolute
ethanol to induce gastric ulcers. According to Glavin and Szabo (1992), the ulcers can
be examined 1-2 h after ethanol administration. Time course studies revealed that
most gastric damage. After another 1 h, the animals were sacrificed, and the extent of
the lesions was measured by AvSoft” Bioview Spectra, Brasil. The lesion measurements

were expressed as mm?Z.
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NSAID-induced gastric ulcers in rat - In this model (Guidobono et al., 1997 with

modifications), gastric lesions were induced with indomethacin (50 mg/Kg, p.o)
administered to male Wistar albino rats (n=8) after an 18 h fast. MHs (50, 100, 150 or
200 mg/Kg body wt.), cimetidine (100 mg/Kg) or vehicle was orally administered 30
min before the induction of the gastric lesions. The animals were sacrificed 6 h after
treatment with the ulcerogenic agent. The stomachs were removed, and gastric lesions
were measured as described above.

Determination of Gastric Secretion - The assay was performed according to the

method of Shay et al., 1945 with a few modifications. Male Wistar albino rats (n=10)
were randomly divided into three groups and fasted for 18 hours with free access to
tap water. The determination of gastric secretion was performed by two routes as
follows: Oral route: Thirty minutes after oral administration of MHs (200 mg/Kg, which
is the dose that provided the best gastroprotective results), cimetidine (100 mg/Kg) as
a positive control or vehicle (saline, 10 mL/Kg), pylorus ligature was performed as
described by Shay (1945). Intraduodenal route: All groups of male rats (n=10) were
fasted for 18 h with free access to water. Immediately after pylorus ligature, MHs (200
mg/Kg), cimetidine (100 mg/Kg) or saline (10 mL/Kg) was administered by an
intraduodenal route. One hour after the ligature, all animals received histamine (100
mg/Kg) subcutaneously. All animals were sacrificed 4 h later, the stomachs removed,
the gastric lesions measured (mmz), and the gastric content collected to determine the
total amount of gastric juice acid (mL) and pH values (unit). Distilled water was added
until a 10 mL volume was reached, and the resultant solution was centrifuged at 3.000
x g for 10 min. Total acid in the gastric secretion volume was determined in the
supernatant by titration to pH 7.0 with 0.01 N NaOH (mEg/mL/4 h).

Assessment of mucus adhered to the gastric wall — The procedure was performed

according to the methods described by Come et al. (1974) and modified by Rafatullah
et al. (1990). After fasting for 18 h, a longitudinal incision was made below the xiphoid
apophysis for the pylorus ligature in anaesthetised rats (n=8). Vehicle (saline; 10
mL/Kg), carbenoxolone (200 mg/Kg) or MHs (200 mg/Kg) was orally administered for 1
hour before the ligature. Four hours later, the animals were sacrificed and the
glandular portion of the stomach separated, weighed and immersed in a solution of

Alcian Blue to quantify the mucus. For each sample, the absorbance at 598 nm was
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measured in a spectrophotometer, and the results are expressed as pg of Alcian blue/g
of tissue.

Ethanol-induced gastric lesions in L-NAME- and NEM-pretreated rats - The

procedure was performed according to the methods described by Matsuda et al.,
1999. Gastric mucosal lesions were induced in male Wistar rats (n=7). Male Wistar rats
fasted for 18 h were randomly divided into nine groups, three of which each received
saline (i.p.), 70 mg/Kg of NO synthase inhibitor (L-NAME) or 10 mg/Kg of sulphydryl
depleter (NEM). Thirty minutes after the pretreatment, the oral treatments were
applied (saline, carbenoxolone 100 mg/Kg or MHs 200 mg/Kg). Sixty minutes later, 1
mL of absolute ethanol was given to each rat; all animals were sacrificed after 1 h. The
stomachs were removed to determine gastric lesion areas (mm?).

Acute gastric mucosal lesions induced by ischemia-reperfusion in rats - Ischemia—

reperfusion (I/R) erosions were produced in three groups of rats (n=10) using the
method originally proposed by Ueda et al. (1989). The rats were deprived of food for
18 h before the experiments but allowed access to tap water ad libitum. Briefly, under
anaesthesia (0.08 mL/100 g of ketamine hydrochloride and 0.04 mL/100 g xylazine
hydrochloride), the celiac artery was clamped with a small clamp for 30 min. Then, the
clamp was removed, and reperfusion occurred for 60 min. Vehicle (saline, 10 mL/Kg),
lansoprazole (30 mg/Kg) or MHs (200 mg/Kg) was administered orally 60 min prior to
the experiments. The untreated group comprised animals that were submitted to the
abdominal incision but not to I/R. After 60 min of reperfusion, the animals were
sacrificed and their stomachs excised for biochemical determinations. The gastric

mucosal injury was measured by AvSoft” Bioview Spectra (Brasil) and expressed as mm?Z

2.11. Evaluation of the preventive effect of MHs on duodenal ulcers in rats

Cysteamine duodenal ulcer in rats- Duodenal ulcers were induced in male albino

Wistar rats by two oral administrations of cysteamine hydrochloride (400 mg/Kg) in
saline solution at an interval of 4 h. MHs (200 mg/Kg), lansoprazole (30 mg/Kg) or
vehicle (saline; 10 mL/Kg) was administered 30 min before the first dose of
cysteamine. One untreated group was used to evaluate the normal parameters of the
duodenum mucosa. All animals were sacrificed 48 h after the first dose of cysteamine.

