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RESUMO

A Ulcera péptica € uma doenca multifatorial caracterizada por lesdo na mucosa
estomacal/duodenal devido a hipersecrecdo de HCI e pepsina, estando associada a infeccao por
Helicobacter pylori, ao uso indiscriminado de anti-inflamatérios n&o-esteroides e/ou
corticosteroides, além de outros fatores ambientais e habitos de vida. Na prevencéo e tratamento
da ulcera péptica, as plantas medicinais tém sido amplamente empregadas pela medicina
popular. Estudos etnobotanicos relatam duas espécies pertencentes a familia Polygonaceae que
sdo comumente conhecidas como pajeu ou pau-caixdo, Ruprechtia laxiflora Meisn. e Triplaris
gardneriana Wedd., as quais sdo utilizadas como anti-inflamatérias, analgésicas e
gastroprotetoras. O presente trabalho investigou a atividade antioxidante e gastroprotetora do
decocto da casca do caule de R. laxiflora em modelos experimentais agudos e cronico de Ulcera
péptica, bem como sua toxicidade em roedores. Na prospeccao fitoquimica, foram encontrados
flavonoides, taninos hidrolisaveis e proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas na
cromatografia em camada delgada, e no UPLC-DAD-gqTOF-MS/MS obteve-se 16 picos, em
que apenas 3 foram identificados, sendo eles, quercetina (pico 16), taxifolina-O-pentosideo
(pico 2,3) e dihidrokaempferol (pico 10). O RLAE apresentou niveis de atividade antioxidante
pelos ensaios DPPH, ATT e FRAP comparaveis aqueles descritos na literatura. No ensaio de
toxicidade aguda os animais nao apresentaram nenhuma alteracdo comportamental e fisioldgica
durante o periodo de observacdo. No modelo aguda de etanol foram utilizadas as doses de 10,
30, 100 mg/kg, sendo esta Gltima mostrando um potencial de inibicdo de 53,75%, sendo a dose
escolhida para seguir com os proximos modelos de Ulcera. No modelo agudo de etanol/HCI, o
poder de inibigdo foi de 45,99%, e no modelo crénico de acido acético seu poder de inibicéo
foi de 67,5% mostrando um efeito cicatrizante. No modelo de barreira fisica a via oral e a via
intreperitonial as areas de leséo foram de 25,68+8,87 mm2 e 28,28+5,44 mm2, mostrando que
h& uma possibilidade de o extrato ser biodisponivel por ambas as vias. No modelo de ligadura
de piloro o extrato ndo atuou na secrecao gastrica, ou seja, ndo atuou revertendo ph, ndo reduziu
a concentracdo de conteldos gastricos e nem a concentracao de ions H+ total. Este € o primeiro

trabalho que mostra gastroprotecéo e cicatrizagdo do uso desta planta como medicinal.

Palavra-chave: ulcera péptica; plantas medicinais; metabdlitos secundarios.



ABSTRACT

Peptic ulcer is a multifactorial disease characterized by injury to the stomach / duodenal mucosa
due to hypersecretion of HCI and pepsin, induced by Helicobacter pylori infection, the
indiscriminate use of non-steroidal anti-inflammatory drugs and / or corticosteroids, in addition
to other environmental and habits of life. In the prevention and treatment of peptic ulcer,
medicinal plants have been widely used by folk medicine. Ethnobotanical studies report two
species belonging to the Polygonaceae family that are commonly known as pajel or pau-casao,
Ruprechtia laxiflora Meisn. and Triplaris gardneriana Wedd., which are used as anti-
inflammatory, analgesic and gastroprotective. The present work investigated the antioxidant
and gastroprotective activity of the decoction of R. laxiflora stem bark in acute and chronic
experimental models of peptic ulcer, as well as its toxicity in rodents. In phytochemical
prospecting, flavonoids, hydrolysable tannins and condensed proanthocyanidins and
leucoanthocyanidins were found in thin layer chromatography, and in UPLC-DAD-qTOF-MS
/ MS, 16 peaks were obtained, of which only 3 were identified, being they, quercetin ( peak
16), taxifolin-O-pentoside (peak 2.3) and dihydrokaempferol (peak 10). The RLAE showed
levels of antioxidant activity by the DPPH, ATT and FRAP assays comparable to those
described in the literature. In the acute toxicity test, the animals did not show any behavioral
and physiological changes during the observation period. In the acute ethanol model, doses of
10, 30, 100 mg / kg were used, the latter showing an inhibition potential of 53.75%, the dose
chosen to be followed by the next ulcer models. In the acute model of ethanol / HCI, the
inhibiting power was 45.99%, and in the chronic acetic acid model, its inhibiting power was
67.5% showing a healing effect. In the physical barrier model, the oral route and the
intraperitoneal route, the lesion areas were 25.68 + 8.87 mm2 and 28.28 + 5.44 mm2, showing
that there is a possibility that the extract is bioavailable by both routes. In the pylorus ligation
model, the extract does not act on gastric secretion, that is, it does not act by reversing ph, does
not reduce the concentration of gastric contents or the concentration of total H + ions. This is

the first work that shows gastroprotection and healing of the use of this plant as medicinal.

Keyword: peptic ulcer; medicinal plants; secondary metabolites.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencas € uma estratégia antiga
utilizada por praticamente todas as popula¢ées do mundo. Registros historicos datados
desde 4.000 a.C. comprovam a utilizacdo de plantas na busca pela cura de enfermidades
nos povos egipcios e chineses, entre outros (PINTO et al, 2013). Aproximadamente 48%
dos medicamentos empregados na terapéutica advém direta ou indiretamente, de produtos
naturais, especialmente de plantas medicinais (BALUNAS e KINGHORN, 2005). O
Brasil possui a maior biodiversidade de plantas do mundo, contando atualmente 46.736
espécies registradas (FLORA DO BRASIL, 2020).

Dentre as plantas utilizadas como medicinais, temos a familia Polygonaceae, que
conta com 1200 espécies divididas em 49 géneros, os quais estdo distribuidas por todo o
mundo (SANCHEZ et al, 2011). No Brasil, tem-se registrado dez géneros e 95 espécies
amplamente distribuidas, sendo elas: Antigonon, Coccoloba, Emex, Muehlenbeckia,
Oxytheca, Polygonum, Rumex, Ruprechtia, Symmeria e Triplaris sdo as mais frequentes
(FLORA DO BRASIL, 2020). As espécies que compde a familia séo ricas em cumarinas,
flavonoides, terpenos, polifendis e taninos (YAGI et al, 1994; FURUTA et al, 1986;
XIAO et al, 2000; JACOME et al, 2004).

A Ulcera péptica é uma doenga multifatorial do trato gastrintestinal caracterizada
por lesdes nas mucosas devido a hipersecrecdo do acido gastrico que provoca uma
corrosdo no local (DEL VALLE, 2015). Esse tipo de lesdo é comumente encontrado no
estbmago ou na parte inicial do duodeno, podendo ser localizado também no esé6fago
(RAMAKRISHNAN e SALINAS, 2007). A corrosdo da mucosa gastrica da origem a
uma ferida, isso ocorre devido ao desequilibrio entre o sistema protetor da mucosa
(secrecdo de muco e bicarbonato, barreira epitelial, sintese de prostaglandinas) e fatores
agressores (pepsina, acido cloridrico, Helicobater pylori). Dentre as etiologias mais
comuns estdo a infeccdo por Helicobater pylori e o uso indiscriminado de anti-
inflamatorios ndo-esteroides (AINEs), além de fatores como tabagismo, estresse, idade,
consumo excessivo de alcool e habitos alimentares, que acabam sendo fatores de risco
para Ulcera péptica (CARVALHO, 2013; YUAN et al, 2017).

Nos aspectos histopatoldgicos da Ulcera, sdéo mostradas regides necroticos, tecido
de granulacéo e fibrose. Essas caracteristicas ocorrem principalmente quando as defesas
da mucosa entram em desequilibrio, o fluxo sanguineo da mucosa €é reduzido, ou a

restituicdo do epitélio gastrico/duodenal esta enfraquecido. H& também um aumento no
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infiltrado inflamatorio que é caracteristico da gastrite, seja ela leve, moderada ou severa,
que sdo frequentes no antro e corpo do estbmago (HERNANDES, 2010).

Os antioxidantes desempenham uma importante funcéo na defesa do corpo contra
as espécies reativas de oxigénio (ROS). Esses compostos tém a capacidade de retardar,
inibir ou remover o dano oxidativo de diversas macromoléculas, tais como lipidios,
proteinas e acidos nucléicos, as quais sdo afetados pelas ROS (FARIAS et al, 2013).
Varios tipos de antioxidantes podem ser encontrados em plantas, como os tocoferoides e
os compostos fenolicos. Estes apresentam diversas propriedades farmacoldgicas, como
anti-inflamatorios, antivirais, antialérgicos, gastroprotetores e quimioprotetores (ASIF,
2015).

Ruprechtia laxiflora, popularmente conhecida como pajell ou pau-caixdo, esta
amplamente distribuida pelo Brasil, ocorrendo na Caatinga nordestina, no pantanal e na
floresta latifoliada da bacia do Parana (BFG, 2015). Essa espécie € bastante confundida
pela populacdo com Triplaris gardneriana e ambas séo utilizadas como anti-inflamatoria,
analgésica, gastroprotetora e hipolipidémica. Alguns autores aceitam a separacdo dos
géneros Ruprechtia e Triplaris, mas elas sdo bastantes semelhantes morfologicamente.
Como na Caatinga nordestina ocorre a presenca das duas espécies, o presente estudo tem
como objetivo avaliar a toxicidade aguda e atividade gastroprotetora do extrato aquoso

da casca do caule de R. laxiflora em modelos experimentais de Ulcera em roedores.
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2 REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia funcional do estbmago

O desenvolvimento do estbmago se da a partir da quarta semana, onde ocorre uma
dilatacdo do intestino anterior tubular. Ele se apresenta no local como uma protuberancia
fusiforme mediana, com isso 0 estbmago aumenta e se alarga ventrodorsal. A borda dorsal
cresce mais rapidamente que a borda ventral o que demarca a curvatura do estdmago.
Com o aumento do estbmago, as bordas se movem de maneira oposta e durante a rotacéo
a regido cranial e caudal do estdmago também se movem de forma oposta e em sentidos
diferentes, dando a conformacé&o final do 6rgdo (MOORE, 2016).

