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RESUMO

Avicennia schaueriana, espécie endémica da vegetacdo de manguezal, é bastante utilizada
pelas comunidades tradicionais no tratamento de reumatismo, infecgdes, Ulceras e cicatrizagao
de feridas. Desta forma, o objetivo deste estudo foi avaliar o potencila antioxidante,
gastroprotetor e propriedade antimicrobiana dos extratos orgénicos das folhas de A.
schaueriana. Os extratos acetato de etila (As-AcEOt) e etanol (As-EtOH) das folhas de A.
schaueriana foram preparados pelo método de maceracdo. O perfil fitoquimico foi analisado
por cromatografia em camada delgada (CCD), também determinado os teores de fendis totais,
flavonoides e taninos totais. Foi realizado o fracionamento do extrato As-AcEOt por
cromatografia liquida em coluna e o composto isolado foi identificado por espectroscopia de
Ressonancia Magnética Nuclear. Os extratos As-AcEOt e As-EtOH também foram analisados
por cromatografia liquida de ultra-desempenho acoplada com matriz de diodos e
espectrometria de massa (UPLC-DAD-QTOF-MS/MS). A atividade antioxidante foi
analisada através de DPPH e ABTS. A propriedade antimicrobiana foi avaliada pelos ensaios
de difusdo em agar com disco de papel e microdiluicdo em caldo. Foi realizada a toxicidade
aguda, segundo a OECD (423). A atividade gastroprotetora foi analisada através do modelo
de ulcera induzida por etanol para ambos os extratos, e verificado o potencial do As-EtOH
através do modelo de ulcera induzida por AINESs, em seguida determinado 0s niveis de
mieloperoxidase (MPO) e a histologia da mucosa géstrica dos animais submetidos ao modelo
de Ulcera induzida por etanol. Para elucidar os possiveis mecanismos de acdo, investigou-se o
papel do 6xido nitrico, compostos sulfidrilicos e prostaglandinas. A CCD demonstrou a
presenca de terpenos, flavonoides e taninos no As-AcEOt; flavonoides e taninos no extrato
As-EtOH. O extrato As-AcEOt apresentou maiores teores de flavonoides (44,59 mgER/Q)
enquanto que o As-EtOH apresentou maiores teores de compostos fendlicos (216,86 mg
EAT/g) e taninos (199,50 mg EAT/g). O fracionamento cromatografico resultou no
isolamento do &cido géalico do extrato As-AcEOt. A andlise por UPLC-DAD-QTOF-MS/MS
mostrou a presenca de acidos fenolicos e flavonoides. Os extratos As-AcEOt e As-EtOH
apresentaram relevante atividade antioxidante (CEsy de 42,25; 42,99 pg/mL) pelo método de
DPPH e inibicdo de ABTS de 73,23 e 89,11%, respectivamente. Na avaliacdo da atividade
antimicrobiana, os As-AcEOt e As-EtOH foram mais eficazes contra bactérias Gram-positivas
e fungo. Na toxicidade aguda os extratos organicos nao registraram mortes, sinais téxicos ou
alteracbes bioquimicas ou hematoldgicas. Na atividade gastroprotetora, ambos 0s extratos

reduziram o indice de lesdo ulcerativa, além de diminuir os niveis de MPO. A histopatologia



mostrou a preservacao das fossetas gastricas e do tecido muscular, como também diminuigéo
de infiltrados de neutréfilos e aumento da producdo de muco dos animais tratados com As-
AcEOt e As-EtOH nas doses de 100 e 200 mg/kg, respectivamente. A administracdo prévia
dos antagonistas de 6xido nitrico e compostos sulfidrilicos suprimiu o efeito gastroprotetor do
As-AcEOt e As-EtOH mostra atuar pelas vias de 6xido nitrico e prostaglandinas. O presente
estudo revelou que os extratos organicos de A. schaueriana possuem propriedades
antioxidante, antimicrobiana e gastroprotetora, sugerindo estas atividades podem estar
associadas a capacidade antioxidante dos compostos fendlicos presentes nestes extratos.

Palavras-chave: Acanthaceae. Fendlicos. Ulcera.



ABSTRACT

Avicennia schaueriana, an endemic species of mangrove vegetation, is widely used by
traditional communities in the treatment of rheumatism, infections, ulcers and wound healing.
Thus, the objective of this study was to evaluate the antioxidant, gastroprotector and
antimicrobial property of the organic extracts of the leaves of A. schaueriana. The extracts of
ethyl acetate (As-AcEOt) and ethanol (As-EtOH) from the leaves of A. schaueriana were
prepared by the maceration method. The phytochemical profile was analyzed by thin layer
chromatography (TLC) and the determination of total phenols, flavonoids and total tannins.
The As-AcEOt extract fractionation was performed by liquid chromatography on a column
and Nuclear Magnetic Resonance Spectroscopy identified the isolated compound. The
extracts As-AcEOt and As-EtOH were analyzed by liquid chromatography coupled with
diode matrix and mass spectrometry (UPLC-DAD-QTOF-MS/MS). The antioxidant activity
was analyzed through DPPH and ABTS. The antimicrobial property was evaluated by
diffusion assays on paper disc agar and microdilution in broth. Acute toxicity was performed
according to OECD (423). The gastroprotective activity was analyzed through the ethanol-
induced ulcer model for both extracts, and the potential of As-EtOH was verified through the
NSAID-induced ulcer model, followed by myeloperoxidase (MPOQO) levels and mucosal
histology of the animals submitted to the ethanol induced ulcer model. In order to elucidate
the possible mechanisms of action, we investigated the role of nitric oxide, sulfhydryl
compounds and prostaglandins. The CCD demonstrated the presence of terpenes, flavonoids
and tannins in As-AcEOt; flavonoids and tannins in the As-EtOH extract. As-AcEOt extracts
presented higher levels of flavonoids (44.59 mg RE/g) and As-EtOH had higher phenolic
compounds (216.86 mg TAE/g) and tannins (199.50 mg TAE/g). Chromatographic
fractionation resulted in the isolation of gallic acid from the As-AcEOt extract. Analysis by
UPLC-DAD-QTOF-MS/MS showed the presence of phenolic acids and flavonoids. The
extracts As-AcEOt and As-EtOH presented a relevant antioxidant activity (ECsg of 42.25,

42.99 pg/mL) by the DPPH method and ABTS inhibition of 73.23 and 89.11%, respectively.
In the evaluation of antimicrobial activity, As-AcEOt and As-EtOH were more effective
against Gram-positive bacteria and fungus. In acute toxicity the organic extracts did not
register deaths, toxic signs or biochemical or hematological alterations. In the gastroprotective
activity, both extracts reduced the ulcerative lesion index, in addition to reducing MPO levels.
Histopathology showed preservation of gastric pits and muscle tissue, as well as reduction of

neutrophil infiltrates and increase of mucus production in animals treated with As-AcEOt and



As-EtOH at doses of 100 and 200 mg/kg, respectively. Previous administration of nitric oxide
antagonists and sulfhydryl compounds has suppressed the gastroprotective effect of As-
AcEOt and As-EtOH, demonstrating to act via the nitric oxide and prostaglandin pathways.
The present study revealed that the organic extracts of A. schaueriana possess antioxidant,
antimicrobial and gastroprotective properties, suggesting that activities may be associated to
the antioxidant capacity of the phenolic compounds present in these extracts.

Keywords: Acanthaceae. Phenolics. Ulcer.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera géastrica € uma doenca que afeta entre 8 a 10% da populacdo que habita
paises industrializados (FERREIRA, 2005). Esse tipo de Ulcera é caracterizado pelo
surgimento de lesdes aguda ou crénica na mucosa gastrica, estando suscetivel a agdo
agressiva da secrecao do suco acido-péptico (CALAM; BARON, 2001).

A patogénese de Ulcera gastrica pode ser causada por fatores enddgenos, tais como,
elevacdo da secrecdo gastrica e pepsina, inibicdo da proliferacdo celular da mucosa, reducéao
do fluxo sanguineo e supressdo das prostaglandinas. Como também pode ser causado por
fatores exdgenos, tais como, fumo, alcool, uso continuo de anti-inflamatorios ndo-esterdides,
estresse e infeccdo por Helicobacter pylori (WALLACE, 2001). Apesar de encontrarmos uma
variedade de tratamentos para ulcera péptica, a terapéutica atual revelou a incidéncia de
efeitos colaterais, interagdes com outros farmacos e a recidiva depois da interrupcdo do
tratamento (DEVAULT; TALLEY, 2009). Para minimizar os sintomas da ulcera, sdo
utilizados farmacos que atuam como antagonistas de receptores H; e inibidores da bomba de
protons, porém o uso prolongado destes tratamentos pode levar ao desenvolvimento de cancer
(RAGHUNATH et al., 2005).