Each duodenum was cut open along the antimesenteric side and rinsed with saline.
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The duodenal score was determined using the following 4-point scale: 0 = no lesion, 1
= superficial mucosal erosion, 2 = deep ulcer or transmural ulcer, and 3 = perforated or
penetrated ulcer (Szabo, 1978). The macroscopic duodenal area was recorded using

AvSoft” Bioview Spectra (Brasil) and expressed as mm?.

2.12. Evaluation of curative effect of MHs and fruit pulp of Hymenaea stigonocarpa
(Hs) in the gastric and duodenal ulcers induced by acetic acid in rats.

The experiments were performed according to the method described by Okabe et
al. (1971) and modified by Konturek et al. (1988). Gastric mucosal and duodenal
lesions were induced in male albino Wistar rats (n=8) that were fasted for 18 h but had
free access to water. An incision was made in the abdomen of animals under
anaesthesia, and a plastic mould (4.2 mm in diameter) was placed tightly on the
stomach in the first experiment and serosal surface of the duodenal wall; the mould
was approximately 5 mm distal to the pylorus in the second experiment. Acetic acid
(80%, 70 ul) was poured into the mould and allowed to remain for 20 s on the stomach
and 10 s on the duodenal wall. The stomach and duodenum were bathed with saline
(20 °C) to remove the acetic acid. The abdomen was then closed, and all of the animals
were fed normally. The animals were treated for 7 or 14 consecutive days beginning
one day after surgery. MHs (200 mg /Kg), lansoprazole (30 mg /Kg) or saline were
administered orally and the fruit flour in the diet (10%) was placed in a cage as food
(40 g daily for monitoring the consumption, in individual boxes). On the day after the
last administration, the rats were sacrificed and their stomachs and duodenum
removed. Body weight and food consumption were assessed throughout the
experiment. The gastric and duodenal lesions were evaluated by examining the inner
gastric and duodenal surfaces with a dissecting magnifying glass. The macroscopic
images of the gastric and duodenal ulcers were recorded using AvSoft” Bioview Spectra

(Brasil) and expressed as mm?.

2.13. Evaluation of Hymenaea stigonocarpa subacute toxic activity
We evaluated the subacute toxic activity of these substances in groups of rats
treated with MHs and diet with fruit pulp (Hs) (10%). Animals were subjected to daily

treatment with MHs and Hs (10%) for 14 days after induction of injury with acetic acid.
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The parameters studied were body weight and macroscopic analysis of the vital
organs: heart, lungs, liver, spleen and kidneys. In addition, the blood of the animals
was collected for analysis of biochemical and enzyme parameters, including serum
gamma-GT (gamma glutamyltransferase), urea, creatinine, AST (aspartate
aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase) and glucose. Analyses were
guantified using the SBA-200 automatic biochemical analyser and CELM" kinetics and
colourimetric kits (Brasil) available for use by the Clinical Analysis laboratory of the
Veterinary Hospital of the Faculty of Veterinary Medicine and Animal Science of Unesp,

Botucatu, under the guidance of Prof2. Dr. Regina Kiomi Takahira.

2.14. Biochemical determinations from gastric and duodenal mucosa

Myeloperoxidase (MPO) activity was measured according to the technique described
by Krawisz et al. (1984). Samples were suspended in 1 ml of 50 mM phosphate buffer
incorporating 0.5% hexadecyltrimethy-lammonium bromide (pH 6.0) and minced with
scissors for 15 s on an ice-cold plate. The resultant suspension was subsequently diluted to
a final 1:20 (w/v) ratio and homogenised for 1 min with an automatic Heidolph
homogeniser, then sonicated for 10 s and subjected to three freeze—thaw cycles. The
homogenates were then centrifuged at 7000xg and 4 °C for 10 min, and the supernatants
were assayed for MPO activity. The results are expressed as MPO units per gram (U/g) of

wet tissue.

Total glutathione content (GSH) was quantified with the recycling assay described by
Anderson (1985). Samples were thawed, minced, diluted 1:20 (w/v) in ice-cold 5% (w/v)
trichloroacetic acid and homogenised. The homogenates were centrifuged at 7000 x g for
15 min at 4 °C, and the supernatants were used to quantify GSH. The results are expressed

as nanomoles per gram (nmol/g) of wet tissue.

2.15. Statistical analysis
The results were expressed as the mean * S.E.M., and the differences between
groups were determined by analysis of variance (ANOVA). Significant differences were

determined using the Dunnett post-test (for three or more groups) or, for non-
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parametric results, the Kruskal-Wallis test followed by Dunn’s test; P < 0.05 considered

to be statistically significant.

3. Results and Discussion

Acute toxicological studies have showed that an oral administration of 5000
mg/Kg of H. stigonocarpa methanolic stem bark extract (MHs) did not produce any
sign of acute toxicity in the animals (male and female). Over the 14 days following the
oral administration of MHs, none of the animals died and no significant changes in
daily body weight or organ weight were observed through the end of this period (data
not shown). These results ensured the continuance of pharmacological studies on this
species using the oral route and motivated us to proceed with the biological assays.

