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1.“ E agora, eis 0 que diz o Senhor, aquele que
te criou, Jaco, e te formou, Israel: Nada temas,
pois eu te resgato, eu te chamo pelo nome, és

meu.
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contigo. E os rios ndo te submergirdo; se
caminhares pelo fogo, ndo te queimaras, e a

chama ndo te consumira.

3. Pois eu sou o0 Senhor, teu Deus, o Santo de
Israel, teu salvador. Dou o Egito por teu

resgate, a Etiopia e Saba em compensacéo.

4. Porque és precioso a meus olhos, porque eu
te aprecio e te amo, permuto reinos por ti,

entrego nacoes em troca de ti.

5. Fica, tranquilo, pois estou contigo, do
oriente trarei tua raca, e do ocidente eu te

reunirei.

6. Devolve-os,direi ao setentrido e ao meio-
dia: Nao os retenhas! Traze meus filhos das
longinquas paragens, e minhas filhas dos

confins da terra;

7. Todos aqueles que trazem meu nome, e que

criei para minha gléria.”

ISAIAS 43:1-7



RESUMO

A pesquisa farmacoldgica tém se voltado ao conhecimento da medicina popular, a fim de
estabelecer as bases cientificas dos seus efeitos farmacoldgicos. Entre as diversas fontes
naturais utilizadas em nossa regido destaca-se a espécie Conocarpus erectus L, popularmente
conhecida como “mangue botdo” pertencente a familia Combretaceae. Diferentes partes da
planta como folhas, caule, frutos e flores tém descrito sua atividade bioldgica, dentre estas
anticancerigena e antimicrobiana. Relatos etnofarmacoldgicos obtidos na regido de
Salindpolis - PA descreveram potencial utilizacdo em desordens digestivas. Apesar do grande
avanco na terapéutica medicamentosa utilizada nos quadros de Ulceracdo gastrica se faz
importante a realizacdo de estudos que possam comprovar sua validagdo. Este trabalho tem
como objetivo verificar a atividade citoprotetora e cicatrizante do liofilizado do cha das cascas
obtido por decocto da espécie Conocarpus erectus L (LCE) em lesdes gastricas agudas e
crénicas. Como metodologias para avaliacdo do efeito citoprotetor foram utilizados indugéo
de lesdes agudas por indometacina e etanol, enquanto o efeito cicatrizante foi avaliado por
lesGes crénicas induzidas cirurgicamente por acido acético em ratos wistar adultos. A variacéo
do pH intragéastrico foi aferida pelo ensaio de ligamento de piloro. Foi avaliada atividade
antioxidante do LCE pelo ensaio de DPPH, bem como os niveis de peroxidacao lipidica pelo
método de TBA-RS em lesdes cronicas induzida por acido acético a 5% e 10%. Os resultados
revelaram atividade citoprotetora do LCE no modelo de inducdo por indometacina reduzindo
0 indice de ulceragdo (1U) nos grupos tratado com LCE em 51,49%, omeprazol em 51,33% e
sucralfato em 71,28% quando comparados ao grupo controle. Ja no modelo de inducdo por
etanol o grupo tratado com o LCE reduziu a area lesionada em 90,94% e 75,88% no grupo
sucralfato, ambos quando comparados ao grupo controle. Ja na atividade cicatrizante o grupo
tratado com o LCE reduziu as lesbes gastrica (5%) em 80,11%, o grupo omeprazol em
52,75% e o grupo sucralfato em 66,33%, ja as lesGes gastricas (10%) o grupo tratado LCE
reduziu 72,11%, o grupo omeprazol 57,47% e o grupo sucralfato 43,77% (p>0,05 Anova, pos
test Dunnett's e Turkey’s). O tratamento com o LCE revelou um aumento de 39% sobre o pH
intragastrico quanto comparado ao controle (p>0,05 Anova, pos test Dunnett's e Turkey’s) e
ndo apresentou-se estatisticamente diferente do grupo que recebeu omeprazol no modelo de
ligadura de piloro. A atividade antioxidante do LCE foi comprovada no ensaio de DPPH, pois
o mesmo foi diluido em 10x, 50x e 100x apresentando um percentual de (67,65 % + 0,52) ,

(73,22 % +0,17) e (72,70% +£1,39), repectivamente, quando comparado ao antioxidante acido



ascorbico (AA) usado como padrdo que apresentou 33,74% j& a concentracdo remanescente
de DPPH encontrada no AA foi de (92,84 +1,20) e nas dilui¢cdes do LCE foram de 10x (53,84
+0,60), 50x (47,44+0,20) e 100x (48,04+1,60) ambos (p<0,05 Anova, post test Turkey’s). A
peroxidacao lipidica avaliada nas les6es induzidas no modelo de inducdo por &cido acético a
5% demonstrou que a média dos niveis de MDA nos grupos nave, controle e tratado LCE foi
(0,492+0,0849), (1,579+0,219) e (0,399+0,092), respectivamente, demonstrando que o LCE
reduziu a peroxidacao lipidica em 74,73% com relacdo ao grupo controle (p<0,05 Anova, post
test Dunnett's) ndo apresentando-se diferente do grupo nave estatisticamente. J& na inducéo a
10% a média dos niveis de MDA observado nos grupos nave, controle e tratado LCE foi de
0,628 + 0,042, 1,567+ 0,234 e 0,441+0,12 respectivamente. O grupo tratado LCE reduziu em
71,85 % a peroxidacdo lipidica quando comparado ao grupo controle (p<0,05 Anova, post test
Dunnett's). Estes resultados confirmam o efeito citoprotetor e cicatrizante do LCE sugerindo
possiveis mecanismos de acdo associados a seu potencial antioxidante bem como uma

possivel inibicdo da secrecdo &cida.

Palavras-chaves: Plantas Medicinais, Conocarpus erectus L, ulcera gastrica, efeito

citoprotetor e cicatrizante.



ABSTRACT

The pharmacological research has been aimed at the knowledge of regional folk medicine, in
order to establish the scientific bases of their respective pharmaceutical products’
effectiveness. Among the many natural sources used in our region are the species Conocarpus
erectus L, popularly known as the "mangrove bud"”, belonging to the Combretaceae family.
Different parts of the plant such as leaves, stems, fruits and flowers have their biological
activity studied, among them the anticancer and antimicrobial effects. Ethnopharmacological
reports obtained in the region of Salindpolis - PA also described a potential use in digestive
disorders. Although a great advance in the drug therapy used in the cases of gastric
ulcerationhas been made, it is important to carry out studies that prove its validity. This work
aims to verify the cytoprotective activity and cicatrizing activity of the lyophilisatebark
teaobtained by decoction of the species Conocarpus erectus L (LCE) in acute and chronic
gastric lesions. The methodologies for evaluating the cytoprotective effect were acute lesions
inducted by indomethacin and ethanol, while the cicatrization effect was evaluated by chronic
acetic acid-induced lesions in adult Wistar rats. The intragastric pH variation was measured
by the pylorus ligament assay. The lyophilizate’santioxidant activity was evaluated by the
DPPH assay, as well as the lipid perioxide levels’ that were evaluated by the TBA-RS method
in chronic lesions induced by acetic acid 5 and 10%. The results showed cytoprotective
activity of LCE by the indomethacin induction model reduced the ulceration index (IU) in the
treated group by 51,49%, omeprazole group by 51,33% and sucralfate group by 71,28%, all of
them when compared to the controlled group. On the model of ethanol LCE’s induction, the
area affected was reduced by 90.94%, and in the sucralfate’s induction group, by 75.88%
when compared with the controlled group. The LCE’s healing effect reduced gastric lesions to
5% in 80.11%, while the on omeprazole group to 52.75% and the sucralfate group reduced to
66.33%, whereas in the 10% gastric lesionsthe LCE group reduced 72.11%, the omeprazole
57.47%, and the sucralfate group 43.77% (p>0,05Anova, post testDunnett'sand Turkey). The
LCE treatment showed an increase of 39% onintragastric pH when compared to control
(p>0,05An0va, post testDunnett's e Turkey’s) and did not statistically showed any different
from the omeprazole group by the model of pylorus ligation. The
LCElyophilizate’santioxidant effect was confirmed by the DPPH assay, as it was diluted in
10x, 50x and 100x with a percentage of 67.65% + 0.52, 73.22% £ 0.17 and 72.70% + 1.39,

respectively, when compared to the ascorbic acid antioxidant of 33,74% (AA) like this (p



<0.05, Anovapost testDunnett). A lipid peroxidation evaluated in the lesions obtained by the
5%-acetic-acid-induction model showed that the average MDA levels in the nave group,
controlled group and treated group LCE were 0.492 + 0.0849, 1.579 + 0.219, and 0.399 +
0.092, respectively, showing that the LCE-treated group was able to reduce lipid peroxidation
by 74.73% in comparison to the controlled group (p<0,05 Anovapost testDunnet) and it did
not statisticallydiffer from the nave group. On the 10%-acetic-acid-model the average level of
malonaldehyde in the nave group, controlled group and the LCE-treated group was 0.628 +
0.042, 1.567 + 0.234 and 0.441 + 0.12, respectively. The LCE treated group managed to
reduce by 71.85% the lipid peroxidation caused by acetic acid induced lesions when
compared to the control group (p <0.05 Anovapost testDunnet).These results confirm the
cytoprotective and cicatrizing effects of LCEand suggest possible action mechanisms

associated with its antioxidant potential, as well as possible acid secretion inhibition.

Key words: Medicinal Plants, Conocarpus erectus L, gastric ulcer, cytoprotective and

cicatrizing effect.
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-S-S-— Ponte de disulfeto

-SH - Tiol

SOD - Superoxido dismutase

SUS- Sistema Unico de SatudeTBAR-RS —Acido tiobarbiturico
TGI — Trato gastrointestinal

UG — Ulcera gastrica

VO — via oral
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1 INTRODUCAO

1.1 A IMPORTANCIA DO CONHECIMENTO ETNOFARMACOLOGICO PARA A
MEDICINA TRADICIONAL.

1.1.1 Plantas medicinais

Historicamente existem relatos fosseis sobre a utilizacdo de plantas medicinais pelos
seres humanos ha mais de 60 mil anos atras. Estes relatos concentram-se nas épocas
dassagradas escrituras, papiros e principalmente aos povos que habitavam em regides
tropicais, onde havia uma grande variabilidade de opg¢des naturais, como exemplo, a nossa
regido Amazénia Brasileira ( PINTO; MADURO, 2003; Argenta et al., 2011).

O Brasil destaca-se no cenario mundial da producéo de fitomedicamentos, por possui a
maior biodiversidade do mundo, a qual corresponde cercade 20% do nimero total de espécies
existente no planeta. As plantas medicinais existentes na regido Amazoénia correspondem a
uma grande parcela da biodiversidade do mundo e s&o utilizadas como remedios caseiros pela
populacdo local, e a cada dia ganha espaco na industria de fitoterapicos. E importante ressaltar
que os principios biolégicamente ativos presentes em muitas plantas medicinais podem
também servir de modelo para a sintese de um grande nimero de farmacos. Pesquisadores da
area de produtos naturais mostram-se impressionados com a grande diversidade em termos de
estrutura, propriedades fisico-quimicas e biologicas encontrados na natureza (JARDIM, 2007
;BOCHUWANG, 2011).

A utilizacdo de plantas medicinais com finalidade terapéutica foi reconhecida
oficialmente pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) em 1978, com difusdo em ambito
mundial dos conhecimentos necessarios para 0 consumo, respeitando 0s critérios e as
normativas vigentes para sua aplicabilidade. No entanto, ainda existe o consumo de plantas
medicinais para tratar patologias sem embasamento cientifico comprovado, que ocorre em
decorréncia das indicacdes populares (OMS, 2014). Embora nesta Ultima década tenha
ocorrido um aumento no crescimento socioecondmico da populacdo brasileira, sabe-se que
ainda existem necessidades no atendimento priméario a saide em comunidades carente e
isoladas com dificil acesso aos hospitais. O interesse por terapias de origem natural ndo é
exclusivamente motivada por achados cientificos, mas pela opgao da “consciéncia ecoldgica”

usada na atualidade (SILVEIRA; BANDEIRA; ARRAIS, 2008).
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Dentro desta Otica, diversas plantas medicinais tem sido utilizadas no tratamento de
desordens digestivas, principalmente as lesGes gastricas. A humanidade tem convivido e
sofrido com Ulceras pépticas tanto de caracteristica gastrica como duodenal desde os tempos
remotos, porém nos Gltimos anos estudo relacionado ao quadro aumentou significativamente
devido a identificacdo de varias técnicas, as quais tém possibilitado um estudo mais detalhado
e especifico da mucosa géstrica e novas alternativas de tratamento. A gama terapéutica valida
poderd ser ainda maior diante da comprovacdo cientifica da medicina tradicional,
principalmente associada a utilizagdo de plantas medicinais (BRZOZOWSKI, 2003).