Como alternativa para esse problema as plantas medicinais tém sido alvo na pesquisa
cientifica, pois véem demonstrando efeitos promissores no tratamento de algumas patologias,
incluindo as ulceras gastricas (BORRELLI; 1ZZ0O, 2000). Faz-se necessario investigar o efeito
antiulcerogénico de plantas medicinais que tém sido popularmente usadas para esse fim
(SILVA et al., 2009). Os efeitos favoraveis de extratos de plantas no tratamento dessa doenca
tém sido avaliados por muitos estudos experimentais, onde se busca uma agdo direcionada
para atividades antisecretora, citoprotetora e antioxidante no intuito de proteger a mucosa do
estobmago (AL MOFLEH, 2010).

Atualmente, existem muitos antimicrobianos utilizados para tratamento de infec¢coes
que também apresentam potencial cicatrizante, como o acetato de sulfanamida 10%,
nitrofurazona 0,2% e o creme de gentaminicina 0,1%. A resisténcia a antimicrobianos vem
crescendo, e por conta disso, a pesquisa com plantas medicinais que tem potencial terapéutico
como antimicrobiano vem se desenvolvendo, com intuito de auxiliar no tratamento de varios
tipos de infeccBes humanas. (VERDI et al., 2005). Mesmo existindo uma grande quantidade
de farmacos sintéticos, o uso de plantas medicinais na medicina cientifica aumentou, e 0s

motivos para isso séo o elevado preco dos medicamentos sintéticos e a dificuldade da
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populacdo em ter acesso a assisténcia médica.

Plantas da flora brasileira, encontradas em diferentes ecossistemas, apresentam uma
diversidade e estdo sendo exploradas na medicina popular (CECHINEL FILHO, 2000). O
mangue é um desses ecossistemas, pois apresenta importancia no equilibrio ecolégico, com
papel fundamental no fornecimento de matéria organica para o ambiente marinho (BARROS
et al., 2000).

O género Avicennia, pertencente a familia Acanthaceae, € representado por duas
espécies no Brasil: Avicennia schaueriana e Avicennia germinans (PROFICE, et al., 2010). As
espécies deste género sdao bastante utilizadas por comunidades tradicionais para o tratamento
de varias doencas, como por exemplo, o tratamento de tumores, reumatismo, Ulceras e na
cicatrizagdo de feridas (BANDARANAYAKE, 1998). Avicennia schaueriana STAPF &
LEECHMAN, conhecida popularmente como mangue preto, € uma especie endémica da
vegetacdo de manguezal (RAMOS; GERALDO, 2007). Na literatura, ja foram relatadas para
essa espécie algumas atividades como: diurética (MADHU; MADHU, 1997) antibacteriana
(SANTOS, 2010) e antifungica (FARDIN, 2015).

Dessa forma, a investigacao da caracterizacdo quimica e propriedades farmacologicas
de Avicennia shaueriana tornam-se importantes na tentativa de se obter novas substancias
com finalidade terapéutica e efeitos colaterais reduzidos, bem como validar praticas realizadas
pelas comunidades tradicionais, por se tratar de um estudo inédito referente a utilizacdo dos
extratos organicos para as atividades antioxidante, antimicrobiana e gastroprotetora como

também identificar os possiveis mecanismos de acao envolvidos com a uUlcera gastrica.
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1.1 REVISAO DE LITERATURA

1.1.2 Sistema gastrico

1.1.3 Anatomia e Fisiologia do Estdmago

A principal funcdo do sistema gastrointestinal € a digestdo e absorcdo de nutrientes a

fim de manter o funcionamento normal do organismo. O estbmago € dividido em quatro
regides: cardia, fundo, corpo e antro (MERCHANT, 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008). O
epitélio do corpo e fundo do estdbmago apresenta quatro tipos celulares, tais como, células
parietais, células principais da superficie, células mucosas e células enterocromafins (MILLS;

SHIVDASANI, 2011).

A gléndula oxintica € composta por células parietais e estas encontram-se no fundo e
corpo do estdbmago. Ja a area pildrica estda localizada na regido antral, sendo composta
principalmente por células G produtoras de gastrina. As glandulas gastricas apresentam
células neuroenddcrinas como as enterocromafins (EC) que produz histamina e as células D
que produz somatostatina (Figura 1) (SAMUELSON; HINKLE, 2003).

Figura 1. Anatomia funcional da mucosa gastrica humana
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(SCHUBERT; PEURA 2008).
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O estdmago é constituido por quatro camadas (Figura 2) (LIU; CRAWFORD, 2005):

Mucosa, composta por uma camada de células epiteliais prismaticas que
formam as fossetas gastricas, uma lamina prépria, que é formada por tecido conjuntivo
frouxo, com camada delgada de musculo liso (muscular da mucosa);

Submucosa, formada por espessa camada de tecido conjuntivo que contém
vasos sanguineos e linfaticos;

Camada muscular externa, que representa a dupla camada de fibras
musculares lisas;
Serosa: € a camada mais externa constituida por tecido conjuntivo recoberto

por uma camada de tecido epitelial.

Figura 2. Representacdo esquematica das camadas do estdmago
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(SILVERTHORN, 2010).

1.1.4 Fisiologia da secrecao gastrica

Os constituintes que estdo associados a secrecdo gastrica s80 0 pepsinogénio,
bicarbonato (HCO3), muco, eletrdlitos, fator intrinseco e HClI (RAMSAY; CARR, 2011).
Estes constituintes sdo importantes na fisiologia do processo digestorio através da ativagdo de
pepsinogénio ou da eliminacdo de bactérias, tornando o ambiente gastrico estavel. O controle
da secrecdo acida é realizado pela interacdo de acetilcolina (ACh), histamina e gastrina,
através da ativacdo dos seus receptores especificos muscarinico tipo 3 (Ms), receptor

histaminico do tipo H, (H>) e colecistocinina (CCK3), respectivamente, que se localizam na
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membrana basolateral das células parietais no corpo e fundo gastrico (SCHUBERT, 2011).

A ACh, histamina e gastrina desempenham funces fisioldgicas importantes por meio
de ativacdo dos seus receptores (SCARPIGNATO et al., 2006). A ACh estimula a secrecéo
gastrica acida pela ativacdo dos receptores M3 que estdo acoplados a proteina G, promovendo
a ativacao de fosfolipase C (PCL). Esta promove a hidrélise de fosfolipidios de membrana,
que produz 1,4,5-trifosfato de inositol (IP3) e diaglicerol (DAG), aumentando a concentracéo
intracelular de célcio (Ca*") (SCHUBERT; PEURA, 2008).

As fibras colinérgicas podem atuar sobre as células G, estimulando a liberacdo de
gastrina (FRY, 2009). Esse peptideo, gastrina, age sobre receptores CCKj,, que também é
acoplado a proteina G, e induz o aumento da [Ca®*], o que acarreta a fusdo das vesiculas
constituidas de H*, K'-ATPase (FRIIS-HANSEN, 2006). A gastrina ainda estimula a
liberacdo de histamina pelas células enterocromafins-similes (ECL). A histamina se liga ao
receptor H, (acoplado a proteina G), que quando ativado estimula ciclase de adenilil (AC) e
3’,5’-monofosfato ciclico de adenosina (AMPc) (CHEN et al., 2006; O’NEIL; LEONARD,
2011). A célula parietal secreta HCI através da troca de H* para o lGmen da célula por um ion
K" proveniente do limen gastrico (SCHUBERT, 2011) (Figura 3).

A secrecdo de somatostatina (SST) pelas células D acontece quando ocorre a
diminuicdo do pH luminal, que por sua vez suprime a producdo de gastrina e histamina, e
consequentemente a producéo de &cido (SCHUBERT, 2009).

Figura 3: Regulagdo da secrecdo &cida géstrica. ACh: Acetilcolina; ECL: Células enterocromafins similes; G:
Célula G; D: Célula D; M3: receptor muscarinico; H2: receptor histaminérgico; CCK2: receptor colecistocinina.
(Ativacdo: e inibicdo: ).
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(Adaptado de COLLARES-BUZATO; ARANA, 2005).
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1.1.5 Distarbios do sistema gastrico

A mucosa gastrica encontra-se em constante exposi¢do a uma variedade de substancias
com diferente pH, osmolaridade, elevada producéao de cido cloridrico e pepsina, que sao

fatores fisiologicos sistémicos; ou por fatores exdgenos (irritantes), por exemplo, &lcool,
fumo, estresse, uso continuo de anti-inflamatdrios ndo esterdides (AINESs), além de infeccdo
por Helicobacter pylori (SAUL, 2007).