Based on ethnopharmacological data of the antidiarrheal effects of H.
stigonocarpa bark (Grandi et al., 1989) and the fact that intestinal motility affects the
luminal absorption and regulates the bioavailability of an orally administered drug (Lee
et al., 2000), we evaluated the effect of MHs on diarrhoea and on intestinal motility.
All mice from the control group (treated with vehicle) produced copious diarrhoea
after castor oil administration (Table 1). However, pre-treatment with MHs (100, 150
and 200 mg/Kg) induced a significant delay in the onset of the copious diarrhoea (61,
50 and 53%, respectively, relative to the vehicle) (Table 1). The decrease in the severity
of the diarrhoea as measured by the evacuation index was also observed in a group of
animals treated with 100 mg/Kg MHs or loperamide. Treatment with MHs (100, 150
and 200 mg/Kg) before the cathartic agent (castor oil) significantly decreased liquid
evacuation similar to the results produced by loperamide (P < 0.05).

Although the fruit pulp shows laxative effect (Branddo, 1993), was not tested in
this experiment, due to the difficulty of testing the fruit pulp as diet in this
experimental model. The antidiarrheal effect of MHs was not accompanied by a
reduction in intestinal transit. The effect of MHs on normal intestinal propulsion of
mice was tested with different doses of the extract (Table 2). In the MHs-treated group
of mice, all doses of extract did not change the normal intestinal propulsive movement
relative to the morphine group; morphine produced a greater anti-motility effect

(P<0.05).
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Table 1. Effects of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa of the bark (MHs) on antidiarrheal induced by castor oil in mice.

Treatment Dose N Time to initial Evacuation classification Evacution Inhibiton #
(p.0.) (mg/Kg) Evacuation (min) Normal Semi-solid Liquid index (El) (%)
Vehicle - 7 59.66 + 7.30 0.50+0.34 0.00+0.00 7.00+1.26 21.50+3.99 -
Loperamide 5 7 228.14 +11.85 ** 0.20+ 020 0.00+0.00 0.80+0.80 **  2.60+2.60 ** 88
MHs 100 7 77.14+14.73 1.00+£0.31 2.14+0.59 1.00+0.30 * 8.28+0.97 * 61
150 7 114.83 +18.51 * 0.50+0.22 3.66+0.71 ** 1.00+0.36 * 10.83+2.21 50
200 7 113.28 +5.93 * 1.00£0.22 4.14 +0.85**  (0.28 +0.18 *** 10.14+1.79 53

Data are presented as mean £ S.E.M. ANOVA was employed, followed by Dunnett’s test, and significant differences were represented by *P<0.05,
**P<0.01, *** P<0.001 vs control group treated with vehicle. For classification of evacuations and calculation of El, Kruskal-Wallis followed by Dunn *
P<0.05, **P<0.01 in relation the vehicle. * Inhibition in relation to evacuation index.
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Table 2. Effect of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa (MHs) on intestinal propulsion

induced by activated charcoal in mice.

Treatment (p.o.) Dose (mg/Kg) N Distance moved by

charcoal (arcosine)

Vehicle - 7 75.34 £3.75

Morphine 2.5 7 42.10 £ 3.70**

MHs 100 7 71.53+3.14
150 7 71.63+£6.02
200 7 70.22 £ 4.00

Data are presented as mean + S.E.M. ANOVA was employed, followed by Dunnett’s
test and significant differences were represented by **P<0.01 vs control group treated with
vehicle.
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As a part of the pharmacological study of the gastroprotective effects of MHs,
the extract was evaluated in experimental models of gastric ulcers induced by multiple
damaging agents (Table 3). Daily, the gastric mucosa is challenged by a variety of both
endogenous and exogenous irritants (aggressive factors) including ethanol, gastric
acid, pepsin, reactive oxygen species, non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs)
and Helicobacter pylori (Holzer, 1998). In this context, treatment with anti-ulcer
compounds  that possess  anti-secretory,  gastroprotective,  spasmolytic,
immunomodulatory, antibacterial and/or anti-inflammatory effects seems interesting
as it may lead to the use of certain compounds with multitarget actions, e.g., medicinal
plants (Wagner, 2006). Among the different doses of MHs evaluated in this study, the
gastroprotective effect was found to be most effective at the 200 mg/Kg dose in both
experimental models. The gastric damage in the group treated with MHs was
significantly decreased, by 68% in the (absolute ethanol model and 86% in the NSAID
model when compared to their respective control groups treated with vehicle (P <
0.05). These gastroprotective effects of MHs in both experimental models were also
accompanied by biochemical changes. The MHs groups demonstrated a restoration of
glutathione levels, an important marker of oxidative damage (Buffinton et al., 1995) in
the gastric mucosa before gastric damage was induced by ulcerogenic agents. This
protective effect in MHs groups was accompanied by a significant reduction in MPO
activity in the group treated with 200 mg/Kg MHs. The decrease in myeloperoxidase
activity in the gastric mucosa of the group pre-treated with MHs might be interpreted
as an anti-inflammatory property of a given compound (Veljaca et al., 1995).
Therefore, considering both the gastric lesion and the biochemical parameters, MHs at
200 mg/Kg demonstrated a preventive effect against induced damage in the gastric

mucosa in the two models used.
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Table 3. Effects of different doses from methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa of the bark (MHs) on models of gastric induced lesions in rats.