Segundo Rebougas (2011) a respeito dos mecanismos fisiopalogicos da doenca
ulcerativa é fundamental o equilibrio entre 0s mecanismos protetores e agressores da mucosa
gastrica, pois ndo existe relatos sobre a utilizacdo medicamentosa ou métodos capazes de
interferir farmacologicamente nas predisposices genéticas da mucosa. Diante disso, novas
terapias que visem ndo somente o controle da secrecdo gastrica, mas a reversdo dos danos
causados & mucosa e o controle dos eventos inflamatorios que sucedem apos a instalagéo das
lesbes tem sido o principal alvo em estudos promissores a agentes com potencial

antiulcerogénico.

Todo conhecimento adquirido de novas substancias que possuem potencial terapéutico
na reversdo de leses gastricas, principalmente desprovidas de efeito tdxico, caracteriza-se
como matérias-primas inovadoras para possiveis farmacos. Diante disso, a busca de recursos
farmacoldgicos mais econdmicos, principalmente através da pesquisa de substancias
utilizadas pela sociedade, surge como uma alternativa terapéutica a disposicdo de todos.
Através da literatura, percebe-se que diversas plantas medicinais e alimentos ja foram
estudados para prevenir e tratar Ulceras gastricas, afirmando que suas propriedades
terapéuticas podem esta relacionado com a presenca de taninos, flavonoides, gomas, fibras,
mucilagens, terpendides, isotiocianato, alcaldides, glicosideos, saponinas e esteroidesque
possuem efeito antiflamatério (LORENZI, 2002; JORGE; LEITE; OLIVEIRA; TAGLIATI,
2004).

Ha uma grande variedade de substancias quimicas ja isoladas de plantas e extratos
vegetais, com atividade terapéutica comprovada em modelos experimentais por inducdo de
Ulceras gastricas, afirmando o grande potencial das plantas e seus principios ativos, para

serem usados na terapéutica contra Ulceras pépticas (Mota et al., 2009).

Visando a validacdo das atividades citroprotetora e cicatrizante atribuida ao cha das

cascas da espécie Conocarpus erectus L em disturbios relacionados ao trato gastrointestinal, o



21

presente trabalho desenvolvido no Laboratério de Farmacologia e Toxicologia de Produtos
Naturais do Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Pard, desenvolveu
estudos com o liofilizado do cha em roedores com aplicacdo de dose alométrica e a utilizacdo
de metodologias internacionalmente padronizadas.

1.1.2Espécie Conocarpus erectus L

- -
Figura 1: Espécie Conocarpus erectus L
Fonte: https://goo.gl/images/pVDsuU

Classificagdo Taxonomica
REINO: Plantae
FILO:Magnoliophyta
CLASSE: Magnoliopsida
ORDEM: Myrtales
FAMILIA: Combretaceae
GENERO: Conocarpus
ESPECIE: Conocarpus erectus L

A espécie Conocarpus erectus L é popularmente conhecida como “mangue botdo”’
pertencente a familia Combretaceae, podendo ser encontrada nos manguezais em regides
tropicais e subtropicais em todo o mundo (BANDEIRA, 2003). Suas diferentes partes como
as folhas, caules, frutos e flores possuem em sua composicdo propriedades antioxidante,
anticancerigenos e antimicrobianos. Na medicina popular é utilizada na prevencéo de anemia,
diabetes, conjuntivite, dor de cabega, diarreia, febre, gonorreia, hemorragia, inchagos e sifilis
(Abdel-Hameed et al., 2013).

A familia Combretaceae possui cerca de 13 géneros e 500 espécies, com distribui¢do

tropical, existente em ambientes quentes de todo o continente, com centros de diversidade na
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Africa e Asia, suas espécies constituem importantes elementos de mangues, florestas imidas e
de regibes semi-aridas. As subfamilias Strephonematoideae e Combretoideae j& foram
reconhecidas dentro da familia Combretaceae. A subfamilia Strephonematoideae possui um
tnico género, Strephonema, com distribuicio exclusiva na Africa, sem representantes na flora
brasileira e a subfamilia Combretoideae que possui 0 maior nimero de espécies apresentando
uma distribuicdo mais ampla, com duas tribos, Laguncularieae e Combreteae, com 4 a 12
géneros, respectivamente, sendo os géneros Combretum e Terminalia encontrados em todos
os continentes (STACE, 2004).

Segundo Tomlinson (2006), de acordo com as fungdes ecoldgicas e etnobotanicas que
a espécie Conocarpus erectus L apresenta, ela é defenida como um arbusto de beira-mar ou
arvore com folha altamente resistente ao sal, que protege o solo durante a tempestade e ajuda
a estabilizar as dunas, fornecendo comida e cobertura para a vida selvagem (varias espécies de
caranguejos e insetos), sua madeira é pesada e muito duravel em agua, tornando-a Util para a
confeccdo de barcos e outras construgdes maritima, porem, € susceptivel ao ataque de cupins,
é o0 combustivel preferido para defumar peixes, faz uma excelente lenha pelo fato de emitir
pouca fumaca durante a sua queima e tambem sendo utilizada como fonte de carvdo. A
espécie floresce de janeiro a abril, junho, julho e outubro e com frutifica de fevereiro a julho.

Estudo descreverdo que suas folhas sdo ricas em tanino e flavondides.

Figura 2: Distribuicdo da espécie Conocarpus erectus L no Sul do Brasil.
Fonte: <http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB6910>.

Quanto a distribuicdo geografica da espécie Conocarpus erectus L, ela pode ser
encontrada no litoral meridional da Flérida, México, América Central e na América do Sul,
desenvolve-se no litoral do Equador ao Brasil. Sempre associada a ambientes de manguezal.

No Brasil, ela encontra-se registrada nos estados do Para, Alagoas, Bahia, Maranhdo, Paraiba,


http://floradobrasil.jbrj.gov.br/jabot/floradobrasil/FB6910
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Pernambuco, Piaui, Rio Grande do Norte, Sergipe, Espirito Santo, S&o Paulo, Rio de Janeiro e
Parand. Ja no Ceara foi registrada ao longo do litoral em manguezais (Fig. 2) (MARQUETE,
2012; Linsigen et al., 2009).

Através de informacGes etnofarmacologicas sobre a utilizagdo da espécie Conocarpus
erectus L no tratamento de doencas relacionadas ao trato gastrointestinal e sua atividade
citoprotetora e cicatrizante no tratamento de Ulceras géstricas, faz-se necessario sua
comprovacdo, a qual servira com novo fitoterapico para inddstria farmacéutica, uma vez que

esta espécie ndo possui embasamento cientifico.

1.2. ANATOMIA E HISTOLOGIA DO TRATO GASTROINTESTINAL

O trato gastrointestinal € composto pelo trato digestivo constituido pela cavidade oral,
estdbmago, esdfago, intestino delgado, intestino grosso e pelas glandulas anexas que séo as
glandulas salivares, figado e o pancreas, um conjunto diversificado de Orgaos responsaveis
pela digestdo das substancias alimentares advindas da nutricdo extracorpérea e absorcdo das
moléculas de nutrientes para corrente sanguinea, além de servir também como uma barreira
de protecdo entre 0 meio externo e interno contra agentes nocivos (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 2008; SILVERTHORN, 2010).

O orgdo acometido pela doenca Ulcera gastrica € o estbmago, possui forma sacular
com volume variavel de 1200 mL a 1500 mL com capacidade acima de 3000 ml, tendo como
funcdo armazenar o alimento, iniciar a digestdo de proteinas, além de eliminar as bactérias
pela acdo da acidez do suco gastrico e transportar o alimento na forma pastosa (quimo) para o
intestino delgado (SILVERTHORN, 2010).

Figura 3: Regides anatdbmicas do estdmago

Fonte: http://reforcoc cias.blogspot.com/2008/04/doenas-relacionadas-aocestomago.html
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O estbmago é dividido em quatro regides anatbmicas que corresponde a regido cardia
que faz a transicao entre o esdfago e estdmago; o fundo que esté situado na regido superior e
tangencia a juncdo es6fago gastrica; o corpo corresponde a maior parte do 6rgdo e o antro
que encontra-se situado na regido proxima ao canal pilérico. Sendo limitado por dois sistemas
de esfincteres, o inficter esofagiano localizado na parte superior ou proximal do estbmago e o
inficter pilérico localizado na parte inferior ou distal do estdmago (Fig3).Vale ressaltar que
as regides do fundo e corpo possuem estrutura microscopica idéntica, portanto, somente trés
regibes sdo consideradas histologicamente (DANGELO; FATTINI, 2007; Kummar et al.,
2010).
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Figura 4: Histologia da parede gastrica
Fonte:http://1.bp.blogspot.com/ mEwwMHwf{zo4/TAIE0OX05XrI/AAAAAAAAAHQ/ITK7X
Sj9Zxs/s1600/estomago+%2B+parede.jpg

A parede do estdbmago € composta por quatro camadas também chamadas de tunicas
basicas que sdo comuns ao trato gastrointestinal estas sdo: A mucosa, que reveste o estbmago
com uma camada de células epiteliais, uma de lamina propria, composta por tecido conjuntivo
frouxo, no qual as células epiteliais estdo fixadas, e uma delgada camada de musculo liso,
também chamada de muscular da mucosa; submucosa, uma espessa camada de tecido
conjuntivo ou fibroso localizado sob a mucosa, que possui vasos sanguineos, linfaticos e em
certas regifes contém glandulas e plexos nervosos; muscular externa, compreende a uma
dupla camada de fibras musculares lisas (involuntarias), responsaveis pelos movimentos
peristalticos, que levam o alimento ao longo do trato gastrointestinal misturando-o com as
enzimas digestivas. Entre suas duas camadas existe o plexo mioentérico (plexo de Auerbach),
que prové o principal suprimento nervoso do trato gastrointestinal e a camada serosa
considerada a camada mais externa, constituida por tecido conjuntivo e recoberta por uma

camada de tecido epitelial, a qual tem a funcdo de protecéo (FOX, 2007).
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A mucosa possui fossetas com formato de longas dobras, e suas aberturas no limen
géastrico correspondem as fossetas gastricas. As células que revestem as fossetas da mucosa
secretam varias substancias, formando as glandulas exdcrinas, que constituem-se de diversos
tipos de células. As células parietais presentes na mucosa gastrica, secretam um polipeptidio
denominado fator intrinseco, fundamental para que a vitamina B12 seja absorvida no intestino
( FOX, 2007).

Glandula Oxintica Glandula Pilorica
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o Célula Enterocromoafin
Célula enterocromoafin

Figura 5: Anatomia funcional da mucosa gastrica
Fonte: SCHUBERT, 2011

No trato gastrointestinal existem varios tipos de glandulas, pois no estbmago podem
ser encontado as glandulas oxinticas e pildricas, que secretam varias substancias responsaveis
pelos processos digestivos e homeostaticos do 6rgdo (Fig 5). As glandulas oxinticas podem
ser encontradas na superficie interna do corpo e fundo do estdmago, compostas por células
mucosas (que secretam o muco), células pépticas ou principais (responsaveis pela secrecao do
pepsinogénio), células parietais (que secretam o &cido cloridrico), células D (que secretam
somatostatina) e as células enterocromafins (ECL) (que secretam histamina). Ja as glandulas
piléricas estdo localizadas na porcdo antral do estdmago e possuem células mucosas
(produtoras de muco), células G ( quando estimuladas liberam o hormdnio gastrina, tendo

papel importante na secrecdo gastrica) e também células D (SCHUBERT;PEURA, 2008).

1.3. FISIOLOGIA DO TRATO GASTROINTESTINAL

1.3.1 Secrecgao gastrica
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O suco gastrico é uma solucdo extremamente &cida, constituido de HCL, pepsina, fator
intrinseco, muco, bicarbonato, dgua e sais. Formado apartir da mistura de secrecdo das

glandulas géstricas e das células epiteliais superficiais gastricas (Berne et al, 2004).

As células parientais sdo consideradas as principais células secretora de acido na
mucosa gastrica, regulada por varios mecanismos em niveis central e periférico como
hormonais, neurais, paracrinos e autocrinos, 0s quais convergem para a etapa final da
secrecdo de HCL (Kontureket al, 2004; SCHUBERT, 2005).

Segundo Fry (2009) a secrecdo gastrica divide-se em 3 fases distintas que sdo: Afase
ceféalica onde uma parte é controlada pelo hipotdlamo e mediada pelo nervo vago, sendo
estimulada pela visdo, pensamento, pelo cheiro e sabor do alimento; A fase géstrica induzida
pela distencdo do estdbmago e exposicdo luminal dos nutrientes, realizando a ativacdo de
receptores sensoriais do corpo e do antro gastrico aumentando assim a quantidade de secrecao
gastrica e a fase intestinal estimulada pela presenca de aminoacidos e peptideos provenientes

do quimo e pela distengdo mecénica.