Fazendo parte do sistema digestério, o estbmago é um saco muscular de segmento
dilatado, posicionado entre o esofago e a porcao inicial do intestino delgado, o duodeno,
estando situado na parte esquerda do abdémen. Ele apresenta uma curvatura maior e uma
curvatura menor. O estdmago esta dividido em trés regides principais: a cardia, o fundo
e 0 corpo gastrico e o antro pilérico, cada uma delas exercendo uma funcao especifica,
como € mostrado na figura 1 (BARRETT, 2015). A parede interna do estdmago contém
pregas gastricas e apresenta um epitélio superficial se invaginando com uma série de
fovéolos gastricos, onde cada uma dessas estruturas se abre em 4 a 5 glandulas géstricas
de fundo cego. A principal funcdo do estbmago € realizar o processo digestao parcial dos
alimentos, secretar enzimas e horménios, mas ele também atua como reservatorio que
controla a taxa de distribui¢do do alimento para as proximas partes do trato gastrintestinal
(BARRETT, 2015).

Figura 1. Regides funcionais do estbmago
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A parede do trato gastrintestinal € composta por quatro camadas: a serosa, com a
presenca das células mesoteliais escamosas; a muscular lisa, composta por uma camada
muscular longitudinal externa e uma circular interna; a submucosa, constituida por tecido
conjuntivo frouxo com presenca de fibras do tipo coladgeno e elastina; e a mucosa, a
camada mais interna do estdbmago composta por epitélio do tipo colunar, lamina propria
e uma camada de musculo liso, a muscular da mucosa (JUNQUEIRA & CARNEIRO,
2018)

A mucosa gastrica apresenta um epitélio glandular, com a presenca de glandulas
tubulares, glandulas parietais ou oxinticas (figura 2) e as glandulas piléricas, e uma
camada muscular da mucosa separando-a da submucosa. Além disso, o epitélio que
recobre a mucosa € do tipo colunar simples e todas as células presentes secretam um muco
alcalino composto de 95% de agua, glicoproteinas, lipidios e bicarbonato com um pH
variando de 1 a 7. Para proteger as células contra a acidez do estbmago é produzido um
muco que reveste a superficie do contetdo géastrico corrosivo (JUNQUEIRA &
CARNEIRO, 2018).

Figura 2. Estrutura da glandula oxintica, mostrando os varios tipos celulares que reveste
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A primeira porc¢do superior corresponde a 5% da area do estbmago, conhecido
como cardia, no qual a sua primeira por¢do possui um esfincter esofagico, que impede
que ocorra um refluxo de acido junto com o bolo alimentar. Essa regido apresenta um
epitélio escamoso do esdfago que depois se modifica em epitélio colunar que corresponde
a porcéo seguinte do trato gastrintestinal. Ela secreta muco que protege contra a acidez
do estdmago, apresenta pregas gastricas e fovéolas gastricas que sdo entradas mais
profunda e estreitas das glandulas gastricas O fundo e o corpo gastrico sdo mais
diversificados e contém cerca de 75% das glandulas géstricas, sendo constituida de
células secretoras especificas, que compde o suco gastrico (pepsina e &cido), como por
exemplo, células parietais (oxinticas), células principais (zimogénicas) e células
enteroenddcrinas que estardo distribuidas por toda essa regido (Figura 3). Por fim, a
altima por¢do do estdmago, o antro pilérico (zona pilérica), é a regido que apresenta
intensa motilidade quimica devido a presenca de glandulas que auxiliam na liberacéo de
muco e de células G que quando estimuladas pela acao parassimpatica liberam gastrina,
que logo ativa a producdo de acido pelas células parietais (BARRETT, 2015;
JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2018).

Figura 3. Células gastricas e seus produtos de secre¢des
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2.2 Mecanismo regulatérios da secrecdo gastrica

A secrecédo de acido gastrico é influenciada por uma via neuro-hormonal central
ou periférica que é executada por varios mediadores quimicos, sendo regulada da seguinte
forma: neural (acetilcolina), hormonal (gastrina) e paracrina (histamina, mecanismos de
somatostatina) (BARRETT, 2015).

A acetilcolina (ACh) acetilcolina liberada pelas terminacdes nervosas vagais, que
sdo estimuladas através do olfato, visdo, paladar ou mastigagdo e plexo entérico do
estbmago, como também por substancias hormonais secretadas pelo sistema nervoso
entérico da parede estomacal que sdo estimuladas quando ocorre a distensdo do estdmago
(HERSEY & SARCHS, 1995; GUYTON & HALL, 2011). Esse tipo de neurotransmissor
estimula as células parietais pela via direta aos receptores M3 (muscarinicos 3) e por via
indireta ao receptores M2 (muscarinicos 2) e M4 (muscarinicos 4) que estdo associados
a inibicdo da somatostatina e o aumento na secrecdo de histamina e gastrina
(SCHUBERT, 2011; 2015).

A gastrina é armazenada nas celulas G localizadas no antro gastrico, e sdo
liberadas através de estimulos de proteinas presentes nos alimentos por ions Ca?*, Mg**
e AI**, pela estimulacio do nervo vagal, pelo pH basico do antro, pela distensio géstrica
que atua de forma direta nas células G ou indireta nas células neuroendécrinas e nos
neurdnios adjacentes (HERSEY & SARCHS, 1995; SCHUBERT, 2010). Apds a ingestéo
de alimentos que apresentam proteinas na sua composicao, as células G séo estimulada a
liberar gastrina no sangue de modo que ela seja transportada até as células
enterocromafins (ECL). Isso se deve a ligacdo da gastrina ao receptor de colecistocinina
2 (CCK-2) que permite a liberacdo de histamina pelas células oxinticas (parietais) como
também estimula a secrecdo de é&cido cloridrico (GUYTON & HALL, 2011,
SCHUBERT, 2015).

As células enterocromafins (ECL) liberam histaminas, pela combinacdo entre a
gastrina e a ACh, passando por entre espagos das células parietais adjacentes, que ativa
receptores de H2 (histamina 2) de forma indireta e os receptores H3 (histamina 3) de
forma indireta inibindo a secrecdo de somatostatina e aumentando a secrecao de histamina
e gastrina. As células parietais também expresséo receptores para a ACh (M3) e para a
gastrina (CCK2). Receptores de histamina do tipo H2 estdo envolvidos na via de
sinalizacdo que envolvem o monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), que tem por

finalidade permite a saida de ions H* para o limen do estdbmago (BARRETT, 2015).
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2.3 Fatores protetores da mucosa gastrica

A mucosa gastrica possui mecanismos de protecdo que agem impedindo, que ela
mesmo seja degrada pela acdo do suco gastrico. Tais mecanismo de protecdo incluem a
secre¢do de muco gastrico e bicarbonato, inibicao de secrecdo de acido gastrico, aumento
do fluxo sanguineo, renovacédo do epitélio estomacal, geracdo de prostaglandinas, 6xido
nitrico e agentes antioxidantes (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

O muco géstrico tem aspecto em gel de textura viscosa e transparente, constituida
de 95% de agua e 5% de glicoproteinas. A espessura do estbmago que varia entre 200 a
300um, é um indicativo de que a protecdo da mucosa é eficaz. A presenca de
glicoproteinas no muco, faz com que elas desempenhem seu papel de sequestrar espécies
reativas de oxigénio (ROS), conferindo assim um efeito protetor da mucosa gastrica,
contra a agdo de agentes agressores, como por exemplo, AINES (anti-inflamatérios nao
esteroides) e etanol (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

A camada da mucosa, funciona como uma barreira de protecao que fica localizada
entre o epitélio e limen, contra agentes agressivos, micro-organismo e a pepsina, além de
manter o nivel de pH 6timo, de maneira que impeca de ocorrer danos nesse local. E na
camada mucosa que alguns hormdnios como a gastrina e secretina, assim como as
prostaglandinas e agentes colinérgicos estimula as células gastricas a secretar esse muco
que esta distribuido do estdmago até o cdlon (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

A primeira linha de defesa do estbmago é a secrecdo de bicarbonato que €
estimulada pelo éxido nitrico e as prostaglandinas, que neutraliza a superficie das células
epiteliais. Quando as células parietais liberam H*, em seguida transportam o ion
bicarbonato pela membrana basolateral por meio da troca de CI/HCO3, tornando-o0 mais
disponivel. O que significa que para cada ion H* secretado, uma molécula de CO; é
transformada em bicarbonato, tornando o meio bésico apos a secrecdo de acido gastrico
(SCHUBERT, 20186).

A manutencéo do fluxo sanguineo da mucosa serve de prote¢éo, pois permite que
nela chegue nutrientes, oxigénio, bicarbonato de forma adequado como tambeém tem a
capacidade de remover substancias toxicas. Contudo, as células endoteliais dos vasos
sanguineos, produzem vasodilatadores como o éxido nitrico e as prostaglandinas, que vao
contra a agéo de agentes danosos (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

As prostaglandinas tém a funcdo de proteger a mucosa gastrica por meio da
inibicdo da secrecdo acida, que estimula a secrecdo do muco e bicarbonato, mantém o

fluxo sanguineo gastrico e controla a motilidade. Isso depende do tipo de receptor queas
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prostaglandinas se ligam, ou seja, se caso elas se ligam ao receptor EP1 (prostaglandina
1), ocorre o aumento do fluxo sanguineo e a secrecdo de bicarbonato que
consequentemente diminui a motilidade gastrica, e ao receptor EP3 (prostaglandina 3),
faz a inibicdo gastrica (TAKEUCHI, 2014; TARNAWSKI, AHLUWALIA e JONES,
2013).

O oxido nitrico (NO) é considerado um importante mediador pois tem a fungéo
de proteger a mucosa gastrica por meio do aumento do fluxo sanguineo, secre¢do de muco
e bicarbonato e a capacidade de inibir a adesdo dos neutréfilos nas células endoteliais. O
oxido nitrico juntamente com PGE2 (prostaglandinas E2) atuam no mecanismo de
secrecdo de bicarbonato, ou seja, quando ha um aumento de secrecdo acida, o NO
estimula a sintese PEG2, que atua na inibicdo da secrecdo acida e aumento da secrecao
de bicarbonato (MAGIEROWSKI et al., 2015; TAKEUCHI et al., 2014; KIM, 2014).

2.4 Ulcera péptica

Doencas relacionadas ao trato gastrointestinal, como por exemplo, a Glcera péptica
é considerada problema de saude publica a nivel mundial com altas taxas de morbidade e
mortalidade que no momento ¢é foco de averiguacdes experimentais e clinicas devido a
predominancia da doenca. Isso se deve a infeccdo por Helicobater pylori e o uso
indiscriminado de anti-inflamatérios ndo-esteroides (AINES), além de fatores como, o
tabagismo, estresse, idade, consumo excessivo de alcool e héabitos alimentar, como
também os gastos na complicagdo do tratamento de doencas (YUAN, PADOL e HUNT
et al, 2006; CARVALHO, 2013; SILVA, 2016).