O consumo excessivo de alcool pode causar distdrbios na microcirculacéo, isquemia
ou na producdo de radicais livres, com liberacdo de mediadores vasoativos, por exemplo,
histamina e citocinas pré-inflamatorias, tais como IL-1B ¢ TNF-a (TAKAYAMA et al.,
2011), inibicdo da producao de prostaglandinas e diminuicdo da producdo do muco gastrico
(ARAWWAWALA et al., 2010). Além disso, 0 alcool também aumenta o fluxo de Na*, K" e
os ions H* que sofrem extrusdo para o limen gastrico (MORAES et al., 2009). Segundo
Umamaheswari et al. (2007) durante a mobilizacdo do etanol, acontece a producdo de
substancias toxicas, como o acetaldeido, que possibilita a liberacdo de superdxido e
hidroperdxidos, que sdo espécies reativas que causam leséo tecidual, agredindo a integridade
celular, promovendo o estresse oxidativo (JAINU; DEVI, 2006).

O estresse fisico/lemocional é um fator que esta associado ao estilo de vida e muitas
vezes situacdes como ansiedade, irritabilidade, impulsividade, entre outros, podem contribuir
para o desenvolvimento de lesGes gastricas (MARSOLLA, 2009).

Outro fator envolvido na agressdo da mucosa gastrica é a infeccdo por Helicobacter
pylori. Este bacilo Gram negativo apresenta-se na forma de espiral e consegue habitar
ambientes com pH baixo, como no lumen gastrico (USTUN et al., 2006). A sobrevivéncia de
H. pylori na mucosa do estdmago esta relacionada a intensa atividade da enzima urease, sendo
esta responsavel pela conversdo da ureia em amonia (NH3) e dioxido de carbono. A aménia
neutraliza os fons H* e produz hidroxido de amonio (NH;OH), que promove uma alcalinidade
ao redor da bactéria, protegendo-a do meio acido encontrado no limen gastrico (RAMSAY;
CARR, 2011; BANSAL et al., 2009). A infeccdo por H. pylori promove o aumento da
producdo de gastrina devido a presenca de aménia no epitélio e nas glandulas do antro,
levando a inibicdo de somatostatina, causando o aumento da gastrina, e consequentemente,
secrecdo acida em excesso (MALFERTHEINER et al., 2009).

O uso continuo de AINESs pode vir a causar danos na mucosa géastrica. A agdo destes



24

danos ocorre pela inibicdo da ciclooxigenase (COX) e isso compromete a producdo de
prostaglandinas. A diminuicdo dos niveis de prostaglandinas afeta a producdo de muco e
bicarbonato, além de alteraces no fluxo sanguineo, agredindo diretamente a barreira
protetora da mucosa gastrica e a reparacdo desta mucosa (STEWART; ACKROYD, 2011).

Uma variedade de substancias quimicas, como por exemplo, a fumaca do cigarro,
pode causar estresse oxidativo, resultando em espécies reativas de oxigénio (ROS) (ZADAK
et al., 2009). O fumo pode influenciar de forma negativa na cicatrizacéo e favorecer recidivas
de lesbes gastricas (NIETO, 2012).

Para evitar possiveis danos & mucosa gastrica, existem mecanismos proprios de
protecdo, tais como, fluxo sanguineo continuo na mucosa do estdmago, secrecdo de muco,
bicarbonato, prostaglandinas, ¢xido nitrico, fatores de crescimento, etc. Com o
comprometimento desses mecanismos, a mucosa gastrica pode se tornar susceptivel aos danos
induzidos por fatores irritantes ou sistémicos (TULASSAY; HERSZENY!, 2010).

1.1.6 Fatores de protecdo a mucosa gastrica

Entre os mecanismos de defesa podemos destacar os fatores pré-epiteliais (muco,
bicarbonato), fatores epiteliais (renovacdo do epitélio celular superficial, fatores de
crescimento e prostaglandinas) e os fatores de defesa endotelial (fluxo sanguineo,
reconstituicdo do epitélio gastrico, 6xido nitrico e o sistema de defesa antioxidante) (LAINE
et al., 2008).

1.1.7 Defesa pré-epitelial

Representa a primeira linha de defesa da mucosa do estdbmago, com a barreira de
muco, producdo de bicarbonato e fosfolipidios tensoativos, que formam uma barreira
protetora entre o limen gastrico e a mucosa (PHILLIPSON et al., 2008). Além disso, esses

fatores assegura o tecido contra os efeitos lesivos causados pelo HCI e pepsina, evitando a
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digestdo proteolitica do epitélio (WALLACE, 2008). O muco encontra-se em granulos
citoplasmaticos, até que ocorra a exocitose pelas células superficiais, quando séo estimuladas
por horménios como prostaglandinas (MONTROSE et al., 2006), e apresenta-se como um
gel transparente, viscoso e aderente, com cerca de 95% de &gua e 5% de glicoproteinas
(mucina), com pouco lipidios, acidos nucléicos e proteinas (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).
Os fosfolipidios revestem a superficie luminal do muco, impedindo a difusdo de &cido, como
HCI, e mantendo a integridade da mucosa (TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

1.1.8 Defesa Epitelial

Essa linha de defesa € constituida por uma camada continua de células epiteliais
superficiais, que sdo unidas através de juncdes tipo GAP (TULASSAY; HERSZENNYI,
2010). A protecéo epitelial ocorre por meio da proliferacdo de células progenitoras (LAINE et
al., 2008). A proliferagéo celular é regulada por fatores de crescimento, e o principal receptor
para fator de crescimento expresso em células progenitoras gastricas € o receptor para fator de
crescimento epidérmico (EGF-R) (HRITZ et al., 2005). Gastrina e prostaglandinas atuam
ativando EGF-R, que por sua vez estimula a proliferacdo celular (PAI et al., 2002). Os fatores
de crescimento também atuam protegendo a mucosa gastrica atraves da estimulacdo de fator
de necrose tumoral a (TNF-o). Esta citocina ¢é produzida durante a lesdo gastrica,
principalmente em lesbes causadas por infeccdo por H. pylori ou uso de anti-inflamatorios
ndo esterdides. TNF- o estimula a proliferagdo de células epiteliais (KOSONE et al.,2006).

A producdo constante de prostaglandinas (PGs) € importante para protecdo e
manutencdo da integridade da mucosa gastrica contra agentes ulcerogénicos. As
prostaglandinas agem inibindo a secrecdo gastrica acida, como também estimulam a producéo
e secrecdo de bicarbonato, muco e fosfolipidios. As PGs sdo originadas a partir do &cido
araquidoénico, o qual € liberado por fosfolipidios de membrana de células lesadas, através da
atuacdo catalitica da fosfolipase A,, sendo as cicloxigenases (COX-1) enzimas que catalisam
a sintese de prostaglandinas. Outro mecanismo de protecdo das PGs é o aumento do fluxo
sanguineo no epitélio da mucosa gastrica acelerando a restitui¢do e cicatrizacdo (LAINE et
al., 2008), além de inibir a liberacdo de histamina (WALLACE, 2008).
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1.1.9 Defesa Sub-epitelial

Representa a linha de defesa da mucosa gastrica e esta associada com fluxo sanguineo,
reconstituicdo do epitélio gastrico, 6xido nitrico e o sistema de defesa antioxidante.

A relacdo entre o fluxo sanguineo gastrico e as lesdes gastricas ocorre por conta do
equilibrio acido-base no tecido, além disso, promove aporte de nutrientes e oxigénio para as
células (RAMSAY; CARR, 2011). A regulacdo do fluxo sanguineo no trato gastrico é
mediada pela 6xido nitrico sintase (NOS), que tem importante papel na regulacdo da perfusao
vascular, através da vasodilatacdo (SHAH et al., 2004). Os agentes vasodilatadores mantém a
viabilidade celular endotelial, impedindo a agregacdo plaquetéria e adesdo de leucécitos e
evitando o comprometimento da microcirculacdo (LAINE et al., 2008). O oxido nitrico,
sintetizado a partir da NOS, é um gas lipossoluvel que atua como relevante gastroprotetor,
mantendo a integridade da mucosa gastrica (WALLACE, 2008). Esse mediador apresenta
algumas funcdes importantes que estdo associadas a protecdo no estomago (MONCADA,;
HIGGS, 2006; LANAS, 2008), tais como, acentua a secrecdo de muco, bicarbonato, fluxo
sanguineo continuo na mucosa do estdmago, inibe a secrecdo gastrica acida, além de evitar
ativacdo e aderéncia de neutrofilos ao endotélio vascular, possibilitando a gastroprotecédo
(FERREIRA et al., 2008; BRZOZOWSKI et al., 2008).