Methods Treatments Dose N Gastric Lesion Inhibition GSH MPO
(p.0.) (mg/Kg) (mm?) (%) nmol/g U/g
sham - 5 - - 2136.34 +£142.95** 322.60 + 26.58*
Absolute Vehicle - 12 112.48 £19.42 - 1583.84 + 61.98 845.97 +147.53
Ethanol carbenoxolone 100 6 25.31+£13.22 ** 77 2032.80 £ 101.73** 387.78 £ 95.94*
MHs 50 6 148.36 + 47.46 - 1457.93 +107.19 1087.48 + 343.86
100 6 170.38 £ 47.65 - 1379.18 + 84.33 572.12+ 81.99
150 8 23.70 £ 5.21%* 79 1568.64 + 101.00 371.96 + 44.80*
200 10 35.52 £ 13.90** 68 1855.71 + 88.83* 481.25 £ 49.61*
NSAID sham - 6 - - 2089.40 + 277.49** 323.83 £ 13.64**
Vehicle - 8 40.12 +11.42 - 1098.50+116.89 798.35 +101.76
Cimetidine 100 6 1.17 £0.98 ** 97 1883.15 + 68.03** 844.37 + 82.98
MHs 50 8 24.87 +10.73 - 1233.59 +35.84 838.12 +170.03
100 7 20.57 +5.54 - 1243.57 £ 83.49 1125.62 £ 115.03
150 8 36.5+16.69 - 1502.36 + 100.39 702.6 3+ 110.05
200 8 5.50 £ 2.54 ** 86 1630.12 £ 108.07* 516.60 + 33.43*

Results are expressed in mean + S.E.M. ANOVA followed by Dunnett’s test: gastric lesion, GSH and MPO: *P<0.05, **P<0.01, represents difference in relation to

control group treated with the vehicle.

-83-



The next step of this study was the evaluation the effect of MHs on gastric juice
parameters of the extract by either an oral or intraduodenal route through the pylorus
ligature mode. We evaluated the systemic effect of MHs in the pylorus ligation model
using histamine (secretagogue) and the combination of this secretagogue with extract.
The oral and intraduodenal administration of MHs was not able to change the pH of
the gastric juice (oral route = MHs - 0.6 + 0.4 vs vehicle - 1.0 + 0.6 and intraduodenal
route = MHs - 1.2 £ 0.1 vs histamine - 1.1 £ 0.1). Therefore, the MHs did not act as an
antacid or as buffer solution in contact with gastric mucosa, as indicated by the lack of
antisecretory effects in the gastric juice. The gastric mucus is one of the most
important protective features for the gastric mucosa, and the effect of MHs in the
amount of gastric mucus was also evaluated in pylorus-ligated rats. We observed that
the amount of adhered gastric mucus was not augmented by treatment with MHs (200
mg/Kg) when compared to the animals treated with vehicle (MHs-1350.81 + 111.59
and vehicle-1524.71 + 156.69 ug/g of tissue) (data not shown). These results rule out
an increase in the amount of mucus as a potential mechanism of action for the
gastroprotective effect of MHs.

We investigated the involvement of endogenous sulfhydryls in the gastroprotective
effect of MHs using NEM (N-ethylmaleimide), a sulphydryl compound depleter (SHs).
Non-protein sulphydryl (NP-SH) compounds are important components of the gastric
mucus. NP-SH compounds exert gastroprotective effects by maintaining the integrity
of the mucosal barrier and by binding free radicals formed due to the action of noxious
agents such as ethanol (Szabo and Vattay, 1990). The involvement of endogenous
sulfhydryls compounds was analysed by pretreating with NEM, and we observed that
MHs did not change the protective effect (data not shown), eliminating another
possible gastroprotective mechanism. According to Gomes et al. (2009), the absence of
NP-SH involvement and the unchanged gastric secretion parameters (as observed in
pylorus-ligated rats) strongly indicate the absence of mucus involvement in MHs
gastroprotection.

In addition to NP-SH, endogenous nitric oxide (NO) is important for maintaining
gastric epithelial integrity and mucus barriers (Tulassay and Herszényi, 2010). Previous
studies indicated the involvement of NO in the gastric protection observed

experimentally by promoting blood vessel dilatation and reducing lipoperoxidation,
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acting similarly to an anti-inflammatory drug (Ancha et al., 2003). The gastroprotective
effect of MHs was challenged with L-NAME (NG-nitro-L-arginine methyl-ester), a nitric
oxide synthase inhibitor. Pretreatment of animals L-NAME markedly increased gastric
lesions of animals treated with MHs (Figure 1), a group that previously had 76%
inhibition of gastric lesions. These results demonstrated the involvement of NO in the
gastroprotective effect of this extract. The known ability of NO to decrease
lipoperoxidation, act as an antioxidant and increase vasodilation enables NO to reverse

some important types of tissue injury such as ischemia.
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Figure 1
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Figure 1: Effects of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa (MHs) on gastric
lesions induced by ethanol in rats pretreated with L-NAME (an inhibitor of NO
synthase). The bars represent meanz S.E.M for lesion area. The numbers indicate the
percentage protection in relation to the control group treated with vehicle. ANOVA
was employed, followed by Dunnett’s test, and significant differences were
represented by *P < 0.05 and **P < 0.01 vs control group treated with vehicle.
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Ischemia/reperfusion (I/R) induced gastric lesions are linked to free radical (FR)
formation (El-Abhar et al., 2003). Ischemia followed by reperfusion leads to tissue
injury (Piper et al., 2003). The restoration of blood flow (reperfusion) after a period of
ischemia initiates a cascade of changes, including the release of local reactive oxygen
species (ROS) and an increase in the adhesion of neutrophils to endothelial cells, which
causes damage to the integrity of the mucosal lining via free radical release (Rastogi et
al., 1998; Abdallah et al., 2009).