A Ulcera péptica ¢é definida como uma leséo ocasionada pelo &cido gastrico que
atinge a mucosa, submucosa e algumas vezes a muscular externa, causando perfuracédo
da parede estomacal, podendo levar o individuo a morte. As lesdes podem ser
inflamatdrias ou necrosantes, que sdo comumente encontradas no estdmago ou duodeno,
como também pode atingir o esdfago. Essas lesdes devido a hipersecrecdo de acidos
ocasiona um desequilibrio entre o sistema protetor da mucosa (secrecdo de muco e
bicarbonato, barreira epitelial, sintese de prostaglandinas) e os fatores agressores
(pepsina, acido cloridrico, Helicobater pylori) (CARVALHO, 2013; YUAN, PADOL e
HUNT et al, 2006; LANAS e CHAN, 2017).

Uma das etiologias mais comum associada a Ulcera péptica € a infeccdo por
bactérias, como por exemplo, Helicobater pylori que é um bacilo gram-negativo de forma

espiralada, microaerofila e que produz uma enzima chamada de uréase que hidrolisa a
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ureia, produz aménia neutralizando o meio acido e permitindo a sobrevivéncia deste
micro-organismo no estbmago além de poderem danificar as células da mucosa (MATA
et al, 2016; CARRETERO, 2016). A Helicobater pylori também estd associada ao
desenvolvimento de outras etiopatogenias como a gastrite cronica e aguda que resulta na
Ulcera péptica, cancer gastrico, linfoma de MALT (linfoma do tecido linfoide associado
a mucosa) e o linfoma ndo Hodgkin gastrico (DDINE et al, 2012; MATA et al, 2016).

Ha variados tipos de cepas virulentas de H. pylori que atuam em diferentes
mecanismos para sobreviver nesse ambiente acido que é o estbmago. Algumas cepas tem
a capacidade de se fixar nas células estomacais devido ao seu formato espiralado e induzir
a lesdo no local para se proteger. Com a lesdo formada tem-se a resposta inflamatoria e a
migracdo de células como neutrofilos, linfocitos, macréfagos e plasmacitos no local, além
disso e encontrado niveis elevados de interleucinas como a IL-10/8, IL-2, IL-6, IL-9, fator
de necrose tumoral o (TNF-a) e interferon y (IFN- y) em pacientes com a infecgdo por H.
pylori (FAUCI, 2013; MATA el al, 2016).

Outro fator para o desenvolvimento de Ulcera péptica é o uso demasiado de anti-
inflamatorio ndo esteroide (AINE) que sdo indicados para alivio de dor e inflamagéo
aguda e crbnica. Sua acdo acontece quando ela inibi a enzima cicloxigenase 1 (COX-1)
que tem papel importante na formacéo de prostaglandinas que atua na producdo de muco
gastrico e inibicdo de secrecdo acida, no qual os pacientes acabam desenvolvendo um
edema que pode evoluir para uma ulcera (CARRETERO, 2016; FREITAS et al, 2016).

Entre os anos de 2007 e 2012 houve um aumento no numero de prescri¢es
médicas de anti-inflamatérios ndo esteroides, como por exemplo, a aspirina e 0s
inibidores da bomba de préton, o que tem acarretado o desenvolvimento de Ulceras
pépticas (TAHA et al, 2015; TAHA, 2017).

2.5 Terapéutica da Ulcera géstrica

O desenvolvimento de agentes terapéuticos se deve a regulagéo fisiologica da
secrecdo gastrica, onde se tem uma gama de op¢oes disponiveis no mercado farmacéutico,
como por exemplo, englobam antidcidos, anticolinérgicos, antagonistas do receptor H2
para a histamina e inibidores da bomba de protons (MEHTA, 2016; KAZMI et al., 2017).
Atualmente o tratamento de Ulceras gastricas acontece através do tratamento
convencional onde é comu o uso de farmacos inibidores da bomba de préton, de
citoprotetores e de antagonistas do receptor H2. Efeitos colaterais, tais como nauseas,

ginecomastia e impoténcia, sao fatores limitantes da sua utilizacéo, o que se faz a procura
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por agentes mais eficazes e com menor incidéncia desses efeitos decorrentes do uso desse
tipo de drogas (HALABI et al., 2014; ARAB et al., 2015).

Os inibidores da bomba de proton (omeprazol, lansoprazol e pantoprazol) sdo os
medicamentos mais eficazes por apresentar um maior alivio dos sintomas e tratamento da
Ulcera péptica e refluxo que faz a producdo de acido cloridrico aumentar de forma
descontrolada. O mecanismo de acdo € inibir a enzima H+/K+ ATPase que promove a
queda da producdo de acido cloridrico e consequentemente a cura da Ulcera péptica
(ALAI e LIN, 2015).

Os antagonista receptores de H2 da histamina (cimetidina e ranitidina) também
sdo outra alternativa de tratamento para a Ulcera péptica, pois quando ativados ha a
producdo de prostaglandinas E2, aumento do fluxo sanguineo e reducéo do de ions H+.
Nos casos em que a Ulcera péptica é ocasionada pela infeccdo por H. pylori se faz
necessario o uso combinado de uma antibidtico com medicamentos antissecretorios
(NAJM, 2011).

2.6 Plantas medicinais

O uso de plantas medicinais no tratamento de doencgas é uma estratégia antiga
utilizada por praticamente todas as populacdes do mundo na area da saude. Registros
historicos datados desde 4.000 a.C. comprovam a utilizacdo de plantas na busca pela cura
de enfermidades nos povos egipcios e chineses, entre outros (PINTO et al, 2013). Ao
longo dos anos o acimulo de informacdes (etnoconhecimento) adquiridos sdo passados
de geracdo em geracao por uma populacdo como forma de preservar o autoconhecimento
e que ajude no tratamento alternativo na cura de doengas ou alivio de dor devido aos
sintomas que cada individuo apresenta (BAPTISTA et al, 2014; BADKE et al, 2016).

De acordo com o Ministerio da Saude (2012), sdo consideradas plantas medicinais
aquelas que forem coletadas frescas para o consumo imediato e/ou secas que apés a coleta
passam por algum tipo de processo (trituradas ou pulverizadas) e que podem ser
consumidas como por exemplo na forma de cha. Estudos relatam que 70% da populacéo
mundial utiliza as plantas medicinais para o tratamento ou o cuidado da saude e que 80%
ndo tem acesso ao medicamento convencional. 1sso pode indicar a insatisfagdo com os
medicamentos convencionais que ja as vezes nao tem a resposta devida, a curiosidade
popular ou até mesmo a cultura de um povo no uso de fitoterapicos (OMS, 2002;
Ministério da Saude, 2012).
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O Brasil possui 67% das espécies vegetais do mundo, cerca de 82% da populacéo
usa produtos a base de plantas medicinais no cuidado da saude devido ao conhecimento
da cultura local, no qual isso tem influéncia da cultura indigena, africana e europeia, que
tem por objetivo o estabelecimento da satde do individuo ou nos sistemas oficiais de
salide que devem ser orientadas pelos principios e diretrizes do Sistema Unico de Satde
(SUS). Tais praticas possibilitam a integralidade do individuo, da comunidade a fazer
parte do desenvolvimento tecnoldgico e a sua participacéo social (Ministério da Saude,
2006; Badke, 2016). Em junho de 2006 foi criado o Decreto 5.813 da Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que garante a populagéo o uso seguro e racional de

plantas medicinais e fitoterapicos.

(...) estabelece diretrizes e linhas prioritarias para o desenvolvimento de a¢des
pelos diversos parceiros em torno de objetivos comuns voltados a garantia do
acesso seguro e uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos em nosso
pais, ao desenvolvimento de tecnologias e inovagdes, assim como ao
fortalecimento das cadeias e dos arranjos produtivos, ao uso sustentavel da
biodiversidade brasileira e ao desenvolvimento do Complexo Produtivo da

Salde.

Com base nisso, sdo obtidas informacdes sobre a planta, pessoas e 0 modo como
ela é usada pela comunidade, comprovando seu efeito bioldgico que sdo analisados em
conjunto com a etnobotanica e a etnofarmacologia, para obter entdo assim informacdes
sobre a causa da doenca, medicamentos e posologia, com fins terapéuticos (Gois et al,
2016). As plantas medicinais apresentam principios ativos que apresentam que auxiliam
no tratamento terapéutico e varias delas tem sido usada no tratamento de distarbios
gastrointestinais.

No tratamento dessas enfermidades tém sido utilizadas a erva cidreira (Lippia alba
(Mill) N. E. Brown, Verbenaceae) que atua em disturbios digestivas, hepaticas, diarreicas
e disenterias (Barbosa et al., 2006) e a goiaba (Psidium guajava L., Myrtaceae) no qual
as suas folhas apresentam propriedades antidiarreicas (Gois et al, 2016). Outros estudos
isolaram compostos quimicos que apresentaram atividade antiulcerogénica e contra
distdrbios do trato gastrintestinal, como, por exemplo, Croton cajucara Benth (sacaca),
que isolou a trans-desidrocrotonina e trans-crotonina (Hiruma-Lima 2002) e de Egletes

viscosa (macela) que isolou o ternatin (Rao et al. 1997).
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2.6.1 Familia Polygonaceae

Polyogonaceae faz parte do principal grupo das angiospermas pertencente a ordem
das Caryophyllales, com cerca de 49 géneros e 1200 espécies estdo distribuidas regides
temperadas do hemisfério norte, tropicais e subtropicais da América do Sul, Asia e Africa
(SANCHEZ et al, 2011; PEREIRA e ALVES, 2018). No Brasil, a familia esta distribuida
por toda regido geografica, ocorrendo 95 espécies e dez géneros nativos, sendo Antigonon
Endl., Coccoloba P.Browne, Emex L., Muehlenbeckia Meisn., Oxytheca Nutt.,
Polygonum L., Rumex L., Ruprechtia C.A.Mey., Symmeria Meisn., Triplaris L. formados
por plantas arboreas, arbustivas ou lianas (MELO, 2018; FLORA DO BRASIL, 2020).

Os representantes da familia Polygonaceae se desenvolvem em qualquer tipo de
ambiente e apresentam as seguintes caracteristicas morfoldgicas: ramos com nés e
entrenos, folhas simples alternas e inteiras; o caule é envolvido estipulas concrescidas que
se funde formando uma estrutura denominada de 6crea (MELO, 2004; MELO e
FRANCA, 2006; CARVALHO et al, 2016). A inflorescéncia pode ser racemosa ou
cimosa, paniculados ou fasciculados com bracteas, sdo unissexuais ou bissexuais e
bracteas persistentes. Os frutos sdo simples e indeiscentes do tipo aquénio envolto pelo
calice carnoso ou seco (MELO, 2000).