1.3.2 Mecanismos estimulantes da secrecédo gastrica

O controle da secrecdo de acido gastrico pelas células parientais acontece por meio da
interacdo harménica da sinalizacdo neuronal, hormonal e paracrino agindo direta e
indiretamente nas células parientais, através da modulacéo da secrecdo do horménio gastrina e
0S agentes paracrinos, histamina e somatostatina presente no estdmago. Os principais
estimulantes da secrecdo gastrica sdo a Histamina liberada a partir das ceélulas
enterocromafins (ECL) (paracrinos); Gastrina, liberada a partir das celulas G (hormonal) e
acetilcolina (ACh) liberada de neurdnios entéricos pds-ganglionares (neurdcrinos). Ja a
somatostatina é a principal inibidora da secrecdo acida sendo liberada das células D oxintica
e pilérica (paracrinos), sendo que cada um desses agentes atuam diretamente na célula
pariental, assim como indiretamente na modulacéo de células neuroendécrinas (SCHUBERT;
PEURA, 2008).

1.3.3 Fatores protetores da mucosa gastrica
A mucosa gastrica mantém sua integridade funcional e estrutural mesmo estando
constantemente exposta a fatores nocivos como HCI, pepsina e bactéria H. Pylori. Em

condi¢des normais ela é mantida por fatores pre-epiteliais como o muco, bicarbonato e



27

fosfolipideos; uma superficie das células epiteliais justapostas que secretam muco, produzem
bicarbonato, peptideos, prostaglandinas e heatshock proteins; renovacdo celular continua
realizada pela proliferacdo de células progenitoras (reguladas por fatores de crescimento e
prostaglandinas E2); fluxo sanguineo continuo devido aos microvasos da mucosa; uma
barreira endotelial com inervagdo sensitiva assim como o 6xido nitrico (Laine et al., 2008;
Kato et al., 2009).

1.3.4 Fatores de Protecdo Pré-Epitelial
1.3.4.1 Muco e bicarbonato

A barreira pré-epitelial é considerada a primeira linha de defesa, constituida pelo
muco, bicarbonato e fosfolipideos que tem a funcdo de cobrir a superficie da mucosa,
mantendo um pH neutro ~7,0 na interface luminal da superficie das células epiteliais,
enquanto que o pH do limen é de 1,0-3,0. Esta camada retém o bicarbonato secretado pelas
ceélulas epiteliais mantendo na superficie epitelial um pH neutro, impedindo a penetracdo de
pepsina e a digestdo proteolitica do epitélio da superficie. O muco gastrico possui também
atividade antioxidante pelas glicoproteinas presentes nele, pois 0s aglUcares sdo potentes

sequestradores de espécies reativas de oxigénio (Tarnawski et al., 2013).

O muco possui papel importante na protecdo da mucosa gastrica, ele é um gel
transparente, viscoso, elastico e aderente, constituido por 95% de agua e 5% de glicoproteinas
que cobre toda a mucosa gastrointestinal. VVale ressaltar que a propriedade protetora do muco
depende ndo somente da estrutura do gel, mas também da espessura e da aderéncia da camada
na superficie da mucosa (REPETTO E LLESUY, 2002; Laine et al., 2008).

O muco é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estdbmago até o cdlon,
formando um gel aderente entre a mucosa e o limen, que protege a mucosa contra agentes
agressivos. Sua secrecdo € estimulada por hormdnios gastrointestinais, como a
gastrina,secretina, prostaglandina (PGE2) e agentes colinérgicos. Substancias Ulcerogénicas
como anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e sais de bile, causam dissipacdo do gel

mucoso e da camada de fosfolipidios, causando a lesdo da mucosa (Laineet al., 2008).

A producdo de bicarbonato na camada aderente ao muco cria um gradiente de pH
quase neutro na superficie epitelial do estbmago. A funcdo priméaria da secrecdo de

bicarbonato da mucosa é impedir a difusdo do acido na camada de gel e de muco, e ser
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suficiente para manter um pH neutro entre a superficie da mucosa e o muco. Evidéncias
sugerem que em condigdes fisiologicas normais, a barreira de bicarbonato junto ao muco €
suficiente para a protecdo da mucosa gastrica contra o &cido e pepsina, apresentando também
protecdo ao duodeno (ALLEN E FLEMSTROM, 2005).

1.3.4.2 Fatores de Protecéo Epitelial

A protecdo epitelial estd ligada primeiramente os aspectos anatémicos, ja que as
células epiteliais gastricas possuem propriedades intrinsecas de protecdo tanto por sua
disposicdo anatémica quanto por sua constituicdo bioquimica. As juncbes fechadas e outras
barreiras intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do limem para a mucosa
gastrica. Quando héa destruicdo nas barreiras gastricas e ocorréncia de morte celular, as células
necroticas podem ser repostas pela migracao de células epiteliais sobreviventes nas bordas da
lesdo ou através da divisdo das células do colo glandular que migram até o limem e

diferenciam-se em células epiteliais superficiais (Laine et al., 2008).

Segundo Cnubben (2001) e Bayir (2005) descrevem que além dos aspectos
anatomicos, a protecao epitelial também envolve fatores bioquimicos, ou seja, um sistema
antioxidante. As enzimas antioxidantes formama primeira linha de defesa contra o anion
superdxido e o H,0,, elas sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST). Ja a segunda linha de defesa antioxidante
é realizada por alguns compostos de moléculas quimicas pequenas, incluindo vitaminas,

flavondides, carotendides, acido urico e a glutationa (GSH).

1.3.4.3 Fatores de Protecdo Sub-Epitelial
1.3.4.3.1 Fluxo sanguineo

As principais fungdes do fluxo sanguineo € suprir a mucosa com oxigénio, nutrientes e
horménios, regulacdo (entrada e saida de acido), producdo de muco, secre¢do de bicarbonato
e remocao dos produtos do tecido, incluindo a retro-difusdo de ions de hidrogénio, assim, o
fluxo sanguineo contribui substancialmente para manutencéo fisiolégica da mucosa, além de
participar da cicatrizacdo de Ulcera gastrica. Pois, sua reducdo esta relacionada a formacéo de
lesbes gastricas causadas por estresse, etanol e AINES. O fluxo sanguineo adequado é crucial

para a integridade da mucosa, ele remove o cido difundido através de um epitélio lesionado



29

fornecendo a enérgia metabolica necesséria para apoiar o transporte e outras funcbes
(Rodriguez et al., 2001; KAWANO, 2000).

Segundo Rodriguez (2001) a circulagdo sanguinea gastrica mantém a estrutura e a
funcdo do estbmago, estando interligada com a patogénese e 0 processo de cicatrizagdo das
lesbes gastrointestinais, regulado por fatores neurais e humorais, e modificado por fatores
metabdlicos locais. Os fatores derivados do endotélio que sdo produzidos por células
endoteliais vasculares, induzem o relaxamento ou contracdo dos vasos sanguineos servindo

como mediadores basicos que regulam a circulagdo no estdbmago.

1.3.4.4 Fatores Moduladores da Mucosa Gastrica

As prostaglandinas séo derivadas de &cidos graxos de 20-carbonos encontradas em
praticamente todos os tecidos e drgaos por ser uma substancia produzida em quase todas as
células com excessdo nas hemacias, ela executa funcdes fisiologicas e patologicas. Sao
sintetizadas a partir de diferentes precursores comoo 4&cido araquiddnico (AA) que é
convertido em endoperoxidos instaveis, PGG2 e PGH2 pela a¢édo da ciclooxigenase (COX)
(Chandrasekharan, et al., 2002).

As prostaglandinas possuem papel fundamental na protecdo e manutencdo da mucosa
gastrica, e estdo envolvidas em varios processos fisiologicos no estbmago como a producgéo
de muco, bicarbonato e secrecdo de fosfolipideos, 0 aumento do fluxo sanguineo, também a
rapida restituicdo epitelial e cicatrizacdo, sdo estimulados e/ou facilitados através de sua acéo.
Diante disto, inibem a secrecdo acida e fazem a ativacdo de mastdcitos e leucdcitos, bem
como a aderéncia de plaquetas no endotélio vascular. Sdo importante para citoprotecdo da
mucosa gastrica causadas por AINEs, envolvendo fatores neurais, vasculares e hormonais
(Laine et al., 2008; Brzozowki et al, 2005).

As ciclooxigenases também chamadas de prostaglandina H; sintase é constituida pelas
isoenzimas COX-1, COX-2 e recentemente COX-3. A COX-1 é constitutivamente expressada
na maioria dos tecidos desempenhando funcdes fisiolégicas como a manutengdo da mucosa.
A COX-2 € induzivel, isto €, ndo é residente dos tecidos organicos, mas se forma aparti de
estimulos inflamatorios, seu nivel é geralmente baixo ou indetectavel em condi¢des normais,
que aumentam rapidamente sob influiéncia de estimulos pro-inflamatdrios ou mitogénico. Ja a
COX-3 estudos revelam que ela é uma variante da COX-1. Recentemente estudos em ratos

normais demonstraram que a inibicdo seletiva de COX-1 ou de COX-2 n&o lesiona a mucosa
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géstrica, e sim quando ambas sdo inibidas, demonstrando que a COX-2 participa na defesa da
mucosa gastrica (GUDIS, 2005).

O 6xido nitrico (NO) é um radical livre gasoso que participa da cascata de sinalizagdo
de vérios processos fisiologicos na mucosa gastrica, como o relaxamento do musculo liso,
agregacdo plaquetéria, controle da pressdao arterial e fluxo sanguineo, neurotransmisséo e

regulacdo de mecanismos pro e anti-apoptotico (KUO; SCHROEDER, 1995).

Segundo o Cho (2001) quando o 6xido nitrico é produzido em pequenas quantidades
seu efeito € benéfico para o trato gastrointestinal, protegendo a mucosa contra danos e
promovendo a cicatrizacdo de Ulcera gastrica, mas quando produzido em excesso ele promove
ou até mesmo inicia respostas inflamatorias quando combinado com outras espécies reativas

de oxigénio (EROs) em todo o trato gastrointestinal.

O NO possui participa do reparo da mucosa e no processo da cicatrizagdo, podendo
provocar ou aumentar o depdsito de colageno pelos fibroblastos, além de também estimular a
angiogénese. Ele participa da modulacédo da defesa da mucosa gastrica agindo como regulador
na secrecdo de muco, inibidor da migracao de neutréfilo e vasodilatador. Durante o processo
de cicatrizacdo da Ulcera gastrica, ele regula o fluxo sanguineo estimulando diretamente a
secrecdo de muco gastrico, ativando a guanilatociclase solGvel, além de, induzir o estresse
oxidativo na fita de DNA inibindo assim as enzimas envolvidas na reparacdo do DNA
(WALLACE; MILLER, 2000).

1.4 ESTRESSE OXIDATIVO

1.4.1 Espécies reativas de oxigénio

Normalmente, 0s organismos aerdbicos necessitam de oxigénio ( O, ) paraa producao
de sua energia, sendo que a maior parte desse oxigénio dinimui na organela mitocéndrias,
pois a agua através da acdo da enzima citocromo oxidase, transfere 4 elétrons para 0 oxigénio
sem fazer liberacdo de intermediarios reativos. No entanto, somente 5% do oxigénio presente
nos orgaminos reduz-se através da acdo de enzimas que sdo altamente reativos, gerando assim
as espécies reativas de oxigénio que constituem os chamados radicais livres (HALLIWELL &
GUTTERIDGE, 2007).

Segundo Ribeiro (2008), a palavra “radical livre” ¢ utilizada para denominar qualquer

atomo ou molécula cuja sua estrutura atbmica apresente no seu arbital mais externo um ou
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mais elétrons desemparelhados, permanecendo-se instavel e muito reativo. Porém outras
espécies quimicas podem se formar apartir dos radicais livres, que apesar de ndo apresentarem

elétrons desemparelhados possuem uma similar instabilidade estrutural do mesmo.

O estresse oxidativo é caracterizado pelo excesso da formacdo de radicais livres ou
pela incapacidade na remocdo das moléculas altamente reativas, o excesso de agentes
oxidantes ou a deficiéncia do sistema protetor, causa o desequilibrio entre 0 consumo de
glutationa reduzida (GSH) e a producéo da glutationa oxidada (GSSG). A formacéao de pontes
de dissufeto (-S-S-) nas proteinas portadoras de grupamento tiol (-SH) ocorrem através do
aumento da GSSG, e a sua reducdo pode ocorrer devido a agcdo de compostos antioxidantes,
como a GHS e pelo sistema tioredoxina ( VALKO, 2007; NORDBERG & ARNER, 2001).