Quando a barreira da mucosa € rompida, como no caso da ulcera gastrica, o local
torna-se facil porta de entrada para microrganismos. Ao penetrarem a barreira das mucosas 0s
microrganismos vao encontrar as defesas imunoldgicas do organismo que iniciardo uma
reacao inflamatoria com importante participacdo de citocinas (CURFS et al., 1997).

Os processos de proliferacdo e migracdo celular também sdo importantes para que
aconteca a recuperacdo e manutencdo da mucosa do estdmago, Vvisto que S0 processos
dinamicos que estdo envolvidos na cicatrizacdo de Ulceras gastricas (TARNAWSKI, 2010).
Podemos destacar como agentes que estimulam a proliferacdo celular, as citocinas e os fatores
de crescimento de fibroblastos (FGF) e fator de crescimento endotelial vascular (VEGF),
entre outros (KUMAR et al., 2005).

Citocinas sdo produzidas e liberadas em resposta a presenca de antigenos,
microrganismos ou morte celular com necrose, sendo importantes no processo de cicatrizacao
tecidual. Sao polipeptideos ou glicoproteinas extracelulares e hidrossoltveis (TREVISI et al.,
2014). Estas conduzem a resposta inflamatoria aos locais das infeccbes ou leses,
promovendo condi¢Bes para a cicatrizacdo da ferida. Porém, o excesso de citocinas pro-

inflamatdrias pode gerar problemas hemodinamicos ou distarbios metabdlicos sistémicos. As
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citocinas interferem na atividade, diferenciacdo, proliferacdo e sobrevida das células
imunoldgicas, aléem de regularem a producéo e a atividade de outras citocinas, que podem
aumentar (pro-inflamatdrias) ou atenuar (anti-inflamatorias) a resposta inflamatéria (CURFS
et al., 1997; OLIVEIRA et al., 2011). A reconstituicdo epitelial é extremamente importante na
manutengéo da estrutura e funcionamento da barreira mucosa. A formacéo dos radicais livres,
as citocinas inflamatorias e o estresse fisiopatoldgico reduzem a taxa de proliferacéo celular,
dificultando o processo de reconstituicdo das células gastricas (BEEJAY; WOLFE, 2000).

Suzuki et al. (2012) relataram que ha evidéncias de correlagdo entre o estado de
estresse oxidativo com mecanismos que envolvem doencas gastricas, tais como gastrite,
Ulcera péptica e carcinoma. Um exemplo disso s&o as lesdes induzidas por etanol, que altera o
metabolismo das mitocondrias, possibilitando producdo em excesso de radicais livres. Outros
agentes etiologicos, como uso continuo de AINEs e infeccdo por H. pylori, estdo envolvidos
na Ulcera gastrica através do aumento das espécies reativas. Para evitar elevadas
concentracdes de espécies reativas, 0 organismo apresenta um sistema de defesa antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico (VALKO et al.,, 2007). O sistema antioxidante enzimatico é
constituido pelas enzimas superéxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx), que contribuem para prevenir danos oxidativos as macromoléculas na
célula (VASCONCELOS et al., 2007; BLAIR, 2010). Os antioxidantes ndo enzimaticos sao
constituidos de radicais livres de baixo peso molecular, como a glutationa reduzida (GSH),
que é principal antioxidante intracelular, além de tocoferois, vitamina C (&cido ascoérbico),
vitamina E e B-caroteno (HALLIWEL; GUTTERIDGE, 2007).

1.1.10 Ulcera péptica

1.1.11 Etiologia e epidemiologia da Ulcera péptica

Nas ultimas décadas a incidéncia de Ulceras gastricas varia de 2 a 10/100.000 pessoas
por ano, sendo considerado um problema de satde publica na sociedade moderna (KOMEN et
al., 2008).

A Ulcera péptica é uma doenca caracterizada por causar lesdes profundas na mucosa
do estdbmago ou duodeno. No estdmago as lesdes encontram-se principalmente ao longo da
pequena curvatura, entre o corpo e antro (GIBSON; ODZE, 2011). Os principais sintomas
dessa patologia sé&o a dor ou desconforto na por¢do superior do abdome (NIETO, 2012),
nauseas, vomitos, azia, refluxo, fadiga (AWAAD et al., 2013). O desenvolvimento de lesdes

ulcerativas pode estar associado ao desequilibrio entre fatores lesivos e defensivos da mucosa
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gastrica (BANSAL; GOEL, 2012). Dentre os fatores lesivos enddgenos podemos destacar
secrecdo gastrica acida e pepsina, producdo de radicais livres e refluxo biliar; ja em relagdo
aos fatores lesivos exogenos incluem a presenca da bactéria H. pylori, uso continuo de
AINEs, consumo excessivo de alcool, fumo e estresse. Como fatores defensivos da mucosa
gastrica, tem-se a producdo de muco e bicarbonato, o fluxo sanguineo, Oxido nitrico,
prostaglandinas, fatores de crescimento e regeneracdo celular, além do sistema de defesa
antioxidante (BRZOZOWSKI et al., 2012; NIETO, 2012; AWAAD et al., 2013) (Figura 4).

Figura 4: Mecanismo de defesa e injlria da mucosa gastrica
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(KUMAR, 2005).

Os principais fatores de risco para o desenvolvimento de Ulcera gastrica estdo
associados com os fatores lesivos enddgenos, os quais ja foram citados anteriormente, além de
fatores exdgenos como obesidade, diabetes, doenca pulmonar obstrutiva crénica, insuficiéncia

renal e doenca cardiaca coronariana (NAJM, 2011), demonstrado na Tabelal.
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Tabela 1. Fatores de risco para a doenga de Ulcera péptica.

Fatores de risco Razao de prevalencia
Farmacos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINEs) 3.7
Helicobacter pylori 33
Doenga pulmonar obstrutiva crénica 234
Insuficiéncia renal 229
Usuarios de tabaco 1.99
Doenga cardiaca coronariana 1.46
Uso de alcool 1.29
Obesidade 1.18
Diabetes 1.3

Fonte: NAJM, 2011.

A Ulcera péptica € uma patologia que afeta cerca de 10% da populagdo mundial em
alguma fase de suas vidas (NIETO, 2012), sendo predominante em paises ocidentais, estando
associado a fatores genéticos e dieta. Em relacdo ao género, as Ulceras gastricas acometem
mais homens que mulheres (JAIN et al., 2007). No Brasil € dificil mostrar em forma de dados
a real incidéncia de Ulceras pépticas, por conta das subnotificacbes dos casos, devido as
variacOes das populagdes em estudo, divergéncias em coleta de dados e critérios para o
diagnostico (CASTRO et al., 2009).

Calcula-se que mais da metade da populacdo mundial esteja infectado por H. pylori
(NIETO, 2012), sendo cerca de 25% de adultos em paises desenvolvidos e mais de 80% nos
paises em desenvolvimento (MAJUMDAR et al., 2011). O uso de AINESs pode ser outro fator
para o desenvolvimento de Ulceras pépticas (STEWART; ACKROYD, 2011), estando
relacionado a Ulceras com hemorragias e afetam pessoas entre 70 e 80 anos de idade, com
predominancia do sexo masculino, aproximadamente 1,5 vezes mais casos do que em
mulheres (NAJM, 2011).

O prevalecimento de Ulcera péptica foi no inicio do século XX, porém alguns estudos
epidemiologicos mostraram que nas Ultimas décadas houve uma diminuicdo consideravel na
incidéncia e no surgimento de complicacdes decorrentes de Ulcera gastrica. Relatos
epidemiolégicos da Asia, Australia, América do Norte, América do Sul e Europa
demonstraram uma diminuicdo da mortalidade dessa doenca nos Gltimos anos (SOSTRES;
LANAS, 2011).
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1.1.12 Farmacoterapéutica da Ulcera Péptica

O tratamento farmacoldgico para Ulceras gastricas esta associado com a utilizacdo de
medicamentos que diminuem a secre¢do gastrica &cida, neutralizacdo &cida e potencializacéo
dos mecanismos de protecdo (RANG et al., 2007).