Varios atributos quanto ao seu uso medicinais foram listados para esta familia,
como por exemplo, asma, bronquite, tosse, diarreia, disenteria, eczema, dor de ouvido,
condicBes inflamatdrias, ictericia, doenca renal, lepra, paralisia, dor de dente, colite
ulcerativa, parasitas intestinais, dentre outros (Kamal, et al, 2014). Algumas espécies da
familia sdo empregadas na medicina popular como estimulante e diurético (Polygonum
punctatum Elliott), outras apresentam propriedades anti-inflamatdria, antihemorroidais e
antidiarreica (Polygonum hydropiperoides Michx e Polygonum ferrugineum Wedd),
enquanto outras séo utilizadas como plantas ornamentais, na arborizagao de ruas, pragas,
parques, além de medicinais (Triplaris, Ruprechtia, Antigonum e Coccoloba) (SOUZA e
LORENZI 2012; TABOSA et al, 2016).

2.6.2 Género Ruprechtia

Ruprechtia apresenta 39 espécies distribuidas exclusivamente pelo continente
americano, ocorrendo principalmente no sul do México e na América central e do sul,
exceto do Chile. No Brasil ha uma maior diversidade desse género contado com 16
espécies distribuidas por todo territorio (Ruprechtia apetala Wedd., Ruprechtia
brachysepala Meisn., Ruprechtia brachystachya Benth., Ruprechtia exploratricis
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Sandwith, Ruprechtia glauca Meisn., Ruprechtia latifunda Pendry, Ruprechtia laurifolia
(Cham. & Schltdl.) A.C.Meyer, Ruprechtia laxiflora Meisn., Ruprechtia lundii Meisn.,
Ruprechtia maracensis Brandbyge, Ruprechtia obidensis Huber, Ruprechtia paranensis
Pendry, Ruprechtia salicifolia (Cham. & Schltdl.) A.C.Meyer, Ruprechtia tangarana
Standl., Ruprechtia tenuiflora Benth., Ruprechtia triflora Griseb.) (MELO, 2015; MELO,
2016; FLORA DO BRASIL, 2020).

Esse género apresenta caracteristicas morfologicas que se assemelha a Triplaris,
devido a presenca de uma pseudosdmara, no qual o calice e a corola estdo inseridos
formando o que se chama de periantro frutifero seco (SPJUT, 1994). Mas o que diferencia
ambos 0s géneros é o tubo do periantro que apresenta uma fissura cuja fenda pode deixar
exposta ou ndo a ndcula trigono-alongada. As delimitacdes entre os géneros Ruprechtia
e Triplaris é pouco precisa e bastante discutida, pois ambas sdo muito similares quanto a
sua morfologia (Melo, 2016). Estudos filogenéticos relacionado a familia Polygonaceae
ainda é bastante questionado, pois alguns autores aceitam a separacdo de Triplaris e
Ruprechtia (COCUCCI, 1957; CIALDELLA e BRANDBYGE, 2001) enquanto outros
acreditam que mais de dois géneros deveriam ser reconhecidos (SANCHEZ, 2011), o que

torna o estudo taxonémico bastante complexo.

2.6.3 Pajéu

Dentro da familia Polygonaceae encontramos duas espécies com 0 mesmo home
popular, sdo elas a Ruprechtia laxilfora e a Triplaris gardneriana, ambas sdo usadas como
plantas medicinais pela comunidade no tratamento de distdrbios gastrointestinais e outras
enfermidades.

Ruprechtia laxiflora Meisn. (Polygonaceae) é uma das espécies nativas
pertencentes ao género Ruprechtia, conhecida popularmente como pajéu, pau caixao, pau
formiga ou marmeleiro. No Brasil estd amplamente distribuida pelas regiGes Nordeste,
Centro-oeste, Sudeste e Sul, tendo como principais dominios geogréaficos a Caatinga e a
Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020 em construcéo). Sao plantas didicas com
tamanho variando entre 10-30 metros de altura com copa piramidal densa, ramos glabros
a pubescente e folhas simples, opostas e glabras dispostas sobre o peciolo. O tronco ereto
é revestido por uma casca fina e acinzentada. A inflorescéncia é do tipo racemosa, axiais
e terminais contendo flores femininas e masculinas. Os frutos dessa espécie sdo secos,

simples e indeiscentes do tipo aguénio e suas sementes apresentam coloracdo enferrujada
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e sao bastante utilizadas na producdo de mudas (LORENZI, 1998; MELO, 2015;
TABOSA, 2016).

Figura 4. Espécie de Ruprechtia laxiflora Meisn. (Polygonaceae)
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Triplaris gardneriana Wedd. (Polygonaceae) também é uma espécie nativa do
Brasil, e que também é conhecida popularmente como formigueiro, pau formiga, Pajad,
Pajel, Pau jau e Coacu. Esta distribuida geograficamente pelo norte, nordeste, centro-
oeste e sudeste, tendo como principais dominios geograficos Amazonia, Caatinga,
Cerrado e Mata Atlantica (FLORA DO BRASIL, 2020 em construcdo). Sdo plantas
dioicas que medem entre 4-7 m de altura, dotada de uma copa globosa rala e baixa. Possui
tronco tortuoso e ramificado, revestido por uma camada fina e lisa, que se destaca em
finas laminas. Apresenta folhas simples, coridceas, inflorescéncia paniculada, fruto do
tipo aquénio e as sementes em formatos poligonais. Essa espécie € empregada nas
construgdes rasticas e para lenha e carvao. Além disso, é bastante utilizada como planta
ornamental e também na recuperagdo da vegetacdo de &reas degradadas (LORENZI,

1998). Outro ponto importante é que T. gardneriana é comumente usada pela polucao



30

como uma planta medicinal com propriedades anti-inflamatorias, analgésica,
gastroprotetor e hipolipidémico (NETO et al, 2017).

Figura 5. Espécie de Triplaris gardneriana Wedd. (Polygonaceae)
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No extrato de EtOH/H.O das folhas de R. laxiflora foi realizado um estudo
fitoquimico onde foram identificados a presenca de compostos secundarios como 0s
taninos, polifendis, saponinas, flavonoides e glicosideos (BERTUCCI et al, 2008).
Estudos etnobotéanicos relatam o uso da madeira dessa espécie na fabricacdo de moveis,
além de ser amplamente cultivada na arborizacdo urbana na Argentina e Paraguai, assim
como possui qualidades ornamentais, na arborizagdo de ruas, pragas e parques sendo
recomendadas também para o paisagismo (SOUZA e LORENZI, 2012).

Devido as semelhancas morfoldgicas entre ambas espécies e por ocuparem 0
mesmo territério, ambas sdo usadas pela populacdo no tratamento de dores estomacais.
Afim de ser uma forma alternativa que venha favorecer ou até mesmo reverter os efeitos
deletérios dos processos inflamatoérios ocasionado no tecido, faz-se necessario investigar

os efeitos farmacoldgicos de R. laxiflora como atividade gastroprotetora.
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3 OBJETIVOS
3.1 Objetivos geral

Avaliar a atividade gastroprotetora e toxicidade aguda do decocto da casca do
caule de Ruprechtia laxiflora em modelos experimentais agudos e cronico de Ulcera e a

sua toxicidade aguda em roedores.

3.2 Objetivos especificos

o Obter o extrato aquoso das cascas do caule de R. laxiflora (RLAE);

o Determinar os compostos majoritarios de R. laxiflora (RLAE) por meio da
cromatografia em camada delgada (CCD);

o Determinar o teor de compostos fenolicos totais, flavonoides e proantocianinidinas
no RLAE;

o Realizar a caracterizacdo fitoquimica qualitativa do extrato por SPE-UPLC-DAD-
gTOF-MS/MS;

o Avaliar a capacidade antioxidante in vitro do extrato de R. laxiflora;

o Verificar a toxicidade aguda dose Unica do RLAE;

o Avaliar a atividade gastroprotetora de R. laxiflora em diferentes modelos
experimentais in vivo;

o Determinar a atividade cicatrizante de R. laxiflora através do modelo in vivo de
Ulcera crénica induzida por &cido acético a 20%;

o Realizar as analises histopatoldgica dos modelos de toxicidade aguda e Glcera

crénica induzida por acido acético, para confirmar essa atividade.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 Material botanico e obtencéo do extrato

As cascas do caule de Ruprechtia laxiflora Meisn. (Polygonaceae) foram
coletadas no Parque Nacional do Catimbau, em Buique-PE, com autorizacdo de coleta
emitida pelo SISBIO 66732-2 e cadastro de Acesso ao Patrimonio Genético - SISGEN
AF6FEE7. Uma amostra testemunho foi herborizada para identificacdo e depositada no
Herbario Dardano de Andrade Lima do Instituto Agronémica de Pernambuco (IPA) sob
0 n® 93.078. As cascas do caule foram fragmentadas, secas em estufa com circulagdo
forcada de ar a 45 °C, e trituradas em moinho de facas. O extrato aquoso foi obtido por
decoccao utilizando &gua destilada por 15 min, apés o inicio da ebulicdo. O extrato obtido
foi resfriado, filtrado, liofilizado e armazenado em frascos &mbar a -20 °C até o momento

do uso.

4.2 Anélise fitoquimica
4.2.1 Cromatografia em camada delgada

Para a andlise do perfil fitoquimico foi utilizado placas de silica em gel F254
(ALUGRAM® 818131, Macherey-Nagel®, Alemanha) em diferentes sistemas de
solventes para a identificacdo de metabodlitos secundarios do extrato aquoso de R.
laxiflora (Roberts, Cartwright e Oldschool, 1957; Brasseur e Angenot, 1986; Wagner e
Bladt, 1996; Harbone, 1998), conforme mostra a Tabela 1.