Portanto, o estresse oxidativo ndo pode ser definido somente pelo desequilibrio entre
parametros pro-oxidantes e antioxidantes, mais como pertubacdo da sinalizacdo e do controle
redox, levando-se em consideracgéo o sistema redox GSSG/GSH, tioredoxina e cisteina/cistina
( JONES, 2006).

1.4.2 Peroxidacao Lipidica

A primeira consequéncia do estresse oxidativo é a peroxidacao lipidica caracterizada
pela deteriorizacdo dos acidos graxos poliinsaturados ( LH) que se inicia com o radical *OH
ao capiturar um atomo de hidrogénio de um carbono metileno da cadeia polialquil dos acidos
graxo, formando um radical. O oxigénio é mas solivel em meio ndo polar do que polar,
permitindo com que as menbranas bioldgicas apresentem uma elevada concentracdo de O, na
regido hidrofobica medial, onde sua potencialidade gera efeitos deletérios nos acidos graxos
poliinsaturados da menbrana. Diante disso, um elétron e um acido graxo desemparelhado ao
reagirem com o O, formam um radical peroxil (LOO¥*), tornando-se capaz de retirar um
hidrogénio de um acido graxo poliinsaturado adjacente da menbrana, aumentando assim a
peroxidacao lipidica e a formacdo de hidroperdxidos lipidicos (LOOH) ( JONES, 2006;
LOUREIRO, 2002).

Segundo Droge (2002), um dos produtos para determinar a peroxidacao lipidica € o
malonaldeido (MDA), um dialdeido considerado altamente reativo, que ao reagir com 0s
grupos amino de proteinas, fosfolipidios ou acidos nucléicos, permiti modificacdes estruturais
nas moléculas bioldgicas. Sua avaliacdo do é realizada espectofotometricamente ao se medir

um complexo colorido, sendo o produto da reacdo com o acido tiobarbiturico.
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1.5 ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica (UG) é considerada uma doenga grave, com origem multifatorial,
geralmente crbnica e de prevaléncia mundial, com grande relevancia na satde publica por
causa morbimortalidade aos seus pacientes, e por isso ela é foco de novas frentes de
pesquisa. A cada ano os casos de Ulceras gastricas afeta cerca de 4 milhGes de pessoas ao
redor do mundo com 2 milhdes de caso do Brasil, com risco de morte até 40% (COELHO,
2003; Zelickson et al., 2011; OMS, 2014).

Segundo Aires (2008), a Ulcera gastrica caracteriza-se como uma descontinuidade
“rompimento” das células da mucosa do TGI podendo chegar a camada da submucosa, em
humanos € vista como uma lesdo definida, circular ou oval e com aproximadamente 4cm de

diametro.

O surgimento da lesdo ulcerativa ocorre através do desequilibrio entre os fatores
protetores com o muco, bicarbonato, fuxo sanguineo adequado, oxido nitrico, prostaglandina
dente outros fatores agressores como a pepsina, acido cloridrico, H,0,, OH", O, e fatores
emocionais como estresse, ansiedade, emoc¢6es e manifestacdes na vida afetiva. Estas lesoes
também podem ser ocasionadas e agravadas pelo estresse, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, uso de AINEs e presenca da bactéria Helicobacter pylori no trato gastrointestinal.
As lesdes ocorrem em maior parte na pequena curvatura do estbmago e proximo do duodeno,
também podendo desenvolver-se na zona inferior do esofago, zona distal do duodeno ou no
jejuno (BARKUN; LEONTIADIS, 2010; Beserra et al., 2011)
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PRODUCED DE MUCO
BICARBONATO FLUXD DE SANGUE PARA A MUCOSA
PGS
PRODUGAD DE MUCO
FLUXD DE SANGUE PARA & MUCOSS

FEPSINA

r
Mucosa saudivel | J L
@ ’?orma;éo filcera péptica

Figura 6: Desequilibrio entre os fatores protetores eagressores da mucosa

Fonte: Adaptada de http://www.jhmicall.org
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Existem fatos que comprovam que a bactéria H. pylori € um fator importante na génese
da Ulcera péptica, em razdo de sua presenca durante a inflamacdo da mucosa e sua capacidade
de alterar os mecanismos reguladores da producdo de acido. Dados demonstram que 90% das
pessoas portadoras de Ulceras gastricas encontram-se infectados pela bactéria, apesar de nunca
ter manifestado qualquer tipo de sintomas ou complicagfes por causa da sua presenca na
mucosa. A alta prevaléncia da infecgdo causada pela bactéria tem dificultado sua terapia e por
isso, ela € considerada um problema de satde publica ( Momtazet et al., 2012).

As ulceras gastricas podem ser encontrada 60% na regido antro, 25% na jungdo nas
regides corpo e 25% na pequena curvatura, sua maior incidéncia é em homens, faixa etaria de
maior ocorréncia entre 50 a 70 anos. Sua incidéncia clinica e chances de cura é de 95%
durante o primeiro tratamento. J& as chances de reeincidéncia é de 65-80% um ano apés a
cura, e quase 100% depois de dois anos (WALLACE & DEVCHAND, 2005 ; ABITBOL,
2013).

Os sintomas associados ao desenvolvimento deste tipo de lesdo € variado,
apresentando manifestacdo com dores epigastrica, dispepsia, vomitos, perda de apetite,
intolerancia a alimentos gordurosos, anemia, hematemese e melenas (RAMAKRISHNAN E
SALINAS, 2007).

Segundo Coelho (2003), no tratamento de Ulceras gastricas os farmacos buscam
neutraliza o conteddo gastrico. Pois, os antiacidos tem como finalidade restabelecer o
equilibrio da mucosa gastrica lesionada, diminuindo 0s agentes agressores como 0 acido
gastrico, pepsina e bile. A descobeta dos receptores de Histamina H, e antagonista seletivos,
como a cimetidina e a ranitidina ocasionou grande impacto mundial na terapéutica (Jain et
al., 2007).

Diversos farmacos gastroprotetores foram também introduzidos, como os inibidores da
bomba de protons (IBPs), a exemplo o omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e
esomeprazol, onde sua a¢do provoca a reducdo nas secrecOes de acido gastrico basal, sendo
ativados pelos canaliculos secretores de &cido da célula parietal, e sua forma ativa,
sulfenamida ciclica, liga-se covalentemente a H+,K+-ATPase, inativando-a, por modificar sua
conformacéo estrutural (Sachs, et al., 2010; HOOGERWERF & PASRICHA, 2012).

Mas apesar da grande efetividade apresentada pelos antagonistas dos receptores H; e
IBPs, esses medicamentos podem causa conseqiiéncias quando sdo utilizados por muito

tempo, devido a intensa supressdo do &cido. Dentre os efeitos causados, podemos citar a
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osteoporose, maior risco de infec¢bes entéricas, metabolismo alterado pelo uso de outros
medicamentos, desenvolvimento de pdlipos gastricos que podem evoluir para cancer gastrico
e até mesmo a reeincidéncia de doencas (CHUBINEH e BIRK, 2012).

Diante dessas problematicas observadas nos pacientes submetidos ao uso de
medicamentos prologados no tratamento de ulceras gastricas, faz-se necessario a investigacao
de novos alvos terapéuticos, de preferéncia advindos de plantas medicinais, desprovidos de
efeitos toxicos, uma vez que, esta alternativa podera beneficiar a todos devido seu baixo
custo, servir de alicerce para a obtencdo de novos fitoteraticos para a indUstria farmacéutica. E
assim, contribuir para a insercdo da espécie como recurso terapéutico oficial na RENESUS.
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2 JUSTIFICATIVA

A Ulceracdo gastrica é uma condicdo patolégica muito frequente na populacdo mundial
e de modo ndo diferente tem grande expressdo em nivel nacional em nossa regido. Apesar dos
avancos na area da terapéutica com a inser¢do dos IBPs e antibioticoterapia aplicada a H.
pylori, a busca de novas alternativas de tratamento que apresente eficacia e seguranca €
constante, principalmente se lhe for atribuida menor incidéncia de efeitos colaterais. Dentro
desta Otica a investigacdo de saberes relacionados a medicina popular tem revelado grande

destaque no cenario técnico-cientifico.

A utilizacdo de plantas medicinais é vastamente evidenciado na regido norte e muitas
vezes encontra-se desprovida de comprovacdo cientifica. Em adicdo, atualmente varias
politicas publicas tem sido desenvolvidas para incorporar o conhecimento popular a
terapéutica, dentre estas, podem ser citado a Relacdo Nacional de Plantas Medicinais
(RENISUS) de interesse ao SUS que tem como finalidade subsidiar o desenvolvimento de
toda cadeia produtiva relacionadas a regulamentacdo, cultivo, manejo, produgdo e
comercializacdo de plantas medicinais e fitoterapicos. Tendo a funcdo de orientar estudos e
pesquisas que possam subsidiar na elaboracdo da Relacdo Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos (RENAFITO), o desenvolvimento e a inovagdo na area de plantas medicinais e
fitoterapicos. Desta forma projetos que visam a validacdo do saber popular podem contribuir

diretamente no estabelecimento e ampliacdo de politicas desta natureza.

Estudos etnofarmacolégicos na regido do mangue de Salindpolis-PA, previamente
desenvolvidos pelo grupo, revelaram a utilizacdo da planta Conocarpus erectus L no
tratamento em desordens digestivas, como a Ulceracdo gastrica. Diante disso buscou-se a
comprovacdo da sua atividade citoprotetora e cicatrizante em modelos experimentais de
Ulceracdo géstrica. Desta forma os resultados obtidos com esta proposta poderdo beneficiar a
populacdo com menos recurso, devido seu baixo custo e podera servir de alicerce para a
obtencdo de novos fitoteraticos para a industria farmacéutica e para a insercdo da espécie

como recurso terapéutico oficial na RENESUS.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade citoprotetora e cicatrizante da espécie Conocarpus erectus L,em

diferentes modelos de lesbes gastricas induzidas em ratos wistar adultos.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Obtencdo do LCE das cascas da espécie Conocarpus erectus L.

2. Avaliar a atividade citoprotetora gastrica do LCE em lesdes agudas induzidas por
indometacina e etanol PAem ratos.

3. Avaliar a atividade cicatrizante gastrica do LCE em lesGes cronicas induzidas por acido
acético em ratos.

4. Avaliar o efeito gastroprotetor do LCE sob a secrecao gastrica.

5. Analizar capacidade antioxidante do LCE na técnica de DPPH.

6. Verificar os niveis de peroxidacao lipidica (LPO) em lesdes cronicas induzidas por acido

acetico nos grupos controle e tratado LCE.
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4 MATERIAIS E METODOS

4 1MATERIAL
4.1.1 Obtencéo e identificagdo do material botanico

O material vegetal Conocarpus erectus L foi coletado no manguezal do municipio de
Salindpolis-PA sobre as coordenadas ( -0.604030, -47.373605 ), sua exsicata foi encaminhada
a Empresa Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA) para sua identificacdo botanica
(codigo: 1AN 194435).
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Figura7: Manguezal de Salinopolis-P4, local da coleta do material botanico em 20/04/16

Fonte: Arquivo Pessoal

Figura 8: Exsicata da espécie Conocarpus erectus L, encaminhada a Embrapa Amazonia
Oriental (EMBRAPA).

Fonte: Arquivo Pessoal
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4.1.2 Obtencéo do LCE

A extracdo sob forma de cha (decocto) e a parte da planta para este fim foi baseado
nas informacdes etnofarmacoldgicas. O cha foi preparado conforme feito pela populacéo, no
entanto, foi utilizado um sistema alométrico ajustando o célculo da dosagem pela taxa
metabdlica do animal, de acordo com estudos encontrados na literatura. Inicialmente o
material bioldgico (casca) foram secas por 48 horas em uma estufa a 40°C, depois triturado
manualmente. Em seguida 200g do material triturado foi submetido a uma extracdo por
decoccdo em 1L de &gua destilada em temperatura a 100°C durante 10 minutos de fervura.
Posteriormente o cha foi coado em papel filtro e ap6s seu resfriamento foi transferido para
tubos de falcon sendo preenchidos com 40ml em cada e colocados no liofilizador até

completado o processo.

Figura 9: Etapas de obtencdo do LCE

Fonte: Arquivo pessoal

4.1.3 Animais experimentais

Durante todos os ensaios bioldgicos experimentais desenvolvidos neste trabalho
foram utilizados ratas wistar (175g a 200g ) com 90 dias de vida, provenientes do Biotério da

Universidade Federal do Pard (UFPA). Os animais foram aclimatados as condigdes do
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laboratorio por 5 dias antes da manipulacdo experimental, a ciclos claro-escuro de 12 hs/12 hs
controlados, recebendo racdo (Purina®) e agua (filtrada). Todo o protocolo experimental foi
conduzido de acordo com as normas éticas de experimentacéo animal (CEPAE 23/2015).