Os inibidores da bomba de prétons sdo os mais eficientes na supressdao do &cido
gastrico, visto que inibem irreversivelmente a H*/K ATPase, e sdo pro-farmacos que exibem
ativacdo em meio acido. Eles atuam ligando-se a H'/K* ATPase localizada na membrana da
célula parietal e inibindo a liberacdo de ions H* para limen gastrico. Consistem em bases
fracas lipofilicas e se armazenam no ambiente &cido dos canaliculos da célula parietal, onde
sdo ativados. A classe de farmacos inibidores da bomba de prétons € representada por
omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol e rapeprazol (JAIN et al., 2007). Todos 0s
inibidores da bomba de protons séo pré-farmacos que necessitam de ativagdo em ambiente
acido. Os farmacos dessa classe entram na célula parietal a partir do sangue e acumulam-se
nos canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde s&o ativados por um processo
catalisado por protons, que resulta na formagdo de uma sulfenamidatiofilica ou &cido
sulfénico. Essa forma ativada reage por meio de ligacdo covalente com o grupo sulfidril de
cisteinas do dominio extracelular da H'K*ATPase, as quais s30 essenciais para a inibic&o da
producdo acida (BRAGA et al., 2011). O uso continuo de inibidores da bomba de protons
podem causar efeitos adversos, tais como, tontura, diarreia, aléem de estimular a hiperplasia
gastrica, e isso pode possibilitar a reincidéncia da Ulcera ou desenvolvimento de cancer
gastrico (BABU et al., 2010; KESZTHELY! et al., 2010).

Dentre os antagonistas dos receptores de H, temos ranitidina, cimetidina, famotidina e
nizatidina, estes tem acdo de competir com a histamina pelos receptores H, nas células
parietais, sendo absorvidos rapidamente no intestino (KATZUNG, 2006), além de serem
seletivos também inibem a secrecdo acida promovida pela gastrina, agonistas muscarinicos,
alimentos, distensdo fundica e secrecdo 4&cida basal (MAHDY; WEBSTER, 2011).
Apresentam entre os efeitos colaterais: diarreia, cefaleia, tontura, fadiga, dor muscular,
constipacdo (PARIKH; HOWDEN, 2010). Embora os antagonistas de receptores H, sejam
eficazes para reduzir a secrecdo &cida, estes ndo blogueiam completamente a gastrina e a
estimulacdo vagal ainda pode induzir a secrecdo de acido pela célula parietal (STEWART;
ACKROYD, 2011).

Os antiacidos compreendem carbonatos, hidroxido de aluminio e magnésio ou

associagdes e atuam na neutralizagdo da acidez. Apesar de serem efetivos e de baixo custo,
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podem reduzir a disponibilidade oral de farmacos e minerais presentes em suplementos
alimentares (SRINIVAS, 2009; TAYLOR et al., 2010), além de causar efeitos adversos, tais
como, nausea, distensdo abdominal, flatuléncia, diarreia e constipacdo (JAIN et al., 2007).
Quando a ulcera géstrica é causada pela infeccdo por H. pylori € preciso a associacdo
de antimicrobianos e antagonistas dos receptores de H, ou inibidores da bomba de protons, e
geralmente sdo utilizados trés farmacos, tais como, omeprazol/amoxicilina/metronidazol,
omeprazol/claritromicina/amoxicilina ou ranitidina/metronidazol/tetraciclina,
tetraciclina/metronidazol/compostos bismuto (MOSSER; CACA, 2005).
Outros agentes considerados citoprotetores sdo 0s analogos das prostaglandinas (sucralfato e
misoprostol). O sucralfato (complexo de hidroxido de aluminio e sacarose sulfatada) é capaz
de formar géis complexos com muco, limitando a difusdo de ions H* além de inibir a agdo da
pepsina e estimular a secre¢do de muco, bicarbonato e prostaglandina. No caso do misoprostol
inibe a secrecdo acida, aumentando o fluxo sanguineo, secrecdo de muco e bicarbonato,

porém pode provocar diarreia, colicas abdominais e abortos (JAIN et al., 2007).

1.1.13 Ulcera gastrica a partir de infeccdo por Helicobacter pylori

Atualmente cerca da metade da populacdo mundial apresenta infecgdo por bactéria no
estdbmago. Em populacbes da América do Norte e Norte Europeu, cerca de um terco dos
adultos estdo infectados, enquanto que no sul e leste da Europa, América do Sul e Asia, 0
predominio de infeccdo por Helicobacter pylori é, de forma geral, maior que 50% (EUSEBI
et al., 2014).

A mucosa gastrica uma vez colonizada por bactérias, estas podem continuar por
décadas ou por toda vida no hospedeiro, porém a maioria dos individuos permanece
assintomatica a infeccdo (YAMAOKA et al., 2010). A infeccdo por H. pylori geralmente esta
relacionada a presenca de Ulcera gastrica, que se caracteriza por um processo inflamatorio na
mucosa, com infiltrado de leucécitos (ISRAEL; PEEK, 2001). A possibilidade de persisténcia
e adaptacdo de H. pylori ao meio gastrico se deve a alguns fatores, como por exemplo, a
enzima uréase capaz de converter a ureia presente em condic@es fisioldgicas (meio acido) no
suco gastrico em amdnia, possibilitando uma alcalinidade ao redor da bactéria, protegendo-a
dos efeitos deletérios da acidez do estbmago (WEEKS et al., 2001). Além disso, para penetrar
a camada de muco o microrganismo conta com sua morfologia em forma de espiral, flagelos e
producdo de lipases e proteases que destrdi a camada de muco, facilitam sua progressdo e

conferem protecdo contra atividade de macrdfagos e neutréfilos impedindo uma resposta
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imunolégica do hospedeiro (JENKS; KUSTERS, 2000). Esse microrganismo Gram-negativo
coloniza a mucosa do estdmago, podendo causar distirbios, tais como, gastrite aguda,
linfoma, gastrite cronica (SIQUEIRA et al., 2007). Uma intervencdo com medicamentos pode
evitar a progressdo da infeccdo para Ulceras, dispepsias e principalmente para cancer gastrico.
(COIMBRA, 2012). Portanto, o conhecimento da infeccdo, o diagndstico e 0 monitoramento
de cura sdo de fundamental importancia para a ndo evolugdo para quadros mais graves.
(REDEEN et al., 2001; TONKIC et al., 2012). (Para o tratamento de H. pylori ¢ utilizada uma
terapéutica convencional que consiste em Inibidor de Bomba de Prétons) + claritromicina +
amoxicilina (COELHO et al.,, 2004; FELGA et al., 2010). Outra op¢do estd no uso de
metronidazol ou levofloxacina no lugar de amoxicilina ou adotar sistemas que empregam
tetraciclina e metronidazol e sais de bismuto. (GISBERT; ABRAIRA, 2006; RODRIGUEZ et

al., 2005). A combinacdo do esquema triplice com azitromicina pode minimizar os efeitos

colaterais, mas ndo aumenta a eficacia do tratamento anti-H. pylori (AGAH; SHAZAD,
2009).

1.1.14 Resisténcia microbiana

As drogas antimicrobianas sdo importantes na terapéutica que se estende desde o
tratamento de infeccdes até ao suporte em cirurgias, transplantes de Orgdos e terapias
cancerigenas. No entanto, esses medicamentos sdo notoriamente utilizados pela clinica para o
tratamento de algum tipo de infeccdo bacteriana (BRITO; CORDEIRO, 2012; WHO, 2012).
O advento dos antibioticos na medicina revolucionou o tratamento de infeccGes bacterianas
reduzindo o nimero de mortes causadas pelas doencas infecciosas. No entanto, 0 uso
indiscriminado desses medicamentos tem potencializado a sele¢do de cepas mais resistentes.
Entende-se por resisténcia antimicrobiana a capacidade de microrganismos em se proliferar na
presenca de concentracfes de antimicrobianos superiores as doses terapéuticas. Um fator que
permite a resisténcia é o desconhecimento de que os antibidticos sdo drogas de acdo
especifica, o que acarreta em inUmeras prescricdes errbneas e, por conseguinte, no aumento
de microrganismos resistentes (WANNMACHER, 2004). Os mecanismos de resisténcia
utilizados pelas bactérias sdo variados e consistem em alteracdes bioquimicas como, por
exemplo, a sintese de enzimas com propriedades de inativar os antibioticos ou alteracdes na
permeabilidade da sua membrana plasmatica. Essa resisténcia aos medicamentos disponiveis

no mercado tem se intensificado cada vez mais ao decorrer dos anos, tomando proporgdes a
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nivel global, levando a necessidade do desenvolvimento de pesquisas que visem a criagdo de
novos farmacos (MARINHO et. al., 2016). O surgimento dessas bactérias resistentes a terapia
por antibidticos tem sido um dos problemas enfrentados pelo Sistema de Salde individual e
coletiva, devido ao grande nimero de casos de pacientes acometidos por algum tipo de
infeccdo causada por esses multiplos agentes patogénicos demonstrando a necessidade mais
uma vez, de novos farmacos bacterianos e que estes, sejam mais potentes (WHO, 2012;
GUIMARAES; MOMESSO, 2010).