Tabela 1. Sistemas e reveladores utilizados na cromatografia em camada delgada

Classe de metabdlitos Padrdes Sistema de eluicéo Reveladores

secundarios

Flavonoides, derivados Quercetina, rutinae  AcOEt-HCOOH-AcOH- NEU
cindmicos e acido clorogénico H20(100:11:11:27 v/v)

fenilpropanoglicosideos

Triterpenos e esteroides B- sitosterol Tolueno: AcOEt (90:10 Lieberman &
vIv) Burchard
Mono e sesquiterpenos Timol Tolueno: AcOEt (97:3 viv) Anisaldeido

sulfarico
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Cumarinas e Quinonas Cumarina e CHCI3-MeOH (98:2 v/iv) KOH
lapachol
Alcaloides Pilocarpina AcOEt-HCOOH-AcOH- Dragendorff

H20 (100:11:11:27 v/v)

Proantocianidinas Catequina AcOEt-HCOOH-AcOH- Vanilina cloridrica
condensadas e H20 (100:11:11:27 v/v)

leucoantocianidinas

Taninos hidrolisaveis Acido gélico n-BuOH-H20-AcOH AlUmen de ferro
(40:50:10 v/iv) 1%

4.2.2 Analise qualitativa por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS

A analise fitoquimica do extrato foi realizada por SPE-UPLC-DAD-qTOF-
MS/MS no CENAPESQ/UFRPE. Para isso, 100 mg de extrato foi dissolvidos em agua
destilada e carregado em cartuchos de 6 mL contendo 1 g de silica funcionalizada com
grupos octadecila (Discovery DSC-18, Sigma-Aldrich) pré-condicionados com metanol
e dgua. Foi realizada extracdo em fase sélida (SPE) e o extrato obtido foi analisado por
cromatografia liquida de ultra eficiéncia (Acquity, Waters, EUA) acoplada a detector de
massas quadrupolo (XEVO-G2XS qTOF, Waters, EUA) através de um sistema de
ionizacdo por electrospray (ESI), equipado com uma coluna BEH C18 (50 mm x 2,1 mm,
1,7 pm). Os dados adquiridos foram analisados utilizando o programa Waters MassLynx
v4.l

4.2.3 Teor de compostos fendlicos

Para a determinacdo do teor de composto fendlicos realizou-se a técnica que
consiste utilizar o &cido gélico em diferentes concentragdes e dissolvidos em metanol.
Para isso, foram utilizadas placas de pocos no qual foi adicionado & solugdo Folin nas
amostras diluidas. Passado 3 minutos no escuro adicionou carbonato de calcio e
permaneceu no escuro novamente em temperatura ambiente por 120 minutos. A
absorbancia foi medida e a concentracdo de compostos fendlicos foi determinado pela
curva de calibragdo. Quanto ao teor total de fenol no extrato foi expresso em termos
equivalentes de &cido galico (LI e CHEN, 2004).
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4.2.4 Quantificacao de Flavonoides

A técnica consiste em avaliar a quantidade de flavonoides presente nas amostras.
Foram utilizados 0,1 mL das amostras, do branco (etanol) ou das concentracbes de
quercetina, nos quais foi adicionado 0,05 mL tanto do reagente cloreto de aluminio 2%
como também acetato de sodio (1 M). Para evitar falsos positivos foi preparado um branco
para todas amostras contendo 0,1 mL de amostra mais 0,1 mL de agua destilada como
forma de reduzir os valores de absorbancia das amostras diluidas. As mesmas foram
agitadas e mantidas a temperatura ambiente por um periodo de 10 minutos. A absorbancia
foi medida em 425 nm e a curva de calibracdo foi baseada em funcéo das concentracfes
de quercetina. O teor total de flavonoides nos extratos foi expresso como equivalente a
quercetina (mg EQ/g de extrato) (PEKAL e PYRZYNSKA, 2014).

4.2.5 Quantificacdo de Proantocianidinas

Para determinar as concentragdes de proantocianidinas, foram utilizados 0,04 mL
de amostras do branco (etanol) ou das concentracGes de catequina no qual foi adicionado
0,1 mL de vanilina (1%, p/v, diluida em metanol) e 0,1 mL de acido sulfurico (20%, v/v,
diluida em metanol). Preparou-se um branco para todas as amostras adicionando o
metanol em vez da vanilina. Feito isso as amostras foram encubadas a uma temperatura
de 30 °C por 10 minutos e posteriormente a absorbancia foi medida em 500 nm. A curva
de calibracdo foi baseada em funcdo das concentra¢bes de catequina. O teor total de
proantocianidina nos extratos foi expresso em termos de equivalente de catequina (mg
EC/g de extrato) (SUN, SILVA e SPRANGER, 1998).

4.3 Atividade antioxidante in vitro

4.3.1 Sequestro dos radicais DPPH

Esse método baseia-se em analisar a atividade sequestradora do radical livre 2,2-
difenil-1-picrilhidrazil (DPPH") que apresenta uma coloragdo purpura. A realizacdo do
teste se da por meio da doagdo de hidrogénio usando o radical livre. A leitura é feita em
um espectrofotdmetro de modo que seja determinada a porcentagem da atividade
antioxidante, ou seja, a concentracado inibitoria (ICso) apresente uma baixa intensidade de

modo que sua atividade antioxidante seja maior (BLOIS, 1958).
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4.3.2 Atividade antioxidante total

O decocto das cascas de R. laxiflora foi diluido em agua, no qual parte da amostra
foi diluida em solucéo de fosfomolibdénio, e posteriormente encubado em agua a 95 °C
por um periodo de 90 minutos. Em temperatura ambiente, a amostra teve sua absorbancia
medida, e a atividade antioxidante total foi expressa em relacao ao acido ascorbico (Pietro
et al, 1999).

4.3.3 Reducao do ion férrico — FRAP

A avaliacdo do poder antioxidante do ferro é realizada pelo preparo de uma
solucdo de 300 mM de tampéo de acetato juntamente com 10 mM de TPTZ com pH 3,6,
para depois ser solubilizado com 40 mM de HCL em uma solucdo de 20 mM FeClz. A
solucdo para a realizacdo dessa atividade foi preparada na hora misturando, 25 mL do
tampdo acetato, 2,5 mL de TPTZ e 2,5 mL FeCI3 (proporcédo de 10:1:1) e incubado por 5
min a 37 °C. Com 20 pL da amostra que foi diluida em metanol e com diferentes
concentragdes, foi misturada com 0,180 mL do reagente de FRAP e deixadas em repouso
por 30 minutos a 37 °C no escuro O potencial antioxidante do extrato aquoso de R.
laxiflora foi determinado com base numa curva de calibracéo, tracada usando FeSO4
(BENZIE et al, 1996).

4.4 Animais e aspectos éticos

Foram utilizados camundongos albinos Swiss (35-45¢) e ratos Wistar (180-220
g), fémeas, com faixa etaria de 60 dias. Oriundos do Biotério do Departamento de
Antibioticos da UFPE. Os animais foram acondicionados em caixas apropriadas e
mantidos sob condi¢des controladas de iluminacdo (ciclos claro/escuro de 12/12 horas),
temperatura (22 + 2 °C) e umidade relativa do ar (45-65%), recebendo agua e dieta
(Labina®) ad libitum. Ao término dos experimentos, todos os animais foram eutanasiados
por cdmara de COz por inalagdo. Todos os protocolos experimentais foram aprovados
pela Comissdo de Etica no Uso Animal da Universidade Federal de Pernambuco
(processo de n° 0067/2019).

4.5 Toxicidade oral aguda
Para a realizacéo do teste de toxicidade aguda, utilizou-se como referéncia o guia
de testes quimicos, conforme a OECD 423 (OECD, 2001). Inicialmente foram utilizados

camundongos fémeas que foram divididos em dois grupos (n=5) que foram submetidos a
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um jejum soélido por 12 horas e com livre acesso de dgua. O grupo controle recebeu por
via oral o veiculo NaCl 0,9% e o grupo da dose limite de 2000 mg/kg recebeu a dose
fracionada, no tempo inicial de 1000 mg/kg de RLAE e ap0s 4 horas mais outra dose de
1000 mg/kg de RLAE. Os animais foram observados nos periodos de 0, 15, 30 e 60
minutos e a cada 4 horas (nas primeiras 24 horas) e diariamente durante 14 dias apds
administracao, prazo que pode ser ampliado caso os animais apresentem alguns de sinais
de toxicidade, com o objetivo de observar a reversdo ou ndo destes sinais. Durante o
periodo de 14 dias foram mensurados o consumo de agua e racdo bem como 0 peso
corporal dos animais. Ao término do teste os animais foram eutanasiados e 0s 6rgao
retirados (figado, baco, rim e pulmao), pesados e conservados em formol para ser

realizado a anélise histologica.

4.6 Atividade gastroprotetora

4.6.1 Lesdo géstrica induzida por etanol absoluto

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6/grupo) e submetidos a
um jejum inicial de 16 h, posteriormente, pré-tratados por via oral com lansoprazol (30
mg/kg) para o controle positivo, solucdo veiculo de NaCl 0,9% para o controle negativo
e 0 extrato de R. laxiflora nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg. Apo6s 1 hora, foi administrado
etanol absoluto (4 mL/kg) nos animais por via oral. Decorrido mais uma hora os animais
foram eutanasiados, os estdmagos foram retirados, fotografados, abertos ao longo da
grande curvatura e o indice de lesao ulcerativa (ILU) foi determinado com o auxilio do
programa ImageJ®. Os resultados foram expressos em area total de lesdo ulcerativa (mm?)

em relacéo a area total do corpo gastrico (MORIMOTO et al, 1991).

4.6.2 Lesao gastrica induzida por etanol acidificado

Os camundongos foram divididos em cinco grupos (n = 6/grupo) e submetidos a
jejum de alimentos solidos por 18 h, para serem pré-tratados por via oral com o extrato
de R. laxiflora, lansoprazol (30 mg/kg) como controle positivo, e solugdo salina 0,9% (4
ml/kg) como controle negativo. Apds 1 h, a Ulcera foi induzida pela administracéo, por
via oral, da solucdo etanol/HCI 0,3 M. Apo6s uma hora, os animais foram eutanasiados e
os estdbmagos foram retirados, fotografados, abertos ao longo da grande curvatura e o
indice de lesdo ulcerativa (1LU) foi determinado com o auxilio do programa ImageJ®. Os
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resultados foram expressos em area total de lesdo ulcerativa (mm?) em relacéo a rea total
do corpo gastrico (MIZUI, DOUTEUCHI, 1983).

4.6.3 Barreira fisica

Para o teste de barreira fisica foram utilizados trés grupos de camundongos (n =
6/grupo), no qual foram pré-tratados com o veiculo (NaCl 0,9%, v.0.), com o extrato das
cascas de R. laxiflora por via oral e intraperitoneal. Com 30 min de administracéo por via
intraperitoneal e uma hora por via oral, os animais receberam, o etanol absoluto (10
mL/kg), por via oral, para inducdo da Ulcera géastrica e, ap6s uma hora, os animais foram
eutanasiados utilizando cdmara de CO», os estbmagos removidos para a determinacéo do

ILU, assim como é descrito no modelo de Ulcera induzida por etanol (VIDAL, 2017).

4.7 Atividade cicatrizante

Para a realizacdo da ulcera crbnica induzida por &cido acético a 20%, os ratos
foram divididos em trés grupos (n = 6/grupo), que foram submetidos a um jejum de 18
horas. Os animais foram anestesiados com xilazina (0,25 mg/kg) associada com cetamina
(0,5 mg/kg) por via intraperitoneal, em seguida foi realizada a laparotomia para exposi¢ao
do estbmago. Apds esse procedimento foi injetada na camada serosa do estbmago, uma
solucdo de acido acético a 20 %, para delimitar a area lesionada. Apds a remocao da
injecdo, o local foi lavado com solucdo salina e a cavidade abdominal suturada. No
segundo dia ap0s a inducédo da Ulcera, foi iniciado o tratamento, duas vezes ao dia, com
veiculo (solugdo NaCl 0,9 %, v.0.), ranitidina (60 mg/kg, v.0.) e 0 extrato das cascas de
R. laxiflora, durante 14 dias. No 14° dia, os animais foram eutanasiados, 0s estbmagos
foram retirados, fotografados, abertos ao longo da grande curvatura e o indice de lesdo
ulcerativa (ILU) foi determinado com o auxilio do programa ImageJ®. Os resultados
foram expressos em area total de lesdo ulcerativa (mm?) em relagdo a area total do corpo
gastrico (OKABE e PFEIFFER., 1972).