When the stomach was subjected to ischemia and reperfusion (I/R), the severity of
gastric lesions was significantly increased. The group treated with MHs displayed a
significant reduction in gastric lesions of approximately 5-fold (3.87 + 1.95 mm?) when
compared to the group control saline (19.6 6.5 mm?) (Figure 2).0ur results show that
MHs markedly protects against gastric ulceration induced by I/R (80%) compared to
the control group treated with saline. These effects were accompanied by an ability to
maintain the GSH content at high levels when compared to the group treated with
vehicle. Kobata et al. (2007) described a marked increase in mucosal MPO activity in
the stomach after I/R, confirming the infiltration/activation of neutrophils in the

gastric mucosa during I/R. However, MHs did not change the levels of MPO (Figure 2).
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Figure 2: Gastroprotective activity of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa
(MHs) barks on levels of total glutathione and myeloperoxidase on model of gastric
injury induced by ischemia/ reperfusion in rats (n=8-10).The bars represented as mean
+ S.E.M for lesion area. The numbers indicate the percentage protection in relation to
the control group treated with vehicle. ANOVA was employed, followed by Dunnett’s
test and significant differences were represented by P* < 0.05 for lesion area, *P < 0.05
and P < 0.01™ for total glutathione, +P < 0.05 for myeloperoxidase vs control group
treated with vehicle.
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Many studies have reported various mechanisms involved in cysteamine-induced
duodenal ulcers, including reduced somatostatin bioavailability and elevated gastrin
secretion (Seiler et al., 1983). This model has been considered the standard model for
experimental duodenal ulcers and has been used for the biological efficacy assessment
of new anti-ulcer drugs. According to Khomenko et al. (2009), animals treated with
cysteamine display a significant increase in duodenal lesions due to the generation of
free radicals. Figure 3 shows that duodenal injuries caused by cysteamine were
significantly reduced after treatment with MHs (98%) comparing to in the group
treated with vehicle. The glutathione (GSH) levels and myeloperoxidase activity (MPO)
in the duodenum of experimental animals are also shown in Figure 3. The role of GSH
in gastric mucosa in counteracting free radical production has been extensively
reported (Townsend et al., 2003). Our results reveal the duodenal damage in the saline
control group to be biochemically characterised by a 7-fold increase in duodenal MPO
activity and by significant duodenal GSH depletion when compared to sham, both
consequences of the oxidative stress that takes place in the damaging process.
Although animals treated with MHs demonstrated the same MPO activity as that
exhibited by the saline control group, the extract prevented the depletion of GSH
(2171.68 + 129.75 nmol/g of tissue) that occurred in the saline control group (1381.36
+ 63.85 nmol/g of tissue) (Figure 3). Glutathione is essential in controlling the redox
state in the cell via several mechanisms including the scavenging of reactive oxygen
species and the maintenance of glutathione peroxidase enzymatic levels in a reduced
state (Sies, 1999). Thus, the duodenal and gastric protective effects of MHs may be
mediated by its antioxidant properties. This property of MHs was also observed in the
antioxidant activity assay, in which MHs had an ICsg value of 5.25 + 0.23 pg/mL. The

corresponding ICsq value of quercetin was 0.33 + 0.01 pg/mL.
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Figure 3: Effect of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa (MHs) on lesion area,
level of total glutathione and myeloperoxidase on model of duodenal injury induced by
cysteamine in rats (n=8). The bars represented as mean * S.E.M for lesion area. The
numbers indicate the percentage protection in relation to the control group treated
with vehicle. ANOVA was employed, followed by Dunnett’s test, and significant
differences were represented by **P < 0.01 for lesion area, *P < 0.05 and P < 0.01* for
total glutathione and +P < 0.05 and ++P < 0.01 for myeloperoxidase vs control group

treated with vehicle.
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The cicatrisation assay was performed using the acetic acid method, which,
according to Okabe and Amagase (2005), most closely approximates human gastric
ulcers. New drugs that prevent ulcer relapse and enhance ulcer healing could
potentially be developed using this established method. Based on the use of bark in
folk medicine against gastric ulcers and also the practice of consuming the fruit pulp of
this species as food, we evaluated the healing activity of MHs and diet with fruit pulp
in the healing ulcer model induced by acetic acid. Thus, this study determined the
effect of MHs (200 mg/Kg) and diet with fruit pulp Hs (10%) during 7 or 14 consecutive
days on the healing of gastric (Figure 4) and duodenal ulcers (Figure 5) induced by
acetic acid in rats. After 7 days of treatment to the gastric mucosa, MHs and
lansoprazole improved ulcer healing by shrinking the size of the lesion area compared
to the vehicle (53% and 83%, respectively). In the groups treated with lansoprazole and
diet with fruit pulp Hs, there was a significant maintenance of glutathione levels
(Figure 4). After the 14-day MHs treatment, lansoprazole and diet with fruit pulp were
able to heal gastric ulcers by decreasing the lesion area (83%, 60% and 61%,
respectively) in relation to the control group treated with vehicle. However, only
treatment with lansoprazole prevented depletion of glutathione (Figure 4). Figure 5
shows that lansoprazole and diet with fruit pulp were effective in healing duodenal
ulcers by decreasing the lesion area compared to the vehicle (61% and 71%,
respectively). However, the results in Figure 5 show that only treatment with
lansoprazole for 14 consecutive days was able to reduce the duodenal ulcers (72%).
The results in Figure 5 also demonstrate that treatment with MHs and diet with fruit
pulp was able to prevent depletion of glutathione in healing duodenal ulcers within 7
or 14 consecutive days of treatment compared to the control group treated with
vehicle. Taken together, these results reinforce the marked effect of MHs and also of
diet with fruit pulp in inhibiting gastric and duodenal lesions and in promoting the