Em todos os casos, 0s experimentos foram conduzidos aproximadamente na mesma
hora do dia, para que ndo houvesse variagdes decorrentes de alteragdes no ritmo diurno na
regulacdo das funcbes gastrointestinais. Todas as solu¢fes do LCE, indometacina, etanol,
acido acético, omeprazol e sucralfato foram preparadas imediatamente antes da
administracdo. As concentragdes das solu¢des administradas foram ajustadas de maneira que
0 volume administrado fosse 0 mesmo para todos os animais (0,5 mL/100g), respeitando-se 0
limite maximo recomendavel de 1mL/100g de acordo com massa corporal do animal (OECD,
2001).

4.2 METODO

4.2.1 Avaliacdo da atividade citoprotetora géastrica

4.2.1.1 Inducdo e avaliagéo de leséo gastrica induzida por indometacina (Djahanguiri, 1969)

Apos um periodo de cinco dias de ambientagéo, os animais foram submetidos ao jejum
de 24hs. Em seguida, receberam por via subcutanea, 50 mg/Kg de indomentacina (recém
preparada em solucdo salina com 0,5% NaHCO3; como indutor de lesGes gastricas), 30
minutos antes da injecdo de inducdo os animais receberam por gavagem no grupo controle
(dgua0,5ml/kg.a.n), grupo tratado (LCEO0,1206mg/kga.n), grupo controle positivo
(Omeprazol20mg/kg.a.n) e grupo controle positivo (Sucralfatolg/kg.a.n). Apos 3hs da 1°
inducdo das lesbes uma nova dose foi repetida nos animais e apos de 6hs de inducgéo, foram
eutanasiados por deslocamento cervical para serem feita as avaliagfes das lesdes gastricas.

Os estbmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, as mucosas foram lavadas
suavemente com solucdo salina (0.9%m/vdeNaCl) e estendidas, com o auxilio de alfinetes
sobre uma plataforma de isopor com fundo azul para observagédo e registro fotografico. Os
estdmagos das ratas foram submetido a avaliagdo macroscopica para designar a quantidade de
lesbes, e uma régua para medir o tamanho das lesdes gastricas. Para determinar o nimero € o
indice das ulceracdes (IU) foi utilizada uma lupa cirdrgica (aumento 10x). O IU foi
determinado apartir da perda de muco, presenca de petéquias, perda de pregas, coloracdo da

mucosa e edema (todos denominados parametros da lesdo conforme a tabela apresentada em
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anexo, assim como o numero e dimensionamento das lesGes obtidas: lU= X pardmetros da
lesdo), conforme os critérios padrdes previamente descritos por (TSUKIMI, Y. OKABE, S,
1994; MELLO, 2008). Os dados obtidos foram tratados estatisticamente no software
GraphPad Prism (verséo 5).

4.2.1.2 Inducdo e avaliagdo de lesdo gastrica induzida por etanol PA (Robert et al., 1979)

Apbs um periodo de cinco dias de ambientacdo, os animais foram submetidos ao jejum
de 24hs. Em seguida, receberam por via oral, etanol na dose de 0,5 mL/100g de peso corporal.
30 minutos antes da administracdo do agente indutor de lesGes gastricas, 0s animais
receberam também por gavagem no grupo controle (dgua 0,5ml/kga.n), no grupo tratado
(LCE 0,1206mg/kga.n) e no grupo controle positivo (Sucralfato 1g/kga.n). Sendo avaliado o
efeito das diferentes concentragcdes. Apds 50 minutos da inducdo os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical para serem avaliadas e quantificadas as lesdes
gastricas.

Os estdbmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, as mucosas foram lavadas
suavemente com solucéo salina (0.9%m/v de NaCl) e estendidas com o auxilio de alfinetes
sobre uma plataforma de isopor com fundo azul para observacao e registro fotografico. A area
da regido gastrica lesionada foi determinada por meio de um programa de planimetria
computadorizada (ImageJ®). A area ulcerada foi expressa em termos de percentagem em
relacdo ao corpo gastrico. Os dados foram tratados estatisticamente no software GraphPad

Prism (versdo 5).

4.3 Avaliacéo da atividade cicatrizante gastrica

4.3.1 Inducdo e avaliacdo de lesdo gastrica induzida por acido acético a 5% e10% (Takagi et
al., 1969) modificada por (Mello et al., 2008).

Apdbs um periodo de cinco dias de ambientacdo, os animais tiveramo fornecimento de
racdo soélida restrita a 2hs diarias, entre 10-11hs e 17-18hs, com livre acesso a agua.
Terminado este periodo os animais foram submetidos ao jejum de 24hs. Em seguida foi
efetuada uma laparatomia abdominal na regido epigastrica (sob uma solucdo de xilasina 7,5
mg/Kg e cetamina 60 mg/Kg na dose de 0,1 ml/100g de peso corporal). Apds a exposicdo do
estdmago foi injetado na regido subserosa da parede externa do 6rgao na face anterior, 50 pl

de solucdo aquosa de &cido acético a 5% e 10% e 50 ul de solug@o salina 0.9% na face
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posterior. O estdbmago foi lavado cuidadosamente com solugdo salina a 0.9% e a parede
abdominal foi suturada. Apos a recuperacdo da anestesia 0s animais foram mantidos em
gaiolas metabdlicas sob o regime alimentar restrito descrito anteriormente. O tratamento foi
iniciado 24hs apds o procedimento cirdrgico e repetido diariamente durante um periodo de 8
dias. Ao final do periodo de tratamento os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical e seus estdbmagos foram retirados para inspecdo da mucosa e dimensionamento das
Ulceras formadas.

Os estdmagos foram abertos ao longo da grande curvatura, as mucosas foram lavadas
suavemente com solucdo salina (0.9%m/v de NaCl) e estendidas, com o auxilio de alfinetes
sobre uma plataforma de isopor com fundo azul para observacao e registro fotogréafico. O area
Ulcerada lesionada foi determinada por meio de um programa de planimetria computadorizada
(ImageJ®). A éarea Ulcerada foi expressa em termos de percentagem em relacdo ao corpo
gastrico. Os dados foram tratados estatisticamente no software GraphPadPrism (verséo5).

4.4 ANALISE HISTOLOGICA COMPROBATORIA DAS LESOES CAUSADAS PELOS
INDUTORES: INDOMETACINA, ETANOL E ACIDO ACETICO.

Os estbmagos obtidos nos protocolos experimentais de inducdo por indometacina,
etanol e acido acético foram fixados em formol tamponado a 10%v/v por no minimo 72 horas,
foram removidos dos estdmagos as regides lesionadas para estudos histologicos, o tecido
Ulcerado passou por varias etapas como: Fixacdo, Desidratacdo, Clareamento, impregnacéo
até a sua inclusdo. Posteriormente, as pecas foram cortadas em espessura de (5 micrétomo).
Em seguida as amostras foram submetidas a coloracdo por hematoxilina-eosina (HE) para
observacdo geral das estruturas e celularidade (JUNQUEIRA; BEHMER, TOLOSA, &
FREITAS NETO, 1976).

4.5 AVALIACAO DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

4.5.1 Ligadura de Piloro

A determinacdo da secre¢do gastrica foi realizada através do método de Shay et al .(
1945), com algumas modificacdes. As animais foram divididos em grupos (n = 7). Ap06s 24 hs
de jejum, os animais foram anestesiados ( xilasina 7,5 mg/Kg e cetamina 60 mg/Kg na dose
de 0,1 ml/100g de peso corporal), o abddomen foi objeto de incisdo e do piloro ligado.

Imediatamente apds a ligadura do piloro, o grupo tratado recebeu (LCE 0,5mg/kg), grupo
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controle positivo (Omeprazol 20mg/kg) e o grupo contole (solucdo salina 0,9%1ml). Todas as
amostras foram administradas intraduodenal. Apo6s 4hs os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, em seguidao abdomen foi aberto e outra ligadura foi colocada ao redor
do eso6fago perto do diafragma. Os estdmagos foram removidos e o contelddo gastrico
recolhido em tubos de centrifugagéo e em seguida foram centrifugados a 2000xg durante 15

min. O pH foi registados com um medidor de pH digital (PA 200, Marconi S.A., Brasil).

4.6 AVALIACAO BIOQUIMICA
4.6.1 Avaliacdo da atividade antioxidante do LCE na técnica de DPPH

A capacidade antioxidante do LCE foi avaliada a partir da técnica do DPPH (2,2-
difenil-1-picril-hidrazil). O DPPH é um radical livre que em solucdo apresenta coloragéo
purpura, e que na presenca de moléculas que apresentam atividade antioxidante pode sofrer
reducdo formando o difenil-picril-hidrazina de cor amarela (SOUSA & COLS, 2007). O
produto da reacdo pode ser quantificado em espectrofotdmetro com comprimento de onda de
515 nm. Foram feitas duas curvas, a primeira uma curva com varias concentraces de DPPH
(1 a 120 puM) e a segunda com o &cido ascorbico (AA) (antioxidante padrdo) com
concentracdes similares ao do DPPH. Em seguida o LCE foi diluido com o mesmo solvente

utilizado nas curvas.

Posteriormente realizou-se a incubacdo do DPPH (120uM), com as diferentes
diluicBes tanto do LCE quanto do antioxidante padrdo AA, por um periodo de 30 minutos,
até que a reacdo estabilizase. Em seguida realizou-se a leitura do produto da reacdo. Os
valores de absorbancia foram convertidos em porcentagem de atividade antioxidante (AA), a

partir da equacéo:
% AA= {[Abscontrole‘ (Absamostra‘AbSbranco)] X 100}/Abscontrole

Onde Absconiroleé @ absorvancia inicial da solucdo de DPPH, AbSamosira€ @ absorvancia

da mistura (DPPH+LCE) e Abspancoé @ absorvancia apenas do solvente utilizado (metanol).

4.6.2 Determinacdo do estresse oxidativo

4.6.2.1 Preparo das amostras



43

Apb6s o Ultimo tratamento, os animais dos grupos controle e tratado foram
eutanasiados por deslocamento cervical e seus estbmagos removidos, o material foi lavado
com tampdo fosfato (KCI 140 mM, fosfato 20 mM), em seguida a regido Ulcerada foi
dissecada e pesada; para o grupo nave um pedaco do estdmago foi retirado de uma regido
analoga ao da coletada dos estbmagos dos grupos que apresentavam Ulceras. Em seguida o
material obtido de cada grupo foi triturado, colocados em tubos na propor¢do de 1ml de
tampéo fosfato para 1g de tecido, homogeneizado em ultra turrax (IKA-WERK), em ciclos de
30 segundos trés vezes, em temperatura de 4°C, posteriormente a mistura obtida foi
centrifugada por 10 minutos a 5000 rpm resfriada a 4°C. O sobrenadante foi alicotado e

reservado para andlise.

4.6.2.2 Dosagem de proteina

A dosagem de proteinas foi feita a partir do método de Bradford (1976) com
modificagdes. Primeiramente construiu-se uma curva padrdo com concentracdes conhecidas
de albumina de soro bovino (BSA). Em seguida realizou-se o preparo do reativo de Bradford
(CoomassieBrilliant Blue G-250, etanol 95% e acido fosférico 85%). Em uma microplaca de
96 pocos foi colocado 5ul de curva e 5ul da amostra (apos previa diluicdo), em seguida
acrescentou-se 250ul do reativo, ap6s 5 minutos realizou-se a leitura em leitor de microplaca

em um comprimento de onda de 595nm.

4.6.2.3 Avaliacao da peroxidacao lipidica pelo método de TBA-RS.

A lipoperoxidacdo foi determinada a partir de substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (TBA-RS) formando um produto de coloracéo rosa claro, que pode ser aferido
em espectrofotdbmetro, em um filtro de 535nm. O aparecimento desta coloracdo deve-se a
presenca do malonaldeido (MDA) proveniente da peroxidacao lipidica no material bioldgico.

Primeiramente realizou-se a preparacdo do reativo de (TBA-RS): TCA 15%, TBA
0,375% E HCI 0,25M. Em seguida, foi colocado em tubos 30ul da amostra (obtida dos
estdmagos, previamente processada) e 570ul do reativo. Posteriormente o material foi levado
ao banho maria por 45 minutos a 80°C. Ap0s esse periodo os tubos foram agitados e o
material foi resfriado, em seguida centrifugado por 10 minutos a 3000rpm. Foi feita uma
curva com varias concentracfes conhecidas de malonaldeido. O produto tanto da curva quanto

do material foi lido em espectrofotbmetro em um comprimento de onda de 535nm. A
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concentracdo das substancias reativas ao &cido tiobarbiturico foi expressa em nmoles/mg de

proteina.