4.8 Ligadura de piloro

Para a determinagdo da secre¢do géastrica, os ratos foram divididos em trés grupos
(n = 6/grupo), onde cada grupo recebeu uma solucéo veiculo de NaCl 0,9%, a ranitidina
(60 mg/kg) e o extrato das cascas de R. laxiflora. Os animais ficaram de jejum por 18
horas com livre acesso de &gua com 5% de solugéo glicose. Para a realizar a ligadura de

piloro, os animais foram anestesiados com xilazina (0,25 mg/kg) associada com cetamina
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(0,5 mg/kg) por via intraperitoneal, consequentemente foram submetidos a uma
laparotomia para a ligadura do piloro. Em seguida, apos a ligadura foi introduzido por via
intraduodenal, o veiculo (NaCl 0,9%.), ranitidina (60 mg/kg) e o extrato aquoso de R.
laxiflora (100 mg/kg) para posteriormente ser suturado. Ap6s quatro horas 0s animais
foram eutanasiados e os estdbmagos removidos. O contetdo gastrico foi coletado e
centrifugado a 3000 rpm por 30 min. O conteudo géstrico, o valor do pH e a acidez total
(mEq [H*]/g/4h) foram avaliados (VISSCHER et al., 1954).

4.9 Analise histolégica do modelo de Ulcera induzida por acido acético

Para as andlises histopatoldgicas, as amostras dos estbmagos foram preservadas a
formaldeido a 10%. Para a preparacao das laminas as amostras foram lavadas em tampéo,
desidratadas em alcool no aumento das concentragcdes em séerie e emblocadas em parafina.
As secgoes de 4um foram obtidas em microtomo e sujeito a técnica de hematoxilina e
eosina (HE). As laminas em duplicatas foram examinadas em microscépio de luz e

acoplado a ele uma camera para registro fotogréfico.

4.10 Analise estatistica

Para os resultados obtidos no ensaio da toxicidade os dados foram analisados
usando o Test T, enquanto que nos ensaios de atividade gastroprotetora, a analise dos
dados foi realizada utilizando ANOVA seguido de pds-teste de Dunnett. Os valores
foram expressos como média * desvio padrdo (D.P.) e o nivel de significancia minimo
serd de p<0,05. Todas as anélises foram realizadas com software GraphPad Prisma 5.0
San Diego, CA, EUA. Todos os resultados serdo expressos pela média dos valores dos
grupos + desvio padrdao (D.P.) e analisados considerando o valor de p<0,05 como

estatisticamente significante.
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5 RESULTADO E DISCUSSAO

5.1 Analise Fitoquimica

5.1.1 Cromatografia em camada delgada

Para a analise da prospeccédo fitoquimica foi identificado diferentes grupos de
metabdlitos secundarios presentes no decocto das cascas de R. laxiflora, conforme mostra
a Tabela 2. Apds a caracterizacdo fitoquimica, foram realizados diferentes métodos de
dosagem para quantificar a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e flavonol no

decocto de R. laxiflora conforme esta sendo expresso na Tabela 3.

Tabela 2. Prospeccao fitoquimica do decocto das cascas de Ruprechtia laxiflora Meisn.

(Polygonaceae).

Classe de metabdlitos secundarios R. laxiflora
Entrecasca
Flavonoides +1

Derivados cinamicos -
Saponinas -
Alcaloides -
Triterpenos e Esteroides -

Monoterpenos e Sesquiterpenos -

Cumarinas -
Quinonas -
Proantocianidinas condensadas e leucoantocianidinas ++23
Taninos hidrolisaveis ++4

Notas: *heterosideos de flavonoides 3°-OH e 4’-OH; 2heterosideos de flavonoides 3’-OH:;
2proantocianidinas oligoméricas; 3proantocianidinas poliméricas; “acidos fenélicos livres
e poliméricos.

Legenda: (+++) forte; (++) médio; (+) fraco; (-) ausente; (tr) tracos

Fonte: Autor
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Tabela 3. Anélise antioxidante e fitoquimica do extrato aquoso de Ruprechtia laxiflora

Meisn. (Polygonaceae).

Atividades Extrato aquoso de Ruprechtia laxiflora
DPPH (IC50 - pg/mL) 104.17 +5.06

TAC (% - 1 mg/mL) 36.21 £ 0.87

FRAP (mg TE / g extrato) 881.75 + 36.92

Compostos fendlicos (mg GAE / g extrato) 274.24 +7.26

Flavonols (mg QE / g extrato) 1.61 +£0.05
Proantocianidinas (mg CE / g extrato) 8.35+£1.92

ATT - Atividade antioxidante total. FRAP - Reducdo do ion férrico. TE - Trolox
equivalente. GAE =- Acido gélico equivalente. QE - Quercetina equivalente. CE -

Catequina equivalente.

Fonte: Autor

5.1.2 Anélise qualitativa por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS

Na analise qualitativa por UPLC-DAD-qTOF-MS/MS do extrato aquoso de R.
laxiflora, obteve-se um cromatograma com dezesseis picos bem definidos (Figura 1A) e
apenas treze compostos foram identificados (Tabela 5), com basenos espectros de
fragmentagcdo de massas, sendoa maioria desses compostos pertencentes a classe dos
flavonoides. Os compostos identificados fora os, trimetdxi-hidroxi-flavonol rutinosideo,
dois isdbmeros da taxifolina-O-pentosideo, dihidrokaempferol O-sulfato, trans-2,3-
dihidrokaempferol 3-O-(4-O-sulfo-a-1-arabinopiranosideo), acido rosmarinico O-sulfato,
eriodictiol O-sulfato, dihidrokaempferol O-hexosideo, dihidrokaempferol, quercitrina O-

sulfato, quercetina O-metil e quercetina com tempos de retencédo especificos.
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Figura 6. Cromatograma por UPLC-DAD-gqTOF-MS/MS do decocto das cascas de

Ruprechtia laxiflora Meisn. (Polygonaceae).
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Tabela 4. Compostos identificados no cromatograma por UPLC-DAD-gTOF-MS/MS do

decocto da casca de Ruprechtia laxiflora Meisn (Polygonaceae).

TR Formula
) A Fragmentac L )
(min molecula m/z 3 Identificacdo Referencias
(nm) ao
) r
Cs0H3601 | 651,1807[ 505,0443 Trimetoxi-hidroxi-
1,79 | 280 _ -
6 M-H] 325,9909 flavonol rutinosideo
869,2478 Ishimaru et al.
723,1853 (1995)
C20H2001 | 435,1119] Taxifolin-O- Chosson et al.
2,09 | 280 A
1 M-H] pentosideo isdmero | (1998)
Abreu et al.
(2011)
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11

12

13

14

15

2,72

3,43

3,68

3,79

3,95

4,13

4,76

4,92

5,44

6,19

6,39

6,54

7,59

280

280

280

280

280

280

280

280

280

280

280

280

280

C20H2001

1

C15H1209
S

C20H2001
3S

C23H2009

C15H1209
S

C21H2201

1

C15H1206

C21H2001
4S
C16H1409
S

C16H1207

C21H1901
3S

Ci15H107

435,1289]
M-H]"

367,0113[
M-H]'

499,1246[
M-H]

439,1056]
M-H]"
367,0109]
M-H]"
469,1160[
M-H]"
449,1096]
M-H]"
287,0525]
M-H]"
527,0498]
M-H]"
381,0248[
M-H]"
315,0117[
M-H]"
511,0524[
M-H]"
301,0689[
M-H]"

869,2829
399,1154
241,9031

287,0632

359,8863

287,0512

431,1537

301,0488

301,0639

Taxifolin-O-
pentosideo isdbmero |1

Dihidrokaempferol
O-sulfato
trans-2,3-

dihidrokaempferol 3-
0-(4-0O-sulfo-a-I-
arabinopiranosideo)

Acido rosmarinico
O-sulfato

Eriodictiol O-sulfato

NI

Dihidrokaempferol

O-hexosideo

Dihidrokaempferol

Quercitrina O-sulfato

Quercetina O-sulfato

Quercetina O-metil

NI

Quercetina
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Ishimaru et al.
(1995)
Chosson et al.
(1998)
Abreu et al.
(2011)
Noleto-Dias et
al. (2020)

Abreu et al.
(2011)

Barros et al.
(2013)
Noleto-Dias et
al. (2020)

Noleto-Dias et
al. (2020)

Op de Beck et al.
(1998)
Kleinenkuhnen
etal. (2019)
Tang et al.
(2020)

Kleinenkuhnen
et al. (2019)

Fonte: Autor
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Os isémeros de taxifolina-O-pentosideo ([M-H]- 435,1119 e 435,1289,
respectivamente) ndo pode ter a estrutura exata determinada somente pelos espectros de
massas (ABREU et al, 2011; JAISWAL, JAYASINGHE e KUHNERTA, 2012). Outro
composto pertencente ao grupo dos flavonoides, é o dihidrokaempferol, também
conhecido como aromadendrina, é uma flavanona precursora biossintética do kaempferol
e originado a partir de narigenina (CALDERON-MONTANO et al, 2011). O
dihidrokaempferol possui atividade anti-inflamatoria, antioxidante e antidiabética. Em
macrofagos RAW 264.7 estimulados com lipopolissacarideo, o dihidrokaempferol
diminui a producdo de NO e PGE2, provavelmente pela inibicdo de JNK e NF-kB que
resulta na menor expressao de iINOS e COX-2 (LEE, 2013). A quercetina € um flavonol
com propriedades farmacol6gicas diversas, como antioxidante, antimicrobiano,
hepatoprotetor, quimiopreventivo (JAN et al, 2010; MORETTI et al, 2012; MAALIK,
2014), sendo uma molécula com alto potencial antioxidante e protetor da mucosa
gastrointestinal em les6es agudas (KHALEEL, MOSTAFA, ABDEL-ALEEM, 2015).