healing of chronic gastric and duodenal ulcers in rats.
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Figure 4
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Figure 4: Gastric healing effect of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa (MHs) and
fruit pulp by treatment during 7 or 14 days after injury induced by acetic acid in rats (n=8).
The bars represented as mean * S.E.M for lesion area. The numbers indicate the percentage
protection in comparison to the control group treated with vehicle. ANOVA was employed,
followed by Dunnett’s test, and significant differences were represented by * P<0.05,
**P<0.01 for lesion area; ++P < 0.01 for total glutathione vs control group treated with
vehicle.
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Figure 5
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Figure 5: Duodenal healing effect of methanolic extract of Hymenaea stigonocarpa (MHs)
and fruit pulp by treatment during 7 or 14 days after injury induced by acetic acid in rats (n=
8). The bars represented as mean * S.E.M for lesion area. The numbers indicate the
percentage protection in comparison to the control group treated with vehicle. ANOVA was
employed, followed by Dunnett’s test, and significant differences were represented by *
P<0.05, **P<0.01 for lesion area; +P < 0.05, ++P < 0.01 for total glutathione vs control group
treated with vehicle.
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Toxicity analysis performed in the cicatrisation model (14 days) did not show any
toxic effects from the MHs and diet with fruit pulp, and no behaviour changes were
observed during treatment. The body weight of the animals progressed similarly in all
groups, and there was no significant different in the organ weights between groups.
Biochemical analysis of AST (unspecific marker of hepatic damage), ALT (specific
marker of hepatic parenchymal damage), gamma-GT (initial indicator of hepatic
toxicity), creatinine, glucose and urea (markers of renal damage) in the serum of the
animals treated for 14 consecutive days with MHs or diet with fruit pulp did not reveal
any alterations (Table 4), indicating that during the treatment period neither substance

demonstrated any signs of toxicity.
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Table 4. Effect of methanolic extract of the bark of Hymenaea stigonocarpa (MHs) and fruit pulp of Hymenaea stigonocarpa (Hs) (10%) on

biochemical parameters of toxicity in rats submitted to the gastric lesions induced by acetic acid.

Treatments AST ALT y-GT Creatinine Urea glucose
(p.0) mg/dL mg/dL
u/L u/L uU/L mg/dL
Sham 199.00 +30.20 46.50 £ 6.40 0.70+0.11 05.4+0.04 30.00 £1.73 149.00 £ 4.78
Vehicle 157.14 £ 13.37 44.28 +2.52 0.95+0.17 0.55+0.01 38.14£1.12 136.85 +7.05
lansoprazole 181.20 +17.50 48.00 £ 5.04 2.02 £ 0.55+ 0.56+0.02 39.40 £5.35 136.40 +5.80
MHs (barks) 159.12 +14.34 41.87 £2.69 1.30+0.16 0.58+0.03 47.12 £5.00 144.75 +11.17
Hs (fruit pulp) 166.00 +12.44 40.00 +3.24 1.17+0.19 0.55+0.04 32.50 £ 2.06 148.87 +7.24

Biochemical parameters from the different experimental groups (n=8) after 14 days of daily treatment. Results are mean * S.E.M. AST (aspartate
aminotransferase), ALT (alanine aminotransferase), gamma-GT (gamma glutamyltransferase), creatinine, urea and glucose.+P<0.05 represents difference in

relation to sham group (Kruskall -Wallis, Dunn).
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The HPLC-PAD fingerprints of H.stigonocarpa bark and fruit pulp are qualitatively
similar, given their phenolic composition (Figure 6A), confirming the manifest
polyphenolic nature of both extracts. Peaks eluted in the retention time (R;) ranging
from 0-26 min showed a week band approximately 280 nm, a shoulder near 220 nm
and a maximum absorption between 205-210 nm (Figure 6B) typical of catechin
derivatives (Figure 6C) (Rohr et al., 2000). In the Rt region of 26-34 min a second group
of compounds was eluted that exhibited maximum absorption bands near 216 and 270
nm (Figure 6D) suggestive of gallic acid derivatives (dag) (Figure 6E) (Rohr et al., 2000).
Moreover, the poorly resolved peak eluted at Ri= 39-48 min with a UV pattern
characteristic of catechins is closely related to polymeric catechins. The
chromatographic profile obtained by HPLC-PAD analysis of H. stigonocarpa bark and

fruit pulp led to the recognition of flavonoids and condensed tannins.
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Figure 6
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Figure 6: The HPLC-PAD fingerprints of Hymenaea stigonocarpa (Hs) barks and pulp fruits (A).
UV spectrum pattern derivatives catechin (dc) (B), compounds identified as dc (C), UV
spectrum pattern derivatives gallic acid (dga) (D) and compounds identiffied as dga.
Phenomenex Synergi Hydro column (Cyg, 250 X 4.6 mm d. i., 4 um). Eluent A: H,0 + 0,1% TFA;
eluent B: ACN + 0,1% TFA. Ranging from 10-23% of B in 35 min, 23-90% of B in 50 min at a

flow rate of 1 ml.min™., A= 254 nm.
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The qualitative phytochemical screening tests demonstrated that fruits and barks of
H. stigonocarpa are composed primarily of phenolic compounds such as flavonoids and
condensed tannins. The antioxidant activities of the flavonoids and tannins,
phytochemical compounds present in MHs, are most likely responsible for these
results. Previous studies have highlighted the role of flavonoids in a spectrum of
biological activities including anti-ulcer and free radical scavenging (Wach et al., 2007;
Havsteen, 2002). The phytochemical composition of MHs (flavonoids) is most likely
involved in this result because a study by Rao and Vijayakumar (2007) has already
described (+)-catechin, the flavonoid present in MHs, to be an important
gastroprotective compound against gastric mucosal injury induced by ischemia-
reperfusion in rats. According to Moreira et al. (2004), the antioxidant capacity of the
flavonoids has therapeutic potential for treating gastric and duodenal diseases.
Tannins are potent scavengers of peroxyl radicals and can also interact with mucus
proteins, improving their cytoprotective effect by forming a protein lining over the
gastrointestinal mucosa (Okuda, 2005).