1.1.15 Uso de plantas medicinais

Para a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos vigente no Brasil, 0 uso
do material vegetal, com seguranca, em concentracbes e meios de preparacdo adequados e
finalidade terapéutica definida, auxilia tanto a acessibilidade a populacdo como tambem o
desenvolvimento industrial e tecnologico, alem da utilizacdo sustentavel da biodiversidade
brasileira e validagdo do conhecimento cultural (MINISTERIO DA SAUDE, 2006). Inimeros
estudos vém sendo desenvolvidos no sentido de validar as informacGes populares referentes
ao uso de plantas medicinais, com o objetivo de descobrir novos principios ativos e também
aprimorar as descobertas de novas atividades farmacolédgicas de substancias ja conhecidas e
oriundas de plantas (ARAUJO et al., 2007).

A realizacdo de pesquisas nesta area etnobotanica é de grande importancia para
descobrir a acdo das plantas, seus efeitos toxicos e colaterais (VEIGA JUNIOR; PINTO,
2005), alem de contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos sintéticos oriundos de
plantas, com menor toxicidade e maior eficiéncia, como também uma fonte acessivel a
populacdo mais carente (USTULIN et al., 2009).

Para a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos vigente no Brasil, 0 uso
do material vegetal, com seguranca, em concentracGes e meios de preparacdo adequados e
finalidade terapéutica definida, auxilia tanto a acessibilidade a populacdo como também o
desenvolvimento industrial e tecnoldgico, além da utilizacdo sustentavel da biodiversidade
brasileira e validacdo do conhecimento cultural (MINISTERIO DA SAUDE, 2006).

Vale ressaltar, que devido a riqueza de sua flora, o Brasil apresenta a maior
biodiversidade do mundo, tornando-se fonte de interesse para as comunidades cientificas
nacionais e internacionais (SOUZA E FELFILI, 2006).
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1.1.16 Plantas medicinais com potencial gastroprotetor

Estudos de plantas medicinais que atuam sobre o trato gastrointestinal apresentam
relevante importancia, j& que os farmacos utilizados para o tratamento de distdrbios géstricos
apresentam variados efeitos indesejaveis, tais como, o uso de antiacidos pode provocar
constipacdo ou diarreia (RANG et al., 2001), ou ainda pelo o uso continuo de antagonistas dos
receptores H, e inibidores da bomba de prétons podem causar transtornos, como gastrinemia
(GARNETT, 1998).

Segundo Arrais et al. (1997) cerca de 24% da populagdo mundial busca
medicamentos que atuem sobre o aparelho digestivo, indicando que a maioria da populacéo
sofre de disturbios gastricos, tornando-se necessario o desenvolvimento de farmacos mais
eficiente e com menos efeitos colaterais. No continente americano foram encontradas 58
espécies que apresentam potencial gastroprotetor, estando distribuidas em 37 familias, entre
elas, Turneraceae (2 espécies), Fabaceae (6 espécies), Celastraceae (3 espécies) e Asteraceae
(13 espécies), como a maioria das espécies encontradas no Brasil (FALCAO et al., 2008).

1.1.17 Plantas medicinais com potencial antimicrobiano

Vérios podem ser 0s potenciais terapéuticos apresentados por determinados extratos
vegetais, ressaltando a atividade antimicrobiana frente a agentes patogénicos. Muitas plantas
tem apresentado importante atividade antimicrobiana, por isso ha intensa busca na medicina
tradicional direcionada a caracterizagdo antimicrobiana das plantas (DIAZ et al., 2010). O
metabolismo das plantas pode ser dividido em metabolismo primario e secundario, sendo o
primario responsavel por sintetitzar substancias quimicas relacionadas ao desenvolvimento e
crescimento do organismo produtor, representados por celulose, lignina, proteinas, lipidios,
entre outros. Os metabodlitos secundarios exerce a funcdo de auxiliar a interacdo entre
organismo e ambiente, devido a essa interacdo quimica podem apresentar uma grande
variedade de atividades bioldgicas (BRIZUELA et al., 1998; KUTCHAN, 2001; HAIDA et
al., 2007). Esses metabdlitos Estas substancias exercem mecanismos de defesa contra
predacdo por herbivoros, insetos e microrganismos, alguns sdo fornecedoras de odores, outros
como 0s taninos e quinonas responsaveis pelo pigmento e muitos responsaveis pelo sabor da
planta (COWAN, 1999).

Os compostos secundarios podem ser encontrados em varias partes da planta (SILVA



35

JUNIOR, 2003). No entanto, alguns aspectos podem influenciar o acumulo e a distribuicéo
desses compostos nos vegetais, tais como: temperatura, umidade, altitude, sazonalidade,
localizacdo geografica, clima, intensidade luminosa, disponibilidade de nutrientes,
composicao do solo e o periodo da coleta (BRESOLIN; CECHINEL FILHO, 2010).

As vias metabdlicas secundarias utilizadas pelos vegetais possui a responsabilidade de
sintetizar véarias classes de compostos, tais como, flavondides, isoflavondides, taninos,
alcaldides, cumarinas, poliacetilenos e glicosideos terpendides, ambos especificos de
determinadas familias, géneros ou espécies, da qual, suas principais funcdes eram
desconhecidas até pouco tempo e apenas cerca de 10% foram isolados e identificados
(COWAN, 1999).

Dentre esses metabdlitos, os terpendides sdo bastantes conhecidos por apresentar
elevadas atividades antibacteriana e antifingica. Sua atividade tem sido atribuida a sua
propriedade lipofilica, promovendo um acumulo nas membranas do microorganismo ou
superficie da parede celular, causando danos funcionais e estruturais que causam a perda de
energia nas celulas (DUARTE, 2006).

O mecanismo de acdo antimicrobiana atribuida aos compostos fendlicos (taninos e
flavonoides) pode ser explicado por trés hipdteses. Na primeira acredita-se que 0s taninos
pormove a inibicdo das enzimas bacterianas e flangicas, a segunda hipétese atribui o
mecanismo dos taninos como o responsavel pelas modificagdes no metabolismo dos
microrganismos e a terceira fundamenta-se na interecdo entre os taninos e ions metalicos,
promovendo um decréscimo da disponibilidade desses ions que estdo diretamente associados
ao metabolismo microbiano (SCALBERT 1991).

1.1.18 Ecossistema de Mangue

Manguezais sdo ecossistemas representados por plantas adaptadas morfoldgica e
fisiologicamente as condi¢Ges encontradas em ambientes de transi¢do entre terra e mar. Sua
biomassa pode ultrapassar algumas florestas tropicais (ALONGI, 2002). Os sedimentos desse
ecossistema € tipicamente argiloso, com vegetacdo de texturas e composicdo quimica
diferente (VANNUCCI, 1999). De modo geral, os solos sdo ricos em matéria organica,
apresentam alta salinidade e coloracdo cinza-escuro (FERNANDES; PEREIRA, 1995). O
mangue possui importante papel ecoldgico, porque oferece abrigo para muitas espécies de
peixes e crustaceos, além de fornecer nutrientes para a fauna da area, contribuindo para as
teias alimentares e transferéncia de energia (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001;
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VANNUCCI, 2001). As florestas de mangue encontram-se amplamente distribuidas em
regibes costeiras de zona tropicais e subtropicais (KATHIRESAN; BINGHAM, 2001). De
acordo com Lacerda (1985), estima-se que existe cerca de 20 milhdes de hectares de
manguezais em todo o mundo, sendo que os maiores florestas encontradas estdo na Malasia,
india, Brasil, Venezuela, Nigéria e Senegal.

No Brasil, 0 manguezal ocorre em quase todo o litoral e abrange aproximadamente
13.762 Km?, estendendo-se desde o Cabo Orange, litoral do estado do Amapé até Laguna em
Santa Catarina (LACERDA et al., 1993). Os manguezais do nordeste brasileiro representam
cerca de 10% da extensdo total dos mangueais do Brasil, onde podemos ressaltar o sistema
estuarino da ilha de Itamarac4, PE, com aproximadamente 46 km? (MONTEIRO et al., 2004)
(Figura 5).

Figura 5. Distribuicdo de manguezais (areas verdes cheias) ao longo do litoral nordeste do Brasil entre 0s
estados do Piaui e Pernambuco (MONTEIRO et al., 2004).
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Segundo Tomlinson (1986), os mangues podem ser divididos em trés grupos: 0s
mangues verdadeiros, elementos secundarios de manguezal e associados de mangue. O
primeiro é caracterizado por ser encontrado exclusivamente no mangue e tem papel
importante na formacdo de estandes puros, apresentacdo de especializagdes morfologicas de
adaptacdo ao ambiente e por possuir isolamento taxonémico ao nivel de familia e subfamilia.