5.1.3 Teor de compostos fendlicos

O teor de compostos fenolicos resultou num valor de 274.24 mg GAE / g extrato
(Tabela 3). Os compostos fendlicos sdo um grupo heterogéneo que possui em sua
estrutura um ou mais anéis aromaticos contendo um ou mais grupos hidroxila. Eles
apresentam acdo antioxidante, anti-inflamatéria, antisecretora, antiplaquetéria,
anticacerigena, antiangiogénica, antivirais, antimicrobiana e vasodilatadora
(CRITCHFIELD, BUTERA e FOLKS, 1996; LIMA et al, 2005; ROSSA, 2013). Estudos
relatam um papel muito importante na Ulcera gastrica, visto que os fenois estimulam a
formacdo das prostaglandinas (ALANKO eta al, 1999). Além disso, os polifenois
melhoram o estresse oxidativo, como também determina as atividades antioxidante por
meio de mecanismo que tem a capacidade de eliminar radicais livres, reduzir os peréxidos
e estimular a atividade de enzimas antioxidantes (WILLIAMSON e MANACH, 2005).

5.1.4 Quantificacdo de Flavonoides

A quantificacdo do teor de flavonoides no RLAE foi de 1.61 + 0.05 mg QE / g
extrato (Tabela3). Os flavonoides sdo compostos polifenolicos que apresentam dois anéis
aromaticos e um heterociclo oxigenado (PEREIRA e CARDOSO, 2012). S&o bastante
semelhantes estruturalmente, mas diferem apenas das flavonas por apresentarem um
agrupamento da hidroxila na posicdo 3 (SHAHIDI e NACZK, 2004). Os flavonoidessao
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capazes de atuar no trato gastrointestinal como antiespasmddico, anti-secretorio,
antidiarreico, antiulcerogénico e com propriedades antioxidantes (DI CARLO et al, 1993,
MARTIN et al, 1998; LA CASA et al, 2000; LIMA et al, 2005). Por terem acio
citoprotetora, eles tém a capacidade de proteger a mucosa gastrica frente a uma variedade
de agentes ulcerogénico, por meio de diversos mecanismo de acdo, seja pelas
propriedades antioxidantes, aumento da producdo de muco e inibi¢do do crescimento da
H. pylori (DI CARLO, 1ZZ0O e CAPASSO, 1999; BORRELLI e 1ZZ0, 2000; GALATI
et al, 2001).

5.1.5 Quantificagdo de Proantocianidinas

A quantificacdo do teor de proantocianidinas no RLAE foi de 8.35 mg CE / g
extrato (Tabela 3). Os taninos sdo polifendis de alto peso molecular e subdivididos em
taninos hidrolisaveis e condensados. Os condensados sdo formados por duas ou mais
unidades de flavan-3-ol ou flavan-3,4-diol, recebendo o nome de proantocianidinas por
apresentarem coloracdo vermelha. Os taninos hidrolisaveis sdo polimeros de acido galico
e/ou elagico esterificados com acucares (ANGELO e JORGE, 2007). Para a medicina
tradicional, os taninos sdo empregados no tratamento de varias enfermidades, como por
exemplo, diarreia, pressdo alta, feridas, queimaduras, problemas renais e estomacais
(azia, ndusea, gastrite e Ulcera gastrica) e nos processos inflamatérios (SERRANO et al,
2009). Testes in vitro com extratos ricos em taninos comprovam suas atividades
farmacoldgicas relacionadas a acdo bactericida, fungicida, antiviral, citotoxica,
cicatrizante, dentre outras (QUIDEAU et al, 2011). Outro ponto importante € que 0s
taninos apresentam propriedades adstringentes que reagem com as proteinas da camada
tecidual. A formagdo de uma mucoproteina no local da ulcera, forma uma pelicula
protetora que impede a absorcao de substancias toxicas e promovem a resisténcia a agdo
de enzimas proteoliticas (VASONCELOS et al, 2008; JESUS et al, 2012).

5.2 Atividade Antioxidante

5.2.1 Sequestro dos radicais DPPH

Um ensaio para a avaliacdo da atividade antioxidante foi executado utilizando o
método do sequestro dos radicais DPPH. O extrato aquoso de R. laxiflora apresentou 1Cso
=104,17 ug/mL (Tabela 3). Essa técnica baseia-se na transferéncia de elétrons que produz

uma coloragdo violeta, que quando em uma temperatura em ambiente é reduzido na
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presenca de uma molécula antioxidante dando origem a uma solucéo de etanol incolor
(HUANG, OU e PRIOR, 2005). Kamal e colaboradores (2012) analisaram a capacidade
antioxidante dos extratos metanolicos das folhas de Podocarpus gracilior e Ruprechtia

polystachya, os quais apresentaram valores de 1Cso = 67,4 e 74,8 pg/ml, respectivamente.

5.2.2 Atividade antioxidante total

A atividade antioxidante total do RLAE obteve como resultado 36.21 + 0.87 % -
1 mg/mL. Esse método se baseia na reducdo do molibdénio (IVV) a molibdénio (V),
formando um complexo fosfato/molibdénio (V), com coloracdo verde em pH &cido
(ZENGIN et al., 2014).

5.2.3 Reducao de ions férrico — FRAP

Por meio deste o método, a atividade antioxidante calculada foi de 881.75 £ 36.92
mg TE / g RLAE. O método FRAP estd baseado na producdo do ion Fe?*, a partir da
reducdo do ion Fe** presente no complexo TPTZ. Quando ha a reducgdo, ocorre uma
alteracdo na coloragcdo que sai do roxo claro para o roxo intenso, o que significa maior

potencial antioxidante (Urrea-Victoria et al, 2016).

5.3 Toxicidade oral aguda
Para este ensaio foram utilizados camundongos fémeas por serem mais sensiveis
a qualquer alteracdo no sistema nervoso, no qual receberam a dose de 2000 mg/Kg do
extrato aquoso de Ruprechtia laxiflora fracionada em intervalo de 12 horas. Durante a
primeira e segunda administracdo 0s animais ndo apresentaram nenhuma mudanca
comportamental, nem sinal de toxicidade e nem letalidade durante o periodo de 14 dias.
Com relagdo ao consumo de &gua e racéo e ganho de peso, o extrato ndo mostrou

variagdes significativas conforme mostra a figura 5.
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Figura 7. Variacdo do peso dos animais em relacdo dos 14 dias de observacéo dos

animais no modelo de Toxicidade.
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Nas analises macroscopicas desses mesmos Orgdos nao houve mudancas
significantes na cor ou textura quando comparados ao controle. Nos resultados
histoldgicos dos 6rgdos coletados, no grupo controle ndo apresentou alteracdo
morfoldgica no pulméo e baco. As alteracGes mostradas estdo presentes no figado com a
presenca de uma leve esteatose hepatica (circulo) e nos rins em que ha uma variacao leve
a moderado do espaco da capsula de Bowman (setas). Na andlise do grupo do extrato
aquoso de Ruprechtia laxiflora as alteragdes esta presente apenas no rim, em que também
ha presenca de uma variacdo leve a moderado do espaco da capsula de Bowman (setas)
(Figura 8).

O aumento do espaco da capsula de Bowman verificado nas fémeas tratadas com
a dose fracionada pode ser consequéncia do efeito diurético dos taninos. Estudos mostram
que os taninos sao providos de acOes diuréticas e vasodilatoras, que contribuem para um
aumento da excre¢do urinaria (HERRERA et al., 2008). O aumento da excrec¢ao urinrio
pode resultar no aumento do filtrado glomerular, o que for¢a 0 aumento da cépsula de
Bowman (TORTORA; DERRICKSON, 2010).
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Figura 8. Histopatologia dos 6rgaos de camundongos Swiss no modelo de toxicidade oral aguda.

Grupo 1 - )
Controle Pulméao Figad

(0]

Grupo 2 — Ruprechtia laxiflora _
Pulméo Ri Baco
Figad m

Nota: O circulo branco € a identificacdo da presenca de esteatose hepatica; setas pretas demostra 0 aumento da capsula de Bowman.

Fonte: Autor.
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5.4 Avaliacdo da Atividade gastroprotetora de Ruprechtia laxiflora

5.4.1 Lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Para a avaliacdo do efeito gastroprotetor foi realizado o méetodo de leséo gastrica
induzida por etanol com a administracdo por via oral do RLAE em camundongos. Esse
método foi determinante para a escolha da dose que demostrou melhor gastroprotecao.
Os resultados demostraram que o pré tratamento do RLAE (doses de 10, 30 e 100 ml/kg)
foi capaz de inibir a lesdo gastrica, respectivamente em 28,17%, 32,99% e 53,75%,

quando comparado com o lansoprazol que inibiu a lesdo em 58,88%.

Figura 9. Efeito da administracéo oral do RLAE em Ulceras induzidas por etanol absoluto

em camundongos Swiss.
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Fonte: Autor

Os animais foram tratados via oral com solucdo aquosa de NaCl a 0.9% (controle
lesionado), lansoprazol (30 mg/kg) e RLAE (100 mg/kg). Os resultados estdo expressos
como média * d.p. (n=6), utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido do teste
de multiplas comparac@es de Dunnett, comparado com o grupo negativo **p< 0,01.
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Figura 10. Estdmagos de camundongos pré-tratados por via oral com RLAE sobre as
lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto. Controle (A), lansoprazol 30 mg/kg (B),
RLAE (10 mg/kg) (C), RLAE (30 mg/kg) (D), RLAE (100 mg/kg) (E) (Modelo de

inducdo de Ulcera géstrica por etanol).

Controle lansoprazol RLAE 10 mg/kg RLAE 30 mg/kg RLAE 100 mg/kg

Fonte: Autor

Experimento como esse tem como agente indutor o etanol, que tem a capacidade
de causar lesdes na porcéo glandular do estomago (RUJJANAWATE et al., 2005). Esse
agente necrotizante provoca alteracdes microvasculares em poucos minutos apos
aplicacdo. O etanol agi de modo que provoca uma ruptura da barreira muco-bicarbonato,
ocasionado a presenca de pontos hemorragicos na por¢cdo glandular do estémago,
permeabilidade vascular e formacgéo de edema (Moleiro et al, 2009; Mousa et al, 2019).

O etanol também induz o estresse oxidativo e reducdo dos grupamentos
sulfidrilicos ndo-proteicos das células que sdo fatores importantes para o equilibrio dos
fatores protetores da mucosa (Ferreira et al, 2016). A formacao de espécies reativas de
oxigénio (ROS) como anion superoxido, peréxido de hidrogénio, peroxidagdo lipidica,

sdo 0s principais fatores responsaveis pelo dano na mucosa gastrica (Farias et al, 2012).