However, a central role for NO in the gastroprotective effect of MHs extract may
also explain MHs’ ability to protect against I/R. Systemic nitrite reduction is greatly
enhanced during hypoxic/ischemic conditions (Lundberg and Weitzberg, 2010). Several
studies in animal models of ischemia and reperfusion indicate that nitrite and nitrate
can modulate hypoxic signalling. Administration of nitrite and nitrate protects against
ischemia—reperfusion injury in gastric ulcers (Lundberg and Weitzberg, 2010). Hence,
the antioxidant activity and the involvement of NO may be among the most important
defensive factors involved in the anti-ulcerogenic effects of MHs.

Extracts prepared from bark of the Hymenaea courbaril (jatoba), a medicinal plant
from the same genus, contain many bioactive compounds such as procyanidins (Sazaki
et al., 2009). Procyanidins (condensed tannins), a subclass of flavonoids, are widely
distributed in a variety of plant species (Santos-Buelga and Scalbert, 2000).
Procyanidins have been reported to exhibit a variety of biological activities, including
strong antioxidative or free radical scavenging effects (Takahata et al., 2001). Indeed,
the fruit protective effect is most likely mediated by diverse nutrients, including
antioxidant vitamins, minerals, phytochemicals, and fibre, among others (Marin et al.,

2009). Zayachkivska et al. (2005) demonstrated polyphenolic substances to have anti-

-98 -



inflammatory activity in the gastrointestinal tract (GIT), promoting tissue repair though
the expression of several growth factors, antioxidant activity and the scavenging of
reactive oxygen species (ROS).

The gastroprotective and cicatrising effects of MHs and diet with fruit pulp on
peptic ulcers observed in this study can be attributed to the presence of tannins and
flavonoids in H. stigonocarpa given the antioxidant effects of this species. Thus to
explore new compounds with antioxidant properties from medicinal plants is
important, since most of the synthetic drugs available on the market to treat peptic

ulcers produces many undesirable side effects, when used long term.

4. Conclusions

Based on these data, we conclude that the methanolic extract of Hymenaea
stigonocarpa bark (MHs) has antidiarrheal, gastroprotective and cicatrising activities,
and the diet with pulp fruits also demonstrate healing effects. The protective action of
the extract against various ulcerogenic agents is related to the involvement of NO. The
gastroprotective effect of the extract was accompanied by prevention of GSH
depletion and inhibition of myeloperoxidase activity in gastric and duodenal mucosa.
These observed effects can be attributed to the antioxidant-effect due to the presence
of condensed tannins and flavonoids in the bark and fruit of H. stigonocarpa. The
cicatrising action of MHs (7 and 14 days) and diet with fruit pulp (14 days) in gastric
ulcers and diet with fruit pulp (7 days) in duodenal ulcers demonstrated the powerful
healing effect of both the extract and the diet with fruit pulp. Our findings suggest that
the fruit pulp of H. stigonocarpa may represent an important dietary source for the

treatment of peptic ulcers.
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VII. Consideracgoes finais

Atividade antiinflamatdria intestinal aguda

Hymenaea Modelo Rota e periodo Parametros Parametros
stigonocarpa do tratamento macroscopicos Bioquimicos
EMHs: TNBS Oral N3o apresentou N3o apresentou
100, 200 agudo 5 dias atividade: atividade:
e 400 mg/Kg 10 mg/animal antes da Consumo alimentar; MPO, FA e MDA
inducao da colite Peso corporal;
e 2 dias depois Escore macroscopico; Apresentou
Extensdo de lesdo; atividade:
Relacdo peso/compdo  Manteve
colon; os niveis de GSH
Diarréia e aderéncia; (EMHs
200mg/Kg)
DFHs: TNBS Dieta oral por 21 Nao apresentou DFHs 5 e 10%
5e10% agudo dias antes da indugao atividade: N3do apresentou

10 mg/animal

e 2 dias depois

Consumo alimentar;
Peso corporal;

Relag¢do peso/comp do
colon;

Diarréia e aderéncia;
Escore macroscopico
(DFHs 5%)

Extensdo de lesao
(DFHs 5%)

Apresentou atividade:
Jescore
Macroscoépico

(DFHs 10%)

J extensdo de

Lesao

(DFHs 10%)

atividade:
FA

DFHs 5%

N3o apresentou
atividade:

GSH, MPO, MDA

DFHs 5%
Apresentou
atividade:
4 MPO

DFHs 10%
Apresentou
atividade:
Manteve os niveis
de GSH

JMPO

J MDA
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Toxicidade do EMHs, motilidade intestinal, agao antidiarréica e atividade antiulcerogénica gastrica e duodenal.