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos com média + erro padrdo da média (M £ EPM). Os
valores foram analisados usando ANOVA de uma via, seguido de pds test Dunnett's e

Tunkey’s. Foram considerado um valor de p<0,05 estatisticamente significativo.
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5. RESULTADOS

5.1 OBTENCAO DO LCE

O rendimento total do LCE obtido foi de 16, 8749 a partir de 1L de decocto.

Figura 10: Rendimentodo LCE

Fonte:Arquivo pessoal

5.2 ATIVIDADE CITOPROTETORA DO LCE, EM LESOES GASTRICAS INDUZIDAS
POR INDOMETACINA.
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Figurall: Efeito citoprotetor do LCE, sob Ulceras géastricas induzidas por indometacina. Os animais
receberam por via subcutanea como indutor de lesdo (50 mg/Kg de indometacina), 30 minutos antes da inducéo
0 grupo controle n=6 recebeu (dgua 0,5ml/kg a.n), grupo tratado n=6 (LCE 0,1206 mg/kg a.n), grupo controle
positivo n=5 (omeprazol 20mg/kga.n) e grupo controle positivo n=5 (sucralfatolg/kg a.n). Os resultados obtidos
foram analizados através da Analise de Variancia ANOVA, com diferénca estatistica p>0,05 seguida de pos
test *Dunnett's e #Turkey ’s).
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De acordo com a (figura 11) verificou-se que o grupo controle apresentou média de
31,33 + 2,62, grupo tratado LCE de 15,20 + 4,21, o grupo omeprazol de 15,25 + 443 e 0
grupo sucralfato de 9+4,20, indicando percentagens de reducdo em 51,49%, 51,33% e 71,28%
respectivamente, quando comparados ao grupo controle. Estes resultados apontam que o0s
animais tratados com o LCE possui efeito sastifatorio, uma vez que, é capaz de inibir a area
Ulcerada e apresentar um percentual semelhante ao do grupo omeprazol que é um farmaco de

referéncia.

5.3 ATIVIDADE CITOPROTETORA DO LCE EM LESOES GASTRICAS INDUZIDAS
POR ETANOL PA.
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Figura 12: Efeito citoprotetor do LCE, sob les6es agudas induzidas por etanol P.A. Os grupos dos animais
receberam etanol PA por via oral como indutor de lesdes, 30 minutos antes o grupo controle n=6 recebeu (adgua
0,5ml/kga.n), grupo tratado n=6 (LCE 0,1206 mg/kg a.n) e o grupo controle positivo n=6 (sucralfatolmg/kga.n).
Os resultados obtidos foram analizados através da Analise de Varidncia ANOVA, com diferénca estatistica
p>0,05 seguida de pos test *Dunnett's e #Turkey ’s).

Os resultados obtidos demonstrou que o grupo controle que recebeu somente veiculo
(dgua) apresentou intenso dano a mucosa gastrica apds o tratamento com etanol apresentando
médiax erro de area Ulcerada de 20,23+ 2,03. Ja o grupo tratado com LCE apresentou
médiazerro de area ulcerada de 1,83%1,02 e capacidade de reduzir significamente a area
lesionada em 90,94% quando comparado ao grupo controle, mostrando-se promissor seu
efeito citoprotetor. Ja o grupo sucralfato apresentou médiaterro de 4,88 + 3,15 e reducdo de

75,88% da area lesionada quando comparado ao grupo controle.
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5.4 ATIVIDADE CICATRIZANTE DOLCE EM LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR
ACIDO ACETICO ( 5% E 10%)
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Figura 13: Efeito cicatrizante do LCE, sob Ulceras induzidas por acido acético a 5%. Os animais foram
submetidos a laparotomia para a inducdo da lesdo por acido acético a 5%. Durante o tratamento de 8 dias os
animais do grupo controle n=9 receberam (&4gua0,5ml/kg a.n), grupo tratado n=8 (LCE0,1206mg/kg a.n), grupo
controle positivo n=8 (omeprazol20mg/kg a.n) e grupo controle positivo n=8 (sucralfatolmg/kg a.n). Os
resultados obtidos foram analizados através da Anélise de Varidncia ANOVA, com diferénca estatistica p>0,05
seguida de pos test *Dunnett's e #Turkey ’s).

Neste modelo, as lesdes gastricas induzidas por acido acético a 5% apresentou média
de area ulcerada pelos grupos submetidos de 12,66 + 2,11 no grupo controle, 2,519 +0,7873
no grupo tratado LCE, 5,983 +1,512 no grupo omeprazol e 4,250 + 2,240 no grupo sucralfto.
Os animais que foram tratados com o LCE apresentou diferenca significativa em relacdo ao
grupo controle ao promover uma reducdo de area ulcerada em 80,11%. Os grupos omeprazol
e sucralfato apresentaram percentual de reducdo da area ulcerada de 52,75% e 66,33%,

respectivamente, considerados significativos quando comparados ao grupo controle.
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Figura 14: Efeito cicatrizante do LCE, sob Ulceras induzidas por acido acético a 10% . Os animais foram
submetidos a laparotomia para a inducdo da lesdo por acido acético a 10%. Durante o tratamento de 8 dias os
animais do grupo controle n=9 receberam ( agua 0,5ml/kg a.n ),grupo tratado n=8 (LCEO0,1206mg/kg a.n),grupo
controle positivo n=8 (omeprazol 20mg/kg a.n ) e grupo controle positivo n=8 (sucralfato 1mg/kg a.n).Os
resultados obtidos foram analizados através da Analise de Variancia ANOVA, com diferénca estatisticap>0,05
seguida de pos test *Dunnett's e #Turkey ’s).

As lesbes gastricas induzidas por acido acético a 10% apresentou média de area
ulcerada no grupo controlede 16,98 + 2,307. O grupo tratado com LCE promoveu melhora no
processo de resolucdo da lesdo gastrica reduzindo a area lesionada em 72,11% com média
4,737+0,7427, apresentando-se diferente estatisticamente quando comparado ao grupo
controle. Ja o grupo omeprazol reduziu area lesionada em57,47 % e o grupo sucralfato em

43,77%, ambos também com diferénca significativa p<0,05.

Diante dos resultados obtidos, percebeu-se que tanto na inducédo de lesbes gastrica a
5% e 10% o LCE demonstrou atividade cicatrizante melhor que o omeprazol e o sucralfato,
afirmando possivelmente que o mesmo possui atividade antiulcerogenica, que poderar

futuramente servir como nova alternativa terapeutica no tratamento de Ulcera gastrica.
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5.5 COMPROVAGAO DAS LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR INDOMETACINA, ETANOL E
ACIDO ACETICO

Figura 15: Imagens das Lesdes gastricas induzidas por indometacina ( a — grupo controle negativo, b — grupo
tratado LCE, ¢ — grupo positivo omeprazol e d — grupo positivo sucralfato). Les6es gastricas induzidas por etanol
(e — grupo controle negativo, f— grupo tratado LCE e g — grupo positivo sucralfato). Lesdes induzidas por acido
acético a 5% e 10% ( h — grupo tratado LCE, i — grupo controle negativo, j — grupo positivo sucralfato e | —
grupo positivo omeprazol.

Figura 16: Imagens Histologicas das Lesdes gastricas induzidas por indometacina ( a ), etanol ( b ) e por
acido acéticoa 5% e 10% (¢ ).
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Durante avaliacdo das lesbes géstricas induzidas por indometacina e etanol observou-
se grandes danos causados na mucosa gastrica. Quando avaliada as lesdes histologicamente
causadas pelo etanol observou-se rapidamente perda epitelial, hemorragias e necrose das
celulas, uma vez, que essas sdo as principais consequéncias causada por este indutor.
Verificou-se tambémo efeito citoprotetor do LCE contra a agdo da indometacina e etanol na
mucosa gastrica, apresentando reducdo significativa de area ulcerada quando comparado aos
demais grupos em estudo.

De acordo com as avaliacOes realizadas em Ulceras gastricas induzidas por acido
acético observou-se que realmente esse tipo de ulcera é a qual mais assemelha-se & Ulceras
gastrica em humanos com forma redonda e necrdtica conforme descrito na literatura,
confirmando o efeito indutor do &cido acético e o efeito cicatrizante do LCE pela reducdo da

area ulcerada ao ser comparada ao grupo controle.

5.6 EFEITO DO LCE SOBRE O pH DA SECRECAO GASTRICA
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Figura 17: Efeito do LCE sob pH da secre¢do géastrica.Os animais receberam o tratamento por via
intraduodenal. O grupo controle n=5 recebeu (1 ml solucéo salina 0,9% ), grupo tratado n=6recebeu (LCE 0,14
mg/kg a.n) e o grupo controle positivo n=5 recebeu (omeprazol 20 mg/kga.n). Os resultados obtidos foram
analizados através da Anélise de Variancia ANOVA, com diferénca estatistica p>0,05 seguida de pos test
*Dunnett's e #Turkey’s).

De acordo com os resultados apurados o grupo controle que recebeu somente solugédo
salina intraduodenal apresentou média 2,872+ 0,1945, e o grupo tratado LCE apresentou
média 3,998+0,2258 e influéncia no aumento do pH da mucosa gastrica em 39% a mas
quando comparado ao pH gastrico do grupo controle. Ja o grupo omeprazol apresentou media
4,418+0,5743 e aumento no pH de 53%, também apresentando-se diferente estatisticamente

guando comparado ao grupo controle.



o1

5.7 AVALIACAO BIOQUIMICA
5.7.1.Avaliacao da atividade antioxidante do LCE na técnica de DPPH
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Figura 18: Efeito antioxidante do LCE na técnica de DPPH. Para se obter a atividade antioxidante do LCE,
foi feita duas curvas, a primeira curva, com varias concentracGes de DPPH (1 a 120 pM) e a segunda com o
acido ascorbico (antioxidante padrdo) com concentracoes similares a do DPPH. Foi feita diluicdes do (LCE
0,1206kg/0,5ml &gua destilada em 10X, 50X e 100X). Os resultados obtidos foram analizados através da
Analise de Variancia ANOVA, com diferénca estatistica p>0,05 seguida de pos test #Turkey’s).

De acordo com os resultados obtidos, verificou-se que o acido ascérbico (AA) na
maior concentracdo testada (120uM) apresentou capacidade antioxidante aproximadamente
33,74% (x1,04). Ja nas diluicbes de 10X, 50X e 100X do LCE observou-se atividade
antioxidante de 67,65 % + 0,52 ,73,22 % +0,17 e 72,70% +1,39 respectivamente, quando
comparado ao acido ascorbico, um antioxidante usado como referéncia, mostrando-se com

maior capacidade antioxidante na dilui¢cdo de 50X.

5.7.2 Avaliacdo da concentracdo remanescente de DPPH observada nas concentracoes

de AA e diluicdes do LCE
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Figura 19: Concentracdo de DPPH remanescente nas concentracGes de AA e nas diluicbes de LCE
analizadas. Para se obter a atividade antioxidante do liofilizado, foi feita duas curvas, a primeira curva, com
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varias concentragdes de DPPH (1 a 120 uM) e a segunda com o &cido ascorbico (antioxidante padrdo) com
concentragdes similares a do DPPH. Foi feita diluicdes do (LCE 0,1206kg/0,5ml &dgua destilada em 10X, 50X e
100X).0s resultados obtidos foram analizados através da Andlise de Varidncia ANOVA, com diferénca
estatistica p>0,05 seguida de pos test *Dunnett's).

De acordo com os resultados obtidos, as meédias da concentracdo de DPPH
remanescente observada tanto nas concentracdes de AA (120um) quanto nas diluigbes com o
LCE em 10x, 50x e 100x foi de 92,84 * 1,20, 53,84+ 0,60, 47,44 +0,20 e 48,04+ 1,60,
respectivamente. Demonstrando que o LCE apresentou maior atividade antioxidante que o
AA, uma vez que em todas as diluicbes com LCE a quantidade de DPPH encontrado foi

menor com relagdo ao encontrado nas concentragdes de AA.

5.7.3 Avaliacdo da peroxidacéo lipidica pelo método de TBA-RS em lesdes gastricas
induzidas por acido acético a 5% e 10%.
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Figura 20: Niveis deperoxidacéo lipidica pelo método de TBA-RS, em lesdes cronicas induzida por acido
acético a 5%. Avaliou-se os grupos naven=9 (normal), controle negatico n=8 (0,5ml/kg a.n) e tratado com LCE
n=8 (0,1206 mg/kg a.n). Os resultados obtidos foram analizados através da Analise de Variancia ANOVA, com
diferénca estatistica p>0,05 seguida de pos test *Dunnett's e #Turkey ’s).