5.4.2 Leséo géstrica induzida por etanol acidificado

A administracdo do extrato aquoso de Ruprechtia laxiflora pela via oral na dose
de 100 mg/kg, protegeu a mucosa gastrica dos efeitos necréticos como pode ser observado
abaixo quando comparado com o grupo controle (Figura 8). O poder de inibi¢do da dose
de RLAE foi de 45,99% (30,82 + 14,69 mm?). O uso de etanol acidificado na mucosa
gastrica, ocasiona lesdes gastricas acompanhada de areas hemorragicas intensas que
provoca morte do tecido. Isso aumenta a permeabilidade vascular e a entrada de
neutréfilos no local e consequentemente a liberagdo de ROS, no qual diminui a
concentracdo de GSH e enzimas antioxidantes e perda do epitélio gastrico. Os efeitos dos
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flavonoides nesse modelo de inducéo, Barros et al (2016), observaram que afzelina e
quercetina reduziram o aparecimento das les6es pela inibicdo da enzima MPO e a inibicao

da concentracdo de GSH na mucosa.

Figura 11. Efeito da administracdo oral do RLAE em Ulceras induzidas por etanol/HCI

em camundongos Swiss.
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Fonte: Autor

Os animais foram tratados via oral com solucdo aquosa de NaCl a 0.9% (controle
lesionado), lansoprazol (30 mg/kg) e RLAE (100 mg/kg). Os resultados estdo expressos
como média * d.p. (n=6), utilizando a andlise de variancia (ANOVA), seguido do teste
de multiplas comparac6es de Dunnett, comparado com o grupo negativo **p< 0,01 e
***p< 0,001.

Figura 12. Estbmagos de camundongos pré-tratados por via oral com RLAE sobre as
lesBes gastricas induzidas por etanol/HCI. Controle (A), lansoprazol 30 mg/kg (B), RLAE
(100 mg/kg) (C) (Modelo de inducéo de ulcera gastrica por etanol/HCI).

Controle lansoprazol RLAE 100 mg/kg
Fonte: Autor
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5.4.3 Barreira fisica

Para esse tipo de modelo, percebe-se que o grupo do controle negativo apresenta
uma maior area de lesdo devido a acdo do etanol que foi administrado. Para os demais
grupos que receberam por via oral (v.0.) e a via intraperitoneal (v.i.) de RLAE com a dose
de 100 mg/Kg nao ha diferenca entre elas, ocasionando uma inibicdo de 55, 5% e 50,99%,
quanto a area lesionada. Portanto, ndo ha diferenca significativa entre as duas vias (v.0. e
i.p.), visto que ha uma biodisponibilidade por uma delas. Sendo assim, o efeito
gastroprotetor pode estar associado a modulacdo de mecanismos sistémicos e local que
estdo envolvidos na geracdo de lesdes gastricas que podem ser induzidas por diferentes

agentes, como por exemplo, o ROS.

Figura 13. Efeito da administracdo por via oral e via intraperitonial do RLAE em ulceras

induzidas por etanol/HCI em camundongos Swiss.
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Fonte: Autor

Os animais foram tratados por via oral e via intraperitoneal com RLAE (100 mg/kg). Os
resultados estdo expressos como média £ d.p. (n= 6), utilizando a analise de variancia
(ANOVA), seguido do teste de maltiplas compara¢des de, Dunnett comparado com o
grupo negativo **p< 0,01 e ***p< 0,001.
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Figura 14. Estdmagos de camundongos pré-tratados por via oral (v.0.) e intraperitoneal
(i.p.) com RLAE sobre as lesdes gastricas induzidas por etanol. Controle (A), RLAE por
via oral (100 mg/kg) (B), RLAE por via intraperitonial (100 mg/kg) (C) (Modelo de
barreira fisica).

A

Controle v.0. - 100 mg/kg i.p. —100mg/kg
Fonte: Autor

5.5 Atividade cicatrizante

O periodo de tratamento dos animais que durou 14 dias consecutivos com RLAE
(100 mg/kg) e ranitidina (60 mg/kg), apresentou um poder de inibicéo de 67,5% (1,83 =
1,33 mm?) e 78,34% (1,22 + 0,80 mm?), quando comparado ao grupo controle (5,63 +
2,78 mm?). Isto significado que o poder de cicatrizacdo foi acelerado pelo RLAE em uma

Ulcera crénica que foi induzida por acido acético (Figura 12).

Figura 15. Efeito da administracdo oral de ranitidina e RLAE nas Ulceras induzidas por
acido acético a 20% em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 6), utilizando a analise
de varidncia (ANOVA), seguido do teste de multiplas comparacdes de Dunnett,
comparado com o grupo negativo, ****p < 0,0001 e ***p < 0,001.
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A avaliagdo macroscopica da mucosa gastrica dos animais tratados com a
ranitidina e o RLAE mostra uma reducdo da area lesionada e cicatrizacdo do tecido,
quando comparado com o controle (Figura 13). Nas analises histoldgicas por HE o grupo
controle apresentou um edema na camada mais interna do tecido, enquanto na borda do
epitélio a mucosa gastrica ndo esta preservada e mostrando esfoliacdo tecidual (Figura 14
- A). Nos grupos tratados com ranitidina e o extrato na dose de 100 mg/kg o epitélio da
mucosa encontra-se preservado bem como as glandulas géstricas, indicando que as doses
utilizadas tiveram poder de cicatrizacao.

Figura 16. Estbmagos de ratos pré-tratados por via com RLAE sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol em camundongos. Controle (A), RLAE por via oral (100 mg/kg) (B),
RLAE por via intraperitonial (100 mg/kg) (C) (Modelo de barreira fisica).

Controle v.0. - 100 mg/kg i.p. — 100mg/kg

Fonte: Autor

A coloracdo de PAS mostrou aumento da producdo de muco, observado através
das areas coradas em tom cor de rosa na camada epitelial da mucosa (Figura D-E-F). Isso
demonstra o envolvimento das células na liberacdo do muco, que protege a mucosa
gpastrica. Tanto na coloracdo de PAS como na de Tricrdmico de Gomori, as setas
indicadas nas figuras E e F / H e | sdo indicativos de reepitelizagdo e um leve filtrado
linfocitério (seta tracejada), enquanto que no controle a area da mucosa ndo se encontra
preservada, significando que o tecido esta ulcerado, 0 mesmo acontece com a coloragéo.
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Figura 17. Histopatologia da mucosa gastrica de ratos em HE (hematoxilina-eosina),
Tricromico de Gomori e PAS (Acido Periddico de Schiff).
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Fonte: Autor

NaCl a 0,9% (controle, A, D e G), lansoprazol (30 mg/kg, B, E eH), Ruprechtia laxiflora
(100 mg/kg, C, F e I) em Ulcera géstrica induzida por &cido acético a 20%.
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Nota: HE - A seta preta tracejadas — edema; seta azul - area ulcerada; seta preta - area de
necrose; seta cinza — glandulas gastricas bem preservadas; seta vermelha — epitélio da
mucosa bem preservado. Tricromico de Gomori e PAS — seta preta tracejada — filtrado
linfocitario leve; seta preta — processo de reepitelizacéo; estrela — area ulcerada.

O modelo de inducao de Ulcera por acido acético, apresenta um aspecto patolégico
bastante semelhante do que acontece com 0s seres humanos, assim como seu mecanismo
de cicatrizacéo e ciclos de ocorréncias (Sakar, 2015). O &cido acético quando aplicado na
camada serosa produz uma lesdo tecidual, provocando mudancas nos niveis de das
prostaglandinas, NO, fatores de crescimento (Kobayashi et al, 2001). A cicatrizacdo da
Ulcera é um processo complexo, que envolve migracao e proliferacdo celular, seguida da
replicacdo de células epiteliais e reconstrucdo da glandula junto a por¢do marginal da
Ulcera afim de restabelecer o epitélio com uma nova vascularizacdo (TARNAWSKI,
2005; Neto et al, 2016).

5.6 Ligadura de piloro

Neste modelo de ligadura de piloro a administracdo do RLAE (100 mg/kg), néo
apresentou diferenca estatistica em nenhum dos parametros com relacdo ao controle, ou
seja, 0 extrato ndo foi capaz de estimular o aumento do pH e nem diminuiu o contetido
gastrico e a acidez total. Os resultados obtidos sugerem que o RLAE ndo participa da

atividade gastroprotetora devido a acdo inibitoria da secrecdo gastrica (Figura 18).

Figura 18. Efeito da administracdo intraduodenal de RLAE e ranitidina sobre os

parametros bioquimicos do suco gastrico apos a ligadura do piloro em ratos.

Conteudo Gastrico

+) 100

RLAE (mg/kg)

EtOH 100% (mg/kg)
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pH

-) +) 100

RLAE (mg/kg)

EtOH 100% (mg/kg)

Titulagéo

0.037

0.02+

0.014 1

0.00-

) +) 100

RLAE (mg/kg)

EtOH 100% (mg/kg)

Fonte: Autor.

O modelo de ligadura de piloro tem por objetivo avaliar os parametros
bioquimicos do suco gastrico, e assim poder avaliar sua atividade antissecretoria e uma
possibilidade de alguns tipos de medicamentos terem efeitos locais ou sistémicos (Toma
et al, 2004). A liberacdo da gastrina pelas células G, ativa a producdo de acido pelas
celulas parietais, que consequentemente estimula a secrecdo gastrica (Junqueira e
Carneiro, 2018), isso acontece porque ap0s a ligadura, o estdmago ficara dilatado devido
a uma pressdo que ocorrerad sobre o0s receptores sensiveis da mucosa do antro pildrico,
que ativa nervo vago (Jain et al, 2007).

Estudos realizados com a infuséo de Curatella americana é comumente usada na
medicina popular para tratar de dores gastricas, porém é uma planta que é rica em
flavonoides glicosideos, como a quercetina, mas ndo tem atividade gastroprotetora para

mecanismos antissecretorios (El-Azizi et al., 1980; Hiruma-Lima et al., 2009)).
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6 CONCLUSAO

e Os flavonoides, taninos hidrolisaveis e proantocianidinas foram os metabolitos
majoritarios encontrados no decocto das cascas de R. laxilfora pelo método de
cromatografia em camada delgada. O grupo dos flavonoides apresentou maior
variagdo de compostos identificados pelo UPLC. Atribuindo-se a este grupo
atividades positivas conforme foi verificado no decorrer do estudo.

¢ O RLAE demonstrou atividade antioxidante in vitro pelos métodos testados;

e O RLAE n&o demonstrou nenhum sinal de toxicidade na dose limite de 2000
mag/kg.

e O RLAE atuou na gastroprotecdo dos modelos de ulcera induzida por etanol
absoluto e etanol/HCL, enquanto que no modelo de ligadura de piloro ndo houve
estimulagdo na producdo de secrecao gastrica.

e O RLAE mostrou ser biodisponivel pelas vias oral e intraperitoneal, podendo
atuar em nivel sistémico ou local.

e O RLAE é um cicatrizante gastrico, pois foi capaz de regenerar a mucosa gastrica
(histologia)
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