Os elementos secundarios ndo apresentam a capacidade de formar elementos conspicuos da
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vegetacdo; e 0s associados de mangue nunca habitam comunidades de mangue, sendo
encontrados em area de transicdo com outros ecossistemas.

Considerando esta classificagdo, os mangues verdadeiros brasileiros possuem como
representantes da flora arbdrea tipica trés géneros, com ocorréncia de quatro espécies
(Rhizophora mangle L.(Rhizophoraceae); Avicennia schaeuriana Stapf & Leechm. e
Avicennia germinans (L.) (Acanthaceae); Laguncularia racemosa (L.) (Combretaceae) e
outros géneros associados como Conocarpus (Combretaceae), Hibiscus (Malvaceae) e
Spartina (Poaceae) (MATNI et al., 2006; BERNINI; REZENDE, 2010). Apesar de sua grande
importancia ecoldgica, esse ecossistema estad entre 0s ecossistemas mais ameacados no
mundo. A degradacdo dos mangues é resultado da acdo humana, através do desenvolvimento
de centros urbanos, aquicultura, pesca/caca, mineracao, utilizacdo de madeiras, contaminacao
por metais pesados e despejo de efluentes de esgotos (FIRME, 2003). A desvalorizacdo dos
beneficios ecologicos proporcionados por este ecossistema tem levado a diminuicdo dos
mangues em alguns locais (MACYNTYRE, 2009). A degradacdo do mangue esta associada
também a falta de conhecimento sobre o potencial medicinal de sua flora, tornando-se

necessario acles voltadas para a preservacao desses vegetais (BORRIS, 1996).

1.1.19 Familia Acanthaceae

A familia Acanthaceae compreende cerca de 250 géneros com 2.500 espécies
(WASSHAUSEN, 2004) distribuidas amplamente em trépicos de todo o mundo, com pouca
representacdo em regides temperadas (MABBEELEY, 1997). As arvores sdo geralmente
raras, sendo a maioria arbustos, ervas ou trepadeiras, xerdfitas e pantonosas. O Brasil
apresenta aproximadamente 40 géneros e 542 espécies (BARROSO, 1986).

Acanthaceae ¢ uma das familias que apresentam cristais de glandulas de sal, o que
torna essa caracteristica peculiar desta familia (LARCHER; BOEGER, 2006). Esta familia é
constituida principalmente por ervas e arbustos, as folhas sdo geralmente decussadas, ha
presenca de cistolitos (concrescéncia de carbonato de calcio), inflorescéncias com bracteas
folhosas, comumente vistosas, flores gamopétalas com dois ou quatro estames, geralmente
biloculares, e frutos, na maioria das vezes, com capsula loculicida com deiscéncia explosiva e
poucas sementes, em geral, achatadas e sem endosperma (JUDD et al., 2009). As flores das
espécies desta familia sdo bissexuais, zigmorfas, com bracteas e bractéolas grandes e
coloridas; as sépalas e pétalas com variacdo entre pentalobada, biliabiada ou unilabiada; os

estames, geralmente quatro ou dois; e fruto, quase sempre de deiscéncia explosiva com cada



38

semente em forma de gancho, derivado do funiculo (retindculo), raramente drupa
(Mendoncia), unisseminada indeiscente e carnosa (Avicennia); sementes geralmente planas,
glabras ou pilosas, algumas mucilaginosas quando Umidas; endosperma geralmente ausente.
(DURKEE, 1986).

Estudos taxondmicos envolvendo espécies que ocorrem no Brasil estdo limitados a
alguns géneros tais como: Aphelandra R. Br. (WASSAUSSEN, 1975; PROFICE, 2011),
Mendoncia Vell. ex Vand (PROFICE, 1988), Ruellia L. (EZCURRA, 1993), Staurogyne Wall
(BRAZ, 2005), Lepidagathis Willd. (KAMEYAMA, 2008), Thyrsacanthus Moric (CORTES
et al., 2010) e Herpetacanthus Nees (INDRIUNAS, 2011).

1.1.20 Género Avicennia L.

O género Avicennia pertence a familia Acanthaceae e no Brasil é representado por
duas espécies: Avicennia schaueriana e Avicennia germinans (PROFICE et al., 2010). As
espécies deste género sdo consideradas mais tolerantes ao estresse, sendo encontradas em
substratos salinos ou em areas sujeitas a baixas temperaturas (SILVA et al., 2005). Este
género ocorre em areas afastadas da influéncia das marés, locais de elevada topografia, com
sedimento mais seco e mais arenoso, com isso sofre menos frequéncia de inundagdes. Em
geral, as espécies, apresentam folhas de coloracdo verde clara, brilhantes e com apice
arredondado e possuem glandulas que expelem sal (BRUNO, 1999). As glandulas de sal séo
estruturas importantes que evitam acimulo de ions minerais nos tecidos de algumas espécies
haléfitas (CASTRO; MACHADO, 2003). O género Avicennia € caracterizado quimicamente
pela presenca de iridoides glicosilados (BOUSQUET-MELOU; FAUVEL, 1998; FENG et al.,
2006), flavonoides (FENG et al., 2006) e naftoquinonas (ITO et al., 2000). Muitas
comunidades tradicionais utilizam espécies deste género para o tratamento ou prevencao de
algumas doengas, tais como, doenca de pele (MAHASNEH, 2002), como quimiopreventivo
(ITOIGAWA et al., 2001), hemorragia e reumatismo (DUKE; WAIN, 1981), antitumoral e
cicatrizacdo (GARCIA-BARRIGA, 1975).

Na literatura ja foram relatadas algumas atividades biol6gicas do género Avicennia,
tais como, anticolinesterasica em A. officinalis (SUGANTHY et al., 2009), potencial antiviral
(ZANDI et al., 2009) e antioxidante em A. marina (RAMADAN et al., 2009; GAO et al.,
2014), atividade antibactericida nas cascas e raizes de A. schaueriana (SANTOS et al. 2010),
antiproliferativa em A. marina (MOMTAZI-BOROJENI et al., 2013), anti-inflamatoria,
antiulcerogénica e anticancer em A. officinalis (SUMITHRA et al., 2011; SURA etal.,
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2011).

Rajeswari et al. (2013) relatou que A. germinans possui atividade antibacteriana ao
testar os extratos etanolico, éter de petrdleo, metandlico, acetato de etila, diclorometano e
hexanico em diferentes cepas por meio do teste de difusdo em disco.

Rani e Rao (2013) por meio do método de difusdo em disco em meio agar relataram a
atividade antimicrobiana de diferentes extratos de A. officinalis contra bactérias gram-
positivas (Bacillus subtilis e Bacillus megaterium), gram-negativas (Escherichia coli,
Enterobacter aerogenes) e fungos (Candida albicans e Saccharomyces cerevisiae).

Al-Attar (2011) investigou a atividade gastroprotetora do extrato etandlico de A. alba
através do modelo de Ulcera induzida por etanol, sugerindo que os efeitos de A. alba esta
associado a sua intervencgédo nos fatores ofensivos e protetores da mucosa gastrica.

Sura et al. (2011) avaliaram o efeito antiulcerogénico do extrato etanolico de A.
officinalis por meio de Ulcera induzida por indometacina, e a sua atividade foi atribuida pela
presenca abundante de taninos.

1.1.21 Avicennia schaueriana Stapf & Leechman

1.1.22 Caracteristicas Gerais

Avicennia schaueriana (Figura 6) conhecida popularmente como mangue preto ou
siriiba (RAMOS; GERALDO, 2007) encontra-se distribuida geograficamente em tod litoral
brasileiro (PROFICE et al., 2010). Esta espécie apresenta arvores com tronco com casca lisa
castanho-claro, folhas verde oliva e esbranquicadas na porcao inferior. O formato das folhas
pode variar do arbusto ao arredondado, ou até mesmo lanceolado (SUGIYAMA, 1995). Cada
flor apresenta uma bractea triangular e duas bractéolas, o célice é constituido de cinco sépalas
livres, a corola da flor é levemente zigomdrfica, com quatro estames e anteras, medindo
aproximadamente entre 10 e 12 mm e apresenta uma cor esbranquicada. O ovario apresenta
uma aparéncia aveludada, em decorréncia da presenca de pélos e os frutos apresentam uma
cor verde clara no pericarpo (TOMLINSON, 1986). Uma caracteristica marcante desta espécie
é seu extenso sistema radicular que se desenvolve horizontalmente, e a partir das raizes
originam-se inUmeras projecbes de consisténcias esponjosas que crescem para fora do
substrato. Estas projecGes sdo chamadas de pneumatdfaros, que no seu interior apresenta
desenvolvido paerénquimas que tem funcdo de trocas gasosas entre a planta e o ambiente
(SUGIYAMA, 1995).
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A. schaueriana apresenta algumas adaptacGes morfoldgicas e fisioldgicas que permite
ocupar o ambiente salino, como por exemplo, a excrecdo do excesso de sais, através das
glandulas de sal e a compartimentalizagdo em vacuolos celulares, sendo eficientes na
manutencdo do equilibrio i6nico nas folhas, protegendo contra os danos causados pela
hipersalinidade (MEDINA; SANTQOS, 1998).