Através dos dados obtidos pelo método TBA-RSna inducdo por acido acético a 5% a
média encontrada dos niveis de malonaldeido no grupo nave foi de 0,492+0,0849, grupo
controle 1,579+0,219 e no grupo tratado LCE0,399+0,092, demonstrando também que o
grupo tratado com o LCE reduziu a peroxidacdo lipidica em 74,73% a mais, quando
comparado ao grupo controle. J& o grupo controle apresentou peroxidacdo lipidica de 220%
maior que a do grupo nave. Outro motivoque comprova o efeito cicatrizante do LCE é que

ndo se diferenciou estatisticamente do grupo nave ( grupo de animais sadios usado como



53

referéncia), logo somente o grupo contole eo grupo nave apresentaram diferénga no pos test

*Dunnett’s e # turkey’s 0 grupo tratado LCE diferiu-se do grupo contole.
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Figura 21: Niveis de peroxidagdo lipidica pelo método de TBA-RS, em lesdes cronicas induzida por acido
acético a 10%. Avaliou-se os grupos naven=9 (normal), controle negatico n=8 (0,5ml/kg a.n) e tratado com
LCE n=8 (0,1206 mg/kg a.n). Os resultados obtidos foram analizados através da Anélise de Variancia ANOVA,
com diferénca estatistica p>0,05 seguida de pos test *Dunnett's e #Turkey’s).

De acordo com a peroxidacdo lipidica observada nos grupos em estudo pelo método
TBA-RS por inducgéo de ledes causadas por acido acetico a 10% observou-se que a média dos
niveis de malonaldeido no grupo nave foi de 0,628 + 0,042, grupo contole 1,567+ 0,234 e no
grupo tratado LCE foi de 0,441+0,12. O grupo tratado LCE demonstrou sua atividade
cicatrizante contra o estresse oxidativo provocado pelo acido acético ao reduzir a peroxidacéo
lipidica em 71,85% com relacdo ao grupo controle, ressaltando que o grupo controle
apresentou peroxidacgdo lipidica em torno de 149% maior que o grupo nave (p<0,05 Anova,

post test *Dunnett’ s) e ndo diferindo-se estatisticamente do grupo nave.
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6 DISCUSSAO

Ao se tratar as varias opgOes terapéuticas ja existentes no tratamento de Ulceras
géstricas, percebe-se que geralmente os medicamentos mais utilizados sdo os inibidores de
bomba prétons como exemplo o omeprazol e de antagonistas de receptor de histamina H2 a
cimetidina. Esses farmacos tem proprorcionado a diminui¢do dos fatores lesivos da mucosa,
mas essa terapia que apesar de ter seu ponto positivo acaba provocando o surgimento de
efeitos colaterais e em muitos casos, ocorre a reeincidéncia da lesdo gastrica. 1sso se deve ao
fato de ainda ndo existir um farmaco capaz de proporcionar uma melhora no tratamento
citoprotetor e cicatrizante das lesdes gastricas e impedir a ocorréncia do retorno da doenca

quando seus pacientes interromper em a terapia medicamentosa.

Diante dos efeitos colaterais provocados pela utilizacdo cronica de farmacos de
referéncia na terapia medicamentosa para Ulcera gastrica, se faz necessario investigar
alternativas que agreguem efeitos farmacoldgicos capazes de promover a prevencéo e a rapida
cicatrizacdo de ulceras, com reducdo/auséncia de efeitos colaterais (BARKUN;
LEONTIADIS, 2010).

Dessa forma, os estudos sobre os efeitos terapéuticos de plantas medicinais tém
adquirido a devida importancia por validarem o saber popular e por constituirem uma das
principais ferramentas para o desenvolvimento de fitoterapicos padronizados com eficécia e
comprovacdo do uso seguro. A medicina tradicional associada aqui na forma de fitoterapia
também se constituem como uma ferramenta importante para elevar o acesso da populacao a
terapéutica farmacologica medicamentosa, assim como oferecer novas opcOes terapéuticas
para as diversas doencas, se possivel, com reducdo dos efeitos colaterais que muitas vezes
ocorre com o0 uso continuo de farmacos de origem sintética. Vale ressaltar também o crescente
numero de adaptos as terapias alternativas em todo mundo, das quais a fitoterapia tem vasta

expressao.

Quanto a desorgens digestivas, estudos mostram a existéncia de uma grande variedade
de plantas medicinais com atividade gastroprotetora, indicando que as plantas medicinais
constituem uma importante fonte de novas moléculas farmacologicamente ativas para o
tratamento da Ulcera gastrica (SCHMEDA-HIRSCHMANN & YESILADA, 2005).

E importante o papel desempenhado pelos modelos animais na busca de novas drogas,
considerando que a etiologia das ulceras é multifatorial, as leses na mucosa gastrointestinal

provocadas pelo desbalango entre os fatores protetores e lesivos da mucosa, podem ser
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induzidas por diferente modelos experimentais, como por AINES e outros agentes nocivos,
como substéncias necrotizantes incluindo &cidos, dano por substancias quentes, estresse e
etanol, utilizando diversos mecanismos (SAMONINA et al., 2004). A literatura ja descreve
potencial quimioprotetor através de modelos de citoprotecdoe cicatrizacdo ja existentes onde a
inducdo das lesdes € realizada de forma aguda por farmacos anti-inflamatérios, como a
indometacina e por agentes necrosantes como etanol e na forma cronica por &cido acético para
tratamentos aplicados com o liofilizado do Cha de outras espécies (BERENGUER et al.,
2006).

Para iniciar a avaliacdo da atividade citoprotetora do LCE utilizou-se o modelo de
indugdo por indometacina, um potente inibidor ndo-seletivo da enzima ciclooxigenase, e
elemento fundamental da cascata do acido araquiddnico. A indomentacina pode ser
administrada em dose Unica ou em multiplas doses, provocando a inibi¢do da ciclooxigenase e
promovendo o bloqueio da produgdo de prostaglandinas, as quais sdo responsaveis pela
manutencdo da integridade da mucosa gastrica por inibir a secrecdo acida, estimular aa
secrecdo do muco e bicarbonato, inibir a ativacdo de mastdcitos, diminuir a aderéncia
leucocitaria ao endotélio vascular e aumentar ou manuter o fluxosanguineo da mucosa.
(BONAMIN, 2010; SULEYMAN et al., 2010). No protocolo experimental aplicado foi

utilizado duas doses consectivas nos periodo global de 6 horas de inducéo.

A indometacina e uma droga antiinflamatoria nao-esteroidal, um derivado indolico,
amplamente utilizada na clinica para diversos tipos de doengas inflamatorias, como
osteoartrite e gota. Experimentalmente se tornou um farmaco de primeira escolha para
inducao de lesdo gastrica, devido ao seu maior potencial ulcerogenico, mediante outros
farmacos da classe, e esse efeito se deve a sua capacidade de inibicdo tanto da enzima COX-1
como da COX-2. Classicamente se atribui os disturbios gastrointestinais adversos desse
medicamento, a sua capacidade de inibicao da COX-1. Porem, diversos estudos apontam gque,
na realidade, ambas isoformas estdo envolvidas no processo de citoprotecdo. A enzima COX e
responsavel por catalisar a primeira etapa da reacdo de sintese do acido aracd6nico em seus
metabolitos: PG, tromboxano A2, leucotrienos e prostaciclina, em condigdes fisiologicas a
sintese de PG e mediada pela COX constitutiva (COX-1). Porém em processos inflamatérios,
a outra isoforma (COX-2) e rapidamente induzida, e se torna responsavel por esse processo,
assim a inibicdo conjunta dessas enzimas leva a formacdo de lesdo na mucosa gastrica
(Suleyman et al., 2010).
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Os dano géstricos induzido pela indometacina e outros AINES também esté
relacionado a producdo de EROs e peroxidacdo lipidica. O acimulo de hidroperdxidos
lipidicos cresce paralelamente ao desenvolvimento das lesdes. A fonte de radicais de oxigénio
ndo foi ainda determinada, mas possivelmente, os EROs sdo derivados de neutréfilos no
inicio da patogénese das lesbes, pois o dano induzido por indometacina pode ser
significativamente reduzido pela deplecdo de neutrofilos da circulagdo. A Indometacina
possui também atividade anti-inflamatéria, analgésica e antipirética sendo utilizada em
diversas condi¢des inflamatorias cronicas, em virtude da sua efetiva supressao da dor, febre e
edema (SULEYMAN et al., 201; YOSHIKAWA et al., 1993).

Quando avaliado o percentual de area lesionada no grupo tratado com o liofilizado
LCE em nosso estudo, percebeu-se uma reducao de 51,49%, quando comparado ao grupo
controle, sugerindo que o liofilizado da espécie Conocarpus erectus L possui substancias que
em conjunto contribui para o efeito citoprotetor observado. Estes dados corroboram a
resultados ja descritos por Harbone (1982) em estudos de triagem fitoquimica realizado com
extrato aquoso de folhas de Conocarpus erectus L, demonstrando que 0s principais
constituintes quimicos indentificados foram flavonoides, saponinas e taninos. Os quais podem
ser 0s principais responsaveis pelos resultados observados no animais do grupo tratado com
LCE. Qutro ponto que pode ter contribuido significativamente é a atividade antioxidante
apresentada pelo LCE no ensaio de DPPH, sugerindo interferéncia direta também na producao

de EROS formados no processo.

Como os resultados percetuais observados no grupo tratado com LCE de 51,49% e no
grupo omprazol 51,33%, foram muitos proximos e sem diferenca estatistica entre ambos,
verificou-se que o LCE apresenta efeito citoprotetor semelhante ao medicamento de
referéncia, o que aumenta a expectativa da comprovacdo efetiva do LCE como um
fitoterapico para Ulceras gastricas. Uma vez que, 0 omeprazol constituium um grupo positivo

no que diz respeito a citoprotecdo gastrica.

O uso continuo e cronico do omeprazol apresenta efeitos adversos como acefaléia,
diarréia, aumento do risco de fraturas 6sseas e maior susceptibilidade a certas infec¢des, como
pneumonia. Também esta associado ao aumento da grastrina responsavel pela hipersecrecéao
rebote de acido gastrico apds a interrupcao do tratamento com IBPs, pois a hipersecrecédo de
gastrina também esta associada ao crescimento de tumores gastrointestinais e até mesma a
reeincidéncia da doenca ulcerativa. Apesar da vasta utilidade do omeprazol como

medicamento de referdncia é importante o estudo para a validagdo de produtos naturais que
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possuem atividade citoprotetora, com a intencdo de se obter terapias alternativas (COTE;
HOWDEN, 2008).

No que diz respeito ao modelo de inducdo por etanol, as principais caracteristicas da
inducdo de ulcera gastrica por etanol sdo a perda epitelial, edema da mucosa e hemorragia
sub-epitelial. O etanol penetra rapidamente na mucosa gastrica, a lesdo é caracterizada por
danos de membrana, hemorragica erosiva, lesbes com necrose das células, de coagulacéo
difusa, esfoliacdo de células, multiplas erosdes, congestdo vascular e formacdo distinta de
Ulcera (FARIA et al., 2012).

O etanol afeta a barreira de muco encontrada na parede gastrica, com isso,tornando o
epitelio gastrico mais sensivel ao ataque do acido produzido pelo estomdgo (WALLACE,
2001). Quando esse agente lesivo alcanca o epitelio da mucosa, atraves do rompimento da
barreira muco-bicarbonato, provoca a ruptura da parede dos vasos sanguineos, gerando as
hemorragias e os focos hiperemicos comumente observados nos modelos experimentais
(MINCIS et al., 1995). O etanol também induz estresse oxidativo, danos ao DNA e redugéo
ao dos grupamentos sulfidrilicos nao-proteicos (GSH) das celulas que sdo fatores importantes
na protecdo da mucosa gastrica (REPETTO & LESUY, 2002).

Ao analizar os resultados obtidos nesse modelo de inducéo verificou-se que o grupo
tratado como LCE demonstrou percentagem de inibicdo das area lesionadas em 90,94% em
relacdo ao grupo controle superando também o percentual expresso pelo o grupo sucralfato
que inibiu 75,88% de area ulcerada. Estes resultados sugerem que o LCE possui atividade
citoprotetora que supera a exibida pelo citoproteor Sucralfato, que apesar da diferénca
acentuada nas percentagens de reducdo de area ulcerada apresentada entre o grupo LCE e o
grupo sucralfato, estatisticamente estes ndo se diferem, fato que compara a magnitude da
resposta do LCE com a do medicamento Sucralfim (sulcralfato). A atividade citoprotetora do
LCE pode esta relacionado pela presenca de substancias como flavonoides, taninos e
saponinas, ja que estudos fitoquimico da espécie Conocarpus erectus L comprou sua

atividade antioxidante e a presenca dessas substancias quimica em sua composicao.