Hymenaea stigonocarpa

Modelo, rota e periodo do tratamento

Parametros estudados Mecanismo de agao

EMHs 5000 mg/Kg

Toxidade aguda
e screening hipocratico
via oral (v.0.)

ndo apresentou efeitos tdxicos

EMHSs 100, 150 e 200 mg/Kg

Motilidade intestinal

ndo ocorreu modificages no transito intestinal

V.0. dos animais
30 minutos antes do carvao
ativado.
EMHSs 100, 150 e 200 mg/Kg Atividade antidiarréica As 3 doses testadas
Vv.0. apresentaram acdo antidiarréica.

30 minutos antes do agente indutor.

EMHSs 50, 100, 150 e 200 mg/Kg Ulcera géstrica induzida por etanol absoluto EMHSs 150 e 200 mg/Kg: acao gastroprotetora
v.0. Jarea de lesdo
60 minutos antes do agente indutor 4 MPO
EMHs 200 mg/Kg: Manteve os niveis
de GSH
EMHs 50, 100, 150 e 200 mg/Kg Ulcera géstrica induzida por DAINE EMHs 200 mg/Kg: acao gastroprotetora
v.0. J drea de lesdo
30 minutos antes do agente indutor 4 MPO

Manteve os niveis de GSH

EMHs 200 mg/Kg

Ligadura de piloro
v.0. e via intraduodenal (v.i.)

apds a amarradura, por v.i. ou 30minutos antes

nos tratamentos por v.o.

N3o apresentou
acao antisecretéria

EMHs 200 mg/Kg

Muco aderido
v.0. 1 hora antes da amarradura do piloro

N3o aumentou a produ¢do de muco
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Hymenaea stigonocarpa

Modelo, rota e periodo do tratamento

Parametros estudados

Mecanismo de agao

EMHs 200 mg/Kg

Oxido nitrico (NO)

Vv.0.

Apds 30 min da
injecdo intraperitoneal

Envolvimento do NO
Acdo gastroprotetora

de L-NAME
EMHs 200 mg/Kg Grupamentos sulfidrilicos N3do apresentou envolvimento dos
v.0. grupamentos sulfidrilicos

Apds 30 min da
injecdo intraperitoneal

de NEM
EMHs 200 mg/Kg Isquemia e reperfusao Jarea de lesdo
v.0. Manteve os niveis de GSH

N3o apresentou atividade na MPO

EMHs 200 mg/Kg

Cisteamina duodenal
v.0.
30 minutos antes da primeira dose de cisteamina

J drea de lesdo
Manteve os niveis de GSH
N3o apresentou atividade na MPO

EMHs 200 mg/Kg
DFHs 10%

Acido acético 80% gastrico e duodenal

Via oral por gavagem (EMHs)

e a DFHs foi oferecido como alimento

7 e 14 dias consecutivos apds indugdo da ulcera

Cicatrizacdo gastrica 7 dias
EMHSs: | area de lesdo

DFHs: manteve os niveis de GSH
Cicatrizacdo gastrica 14 dias
EMHS e DFHs: | area de lesdo

Cicatrizacdo duodenal 7 dias

DFHs: { area de lesdo

EMHs: manteve os niveis de GSH
Cicatrizacdo duodenal 14 dias

EMHS e DFHs: manteve os niveis de GSH

Acgao cicatrizante
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VIIl. Conclusoes

A dieta com a polpa do fruto de Hymenaea stigonocarpa (DFHs) a 10%
apresentou atividade antiinflamatdria no modelo de colite induzido por TNBS. Estes
efeitos protetores foram associados com a diminuigdo do estresse oxidativo intestinal,
demonstrada pela manuteng¢do dos niveis de GSH e reducdo da atividade da MPO.
Apesar da auséncia de efeito preventivo no modelo de colite aguda em ratos tratados
com o extrato metandlico da casca de Hymenaea stigonocarpa (EMHs) houve a
manutengao dos niveis de glutationa.

O EMHSs na dose de 200 mg/Kg apresentou ag¢des antidiarréica, gastroprotetora
e cicatrizante. A agdo gastroprotetora do EMHs foi acompanhada pela manutengdo nos
niveis de glutationa e reducdo na atividade da mieloperoxidase. A acdo protetora do
EMHs na mucosa gastrica e duodenal, aos agentes ulcerogénicos pode estar
relacionado com o envolvimento do éxido nitrico. A acdo cicatrizante na mucosa
gastrica e duodenal do EMHs e da DFHs foi observado aos 7 e 14 dias de tratamento,
através da protecao das lesGes e da manuteng¢do nos niveis de GSH.

Sendo assim, os efeitos preventivos observados na colite experimental e os
efeitos protetores na atividade antiulcerogénica do EMHs e da DFHs podem estar
associados a acdo antioxidante da planta, pois esta espécie apresenta taninos e
flavonéides na casca do caule e no fruto. Em adicdo o efeito protetor da DFHs pode

também estar relacionada a presenca de fibras da dieta.
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IX. Perspectivas

Estudar outros mecanismos de ag¢ao envolvidos na atividade antiulcerogénica e
antiinflamatdria intestinal do EMHs e da DFHs.

Estudar outros mediadores inflamatdrios envolvidos em ambas as doengas do
EMHs e da DFHs.

Avaliar a atividade de Hymenaea stigonocarpa na expressao dos genes no processo
inflamatadrio intestinal induzido por TNBS e nos modelos ulcerogénicos em ratos.
Avaliar a atividade do EMHs na fase cronica do processo inflamatdrio intestinal
induzido por TNBS em ratos.

Analisar os acidos graxos de cadeia curta da DFHs no processo inflamatdrio

intestinal induzido por TNBS em ratos.
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