Os mecanismos gastroprotetores evidenciados nos modelos de inducdo de Ulcera por
etanol sdo variados. As drogas antiulcerogenicas que possuem propriedades antioxidantes
tendem a proteger a mucosa de danos causados pelo estresse oxidativo induzidos pelo agente
lesivo (MIZUI et al., 1987). E possivel ainda que a atividade citoprotetora neste modelo de

inducéo seja devido ao fato de o extrato, liofilizado ou fracdo estar atuando apenas como uma
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barreira fisica, exercendo, portanto uma agdo mecanica formando uma pelicula sobre a

mucosa e impedindo que etanol removesse a camada de muco (TWARDOWSCHY, 2007).

Vale ressalta que apesar do sucralfato ser considerado um dos melhores medicamentos
comercializados no Brasil para o tratamento de Ulceras gastricas, por evitar a acdo de agente
lesivos devido a formacdo de um filme espessando 0 muco, esse farmaco apresenta efeitos
colaterais como diarréia, constipacdo, nduseas e vomitos. Alem disso ndo impedem a
recorréncia das lesdes ( BRUTON et al, 2006 ).

Além da avaliar a atividade citotroprotetora do LCE em diferente modelos de inducéo
de Ulcera gastrica, foi avaliado neste trabalho, a atividade cicatrizante, sendo escolhidoo
modelo de Ulcera gastrica induzida por acido acético. Este modelo experimental € o que mais
se aproxima da doenca Ulcerosa humana, e o dano causado pelo acido ndo se restringe
somente a camada de muco e a submucosa, mas ele pode se estender até a camada muscular
(BONAMIN et al., 2011)

Segundo Okabe (2005) a inducdo por acido acético € um modelo de Ulcera crénica que
muito se assemelha a Glceras em humanos tanto em termos de caracteristicas patoldgicas
como em mecanismos de cura, tambem é utilizado para desenvolver novas drogas anti-ulcera
que possam potencialmente prevenir a reeincidéncia da Ulcera ou melhorar sua cicatrizacéo.
Atua na camada submucosa gastrica permitindo inducdo de Ulceras penetrantes consistente,

com solucéo acida necrosa a mucosa, Ulceras profundas e com formato arredondado.

A cicatrizacdo da ulcera gastrica € um processo complexo, que inclui a reconstrucdo
da mucosa através da formacdo do tecido de granulacdo na base da Ulcera, angiogenese e 0
reestabelecimento da arquitetura glandular. Neste processo, é importante a participacdo da PG
gerada pela COX-2, ja& que essa estimula a proliferacdo celular, promove angiogenese e
restaura a integridade da mucosa. Esse envolvimento das PG foi constatado quando ha
administracdo de inibidores seletivos de COX-2, 0 processo de cicatrizacdo é diminuido, e
isso é acompanhado de uma diminui¢do dos niveis de PG. Como nos modelos agudos o LCE
mostrou atuacdo sobre a regulacdo de PGs, pode-se esperar que ela também atue sobre essa
via na cicatrizacdo, justificando a atividade tdo expressiva. O processo de cicatrizacdo
também envolve a expressao local de diversos fatores de crescimento na area ulcerada, como
o: EGF, TGFa, HGF e bFGF, além da gastrina (KONTUREK et al., 2005).

Além de proteger a mucosa gastrica contra lesdes induzidas pela indometacina e

etanol, o CLE também foi capaz em aumentar a capacidade de resolugdo das lesdes gastricas
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induzidas com &cido acético. Diante dos resultados obtidos tanto na inducdo & 5% e 10% o
LCE foi capaz de reduzir a area ulcerada em 80,11% e 72,11% respectivamente, todos
apresentando diferenca estatistica. E, diante desses resultados o grupo tratado com LCE
demonstrou-se melhor atividade cicatrizante quando comparado aos grupos tratados com o0s

medicamentos de referéncia omeprazol e sucralfato, conforme descrito na (fig..)

Esses resultados sdo semelhantes com estudos ja realizados por Silva (2012) com a
espécie Terminalia catappa pertencente a familia combretaceae, sua atividade cicatrizante foi
avaliada através do modelo de inducdo de Ulcera géastrica por &cido acético utilizando extrato
etanolico bruto das folhas (25 mg/Kg) com tratamento durante 8 dias apresentando
diminuicdo significativa de area lesionada em 80%. Portanto, a espécie Terminalia catappa
além do mecanismo gastroprotetor ja evidenciado, confirmou-se também sua atividade

cicatrizante sobre a mucosa gastrica.

No modelo de ligadura de piloro os resultados obtidos demonstraram a influiéncia no
aumento no pH da secre¢do gastrica no grupo tratado com LCE foi de 39% maior que o
expressado pelo grupo controle. Valendo ressaltar que, o grupo omeprazol — inibidor classico

de secrecéo acida, promoveu um aumento nos valores de pH em 53% somente.(fig...)

O aumento do pH intragastrico observado no grupo tratado com LCE, ndo se deve a
neutralizacdo direta do contetudo estomacal, uma vez que o LCE apresentou um pH=6. Esses
resultados sugeriram entdo, uma possivel modulagdo nos mecanismo de secrecdo acida e que
posteriormente devem ser eliminados, pois 0 mesmo pode estd atuando na liberacdo de
histamina, na resposta colinérgica, na resposta hormonal da mucosa com a diminuicdo da
gastrina e aumento da somatostatina ou atuando diretamente na H+K+ -ATPape. Portanto,
apesar dos resultados promissores, faz-se necessario o desenvolvimento de estudos
relacionados a espécie Conocarpus erectus L, uma vez que existe caréncia na literatura de

trabalhos que relatem propriedades e/ou potecial observado nos resultados deste trabalho.

Os resultados obtidos no estudo realizado por Lima (2011), a espécie Combretum
duarteanum pertecente a familia combretaceae, que avaliou parametros bioguimicos do suco
gastrico apos a ligadura de piloro como o volume do suco gastrico, pH e concentracéo e H*
que ao ser analisado nos EEtOH ( 250 mg/kg) e FaHex (250 mg/kg) demonstrou-se que nao
houve alteracdes significativa no parametros avaliados, assim, os resultados sugeriram que a
acdo gastroprotetora do EEtOH e FaHex da especie em estudo ndo esta relacionada a reducéo

da secrecdo &cida gastrica.
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Dada a suma importancia dos sistemas antioxidantes no restabelecimento da
homeostasia da mucosa gastrica, objetivando-se melhor na compreensdo dos mecanismos
pelos quais a espécie Conocarpus erectus L promove a melhora das ulceras cronicas
induzidas por &cido acético, decidimos avaliar a capacidade antioxidante do LCE através da

atividade sequestradora de radical DPPH.

A atividade sequestradora de radicais livres do LCE foi realizada por meio da reacao
com DPPH. O DPPH é um radical livre estavel potencialmente reativo. A capacidade
antioxidante do LCE confirmado apartir de analises feitas nas diluicdes do LCE feitas em 10X,
50x e 100x onde as mesmas apresentaram atividade sequestradora de radical DPPH maior que
0 &cido ascorbico usado como padrdo. Outro fator positivo que reeconfirmou sua atividade
antioxidante foi através da avaliacdo das médias de concentracdo de DPPH remanescente
observada tanto na concentragdo de AA (120um) quanto nas amostras diluidas do LCE,
demonstrando que o DPPH foi observado em menor quantidade nas diluicoes do LCE,

conforme visto na (fig..).

O processo oxidativo pode ser caracterizado, entre outros fatores, pela peroxidacéo
lipidica da membrana das celulas do tecido lesado, consequiéncia gerada pelo desequilibrio
dos mecanismos de defesa do organismo em relacdo ao numero de substancias oxidantes
produzidas pelo agente indutor da lesdo ou ainda por alteragdes bioquimicas do proprio
organismo (LIH-BRODY et al, 1996). A taxa de peroxidacdo lipidica neste trabalho foi
mensurada pelo método-TBA-RS aperfeicoada. Este método é utilizado para azer a

quantificacdo da formacéo de malonaldeido durante a peroxidacgéo lipidica.

Na avalicdo realizada sobre a peroxidacdo lipidica causada por lesdes crénicas
induzida por &cido acético a 5% e 10% pelo método de TBA-RS, demonstrou-se que o efeito
cicatrizante do LCE na inducdo a 5% e 10% estava diretamente ligada as médias dos niveis
de malonaldeido encontrada nas amostras dos grupos em estudo, onde grupo tratado com o
LCE foi capaz de reduzir a peroxidacéo lipidica em 74,73% na inducdo a 5% e 71,85% na de
10%, ambos quando comparados ao grupo controle negativo, ndo havendo diferenca
estatistica com o grupo nave. Os resultados demonstraram que entre 0S grupos controle e
nave (5% e 10%) foi observado uma peroxidacéo lipidica no grupo controle de 220% e 149%,
respectivamente, a mais que o grupo nave, ambos (p<0,05 Anova, post test Dunnett e

Turkey’s).

Logo, os resultados obtidos nas avaliagcGes sobre a atividade antioxidante no ensaio de

DPPH e da avaliacdo da peroxidacdo lipidica pelo metodo TBA-RS, ja foi observada em
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estudos com outras espécies e familias diferente da familia combretaceae. Ainda sdo muito
poucos os estudos sobre estd familia e principalmente da espécie Conocarpus erectus L na

literatura, o que valoriza a realizag&o deste trabalho.

Portanto, os resultados até aqui apresentados nos levam a sugerir que a espécie
Conocarpus erectus L apresenta promissora atividade citiprotetora e cicatrizante, podendo
estd relacionada com as propriedades existente em sua composi¢do. Cabendo uma moior

investigacdo sobre o mecanismo da atividade antisecretora e antioxidante.
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7 CONCLUSAO

Conforme os resultados obtidos nesse trabalho, relaciado a avaliacdo da atividade

citoprotetora e cicatrizante do LCE, obtido das cascas da espécie Conocarpus erectus L, em

modelos de inducdo de ulceras que estdo relacionado as consequéncias desta patologia em

humanos, foi possivel concluir que:

v

v

O LCE apresenta atividade citoprotetora sobre os agente indutores lesdes
indometacina e etanol absoluto.

O LCE apresenta atividade cicatrizante no modelo de Ulceras induzidas por &cido
acético a 5% e 10%.

O LCE apresentou efeito antisecretor por aumentar o pH da secrecdo acida gastrica
contribuindo para a manutencao da integridade da mucosa.

O LCE apresenta atividade antioxidante pela sua capacidade de seqestrar radicais
livres.

O LCE tem capacidade de reduzir a peroxidacao lipidica em em ulceras induzidas por

acido acético a4 5% e 10%.
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ANEXO

comité de elica em pesyuisa

\w«cepae com animais de experimentacao

PARECER CEPAE 023-2015

Projeto: Avaliacdo da atividade cicatrizante géstrica e de parametros toxicologicos: 27 ;. .»
bioquimicos, histopatologicos e eletrofisiologicos relacionados ao uso das plantas medicinais
Conocarpus erectus, Laguncularia racemosa, Rhizophora mangle L. no tratamento de . . . -
desordens digestivas: Aspectos relacionados ao risco de envenenamento e medicina tradicional.

Coordenador: Profa. Dra. Vanessa Jélachallo 3
Area Tematica: Farmacologia

Vigéncia: 05./.06./.2015.a.05./.06./.2017 RS 35 W T R ~a—

O projeto acima identificado foi avaliado pelo Comité de Etica Em Pesquisa Com

Animais de Experimentagdo da Universidadé “Federal d6™ Pard™TCEPAE). Os’ -
procedimentos experimentais utilizados seguem as normas locais e internacionais para

tratamento e manipulagio de animais de experimentagdo e apresentagdo de toda a

documentagdo necessaria para o cumprimento da leglslac;ao vigente Lei 11.794.

Portanto, o CEPAE. através de seu presidente, no uso das atnbulcées dele'g;:iés pela. =

portaria No 0276/2015 do Reitor da Universidade Federal do Para, resolve APROVAR

a utilizagdo de animais 156 ratos Wistar, nas atividades do projeto em questdo, no

periodo de vigéncia estabelecido. - o i A, p—

¥ As atividades experimentais fora do periodo de vigéncia devem receber nova autorizagdo

deste comité.

. e Cepa v em— a—

Belém, 19 de Maio de 2015

4 P e |

Moisés Hamoy
Presidente do CEPAE-UFPA Vice —Presidente do CEPAE-UFPA

>3 T - AP T - Rate )
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