Figura 6. Avicennia schaueriana em seu habitat natural

Fonte: Propria autora (2015)

1.1.23 Propriedades bioldgicas de Avicennia schaueriana Stapf & Leechman

Fardin e Young (2015) avaliaram o potencial antifingico de fracdes éter de petroleo,
cloroférmio e acetato de etila do extrato etanol das folhas de A. schaueriana pelo método de
microdiluicio em caldo frente a Cladosporium sphaerospermum, Cladosporium
cladosporioides e Colletotrichum lagenarium. As fracdes éter de petroleo e cloroformio foram
mais eficazes, apresentando como valores de concentracdo minima inibitéria (CMI) de 1 e
1,15 mg/mL.

Santos et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana de extrato hidroalcéolico das
cascas, folhas e raizes de A. schaueriana através do método de difusdo em disco e
microdiluicdo em caldo frente aos microrganismos Staphylococcus aureus, Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella cholerea-suis e Klebsiella
pneumoniae. Os resultados obtidos no teste de difusdo em disco (1 mg/disco) mostraram que

o foi capaz de inibir o crescimento de S. aureus com halos de inibi¢éo de 9,67 + 0,58



41

mm/cascas; 9,0 £0,0 mm/raizes e M. luteus com halos de inibi¢do de 10,0 + 0,0 mm/cascas;
16,0 £ 0,0 mm/raizes. Nos resultados de CMI da casca do extrato hidroalcéolico de 2,5
mg/mL para S. aureus e 5 mg/mL para K. pneumoniae; e 0 extrato com as raizes mostrou
CMI de 5 mg/mL para K. pneumoniae, 0,62 mg/mL para S. aureus e M. luteus.

Levando-se em consideragdo poucos estudos referentes a caracterizagdo quimica e
atividades bioldgicas de A. schaueriana, € importante a conducdo de estudos para
conhecimento da constituicdo quimica e propriedades farmacoldgicas desta espécie, ja que o
género apresenta uma variedade de atividades bioldgicas comprovadas na literatura.
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1.2 OBJETIVOS

1.2.1 Objetivo Geral

Avaliar as propriedades antioxidante, gastroprotetor e antimicrobiana dos extratos organicos
das folhas de Avicennia schaueriana.

1.2.2 Objetivos Especificos

Obter extratos organicos (acetato de etila e etandlico) das folhas de A. schauerianae
analisar o perfil fitoquimico dos extratos por cromatografia em camada delgada;

Determinar os teores de fendis totais, flavonoides e taninos totais dos extratos
organicos;

Aanalisar a atividade antioxidante dos extratos organicos;

Avaliar propriedade antioxidante do extrato acetato de etila;

Caracterizar compostos fendlicos por cromatografia liquida deultra-desempenho
acoplada a espectrometria de massa;

Isolar compostos fendlicos do extrato acetato de etila;

Avaliar a toxicidade aguda dos extratos acetato de etila e etandlico;

Investigar o efeito gastroprotetor dos extratos organicos em modelo de Ulcera géstrica
induzida por etanol e AINEsS;

Avaliar os niveis de mieloperoxidase e histopatologia a partir do modelo de Glcera

induzida por etanol;

Investigar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastroprotetora
dos extratos organicos das doses mais ativas.
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2 MATERIAL E METODOS

2.1 MATERIAL VEGETAL

As folhas de A. schaueriana foram coletadas no mangue da ilha de Itamaraca,
localizado na costa norte do estado de Pernambuco (7° 48 '69 "S/34° 51' 34" W), em
novembro de 2014. O material vegetal foi identificado por Jose Zanon de Oliveira Passavante,
e uma espécime foi depositada no Herbario do Centro de Biociéncia da Universidade Federal

de Pernambuco, sob nimero de 77.367.

2.2 DROGAS, REAGENTES E SOLVENTES

As drogas e os reagentes foram preparados imediatamente antes do uso. Foram
utilizados os seguintes medicamentos: pantoprazol (Ache, Brasil); Solventes: hexano, acetato
de etila, etanol, acido acético glacial, acetonitrila, acido férmico e dimetilsulfoxido (DMSO)
(Merck, Alemanha); Reagentes: cloridrato de éster metilico de Nw-Nitro-L-arginina, N-
Etilmaleimida, 2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato, hexadeciltrimetilamdénio, Follin-
Ciocalteu, cloreto de aluminio, rutina, &cido tanico, carbonato de soédio (Sigma Chemical Co,
EUA).

2.3 MICRORGANISMOS

Os microrganismos utilizados foram obtidos da Colecdo de Microrganismos do
Departamento de Antibioticos da Universidade Federal de Pernambuco (UFPEDA). Foram
utilizadas quatro bactérias gram-positivas: Staphylococcus aureus (UFPEDA 01),
Micrococcus luteus (UFPEDA 100), Bacillus subtilis (UFPEDA 86) e Enterococcus faecalis
(UFPEDA 138); trés bactérias gram-negativas: Escherichia coli (UFPEDA 224), Serratia
marcescens (UFPEDA 352) e Pseudomonas aeruginosa (UFPEDA 39); uma alcool-acido-
resistente: Mycobacterium smegmatis (UFPEDA 71) e a levedura Candida albicans
(UFPEDA 1007).
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2.4 ANIMAIS

Ratos machos Wistar (200 - 250 g) e camundongos fémeas Swiss (25-30 g) foram
fornecidos pelo Departamento de Antibidticos da Universidade Federal de Pernambuco, no
Brasil. Os animais foram mantidos em gaiolas com acesso livre a alimentos e 4gua, em uma
sala com temperatura controlada (21 = 2 ° C), em ciclo luz /escuro de 12 horas, e umidade
(60 + 1.0%). O protocolo deste estudo foi aprovado pelo Comité de Etica no uso de animais
(CEUA) da Universidade Federal de Pernambuco, sob o nimero 23076.018743/2015-42. O
nimero de animais e a dosagem/volume dos agentes ulcerogénicos foram o minimo
necessario para demonstrar os efeitos consistentes do tratamento. O jejum foi utilizado antes
de todos os ensaios, porque os tratamentos foram administrados por via oral (por gavagem).
Os animais foram mantidos em gaiolas com pisos de malha grande levantados para evitar

coprofagia.

2.5 PREPARACAO DOS EXTRATOS ACETATO DE ETILA E ETANOLOICO DAS FOLHAS DE
AVICENNIA SCHAUERIANA

As folhas de A. schaueriana foram coletadas e secas em estufa (50° C) durante 3
dias. O material (200 gramas) foi triturado em moinho, e o pd obtido foi macerado
sequencialmente a temperatura ambiente com hexano, acetato de etila e etanolico durante um
periodo de 72 h com cada solvente. Os extratos foram filtrados, o solvente foi evaporado e

concentrado num evaporador rotativo sob pressdo a 50 ° C e 90 rpm.

2.6 SCREENING FITOQUIMICO

Os AS-AcOEt e As-EtOH das folhas de A.schaueriana foram submetidos a rastreio
fitogquimico para detectar a presenca metabdlitos secundéarios, de acordo com o método
descrito por Waksmundzka-Hajnos et al. (2008). Uma amostra de cada extrato foi submetida a
cromatografia em camada fina, utilizando como fase estacionaria de gel de silica F254 e fases
moveis especificas de acordo com o metab6lito analisado. Padrdes cromatograficos
especificos també foram utilizados de acordo com as classes de metabolitos avaliados (Tabela
2).
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Tabela 2. Fase mével com os padrbes e reveladores especificos para classes de metabdlitos secundarios
utilizados na prospec¢do fitoquimica dos extratos acetato de etila e etandlico das folhas de Avicennia
schaueriana (As-AcEOt e As-EtOH).

Metabolitos Padroes Reveladores Fase mdvel/Proporcédo

Taninos Acido Tanico Cloreto Férrico (1%) Cloroférmio: Metanol: Agua (65:30:05)
Alcaloides Escopolamina Dragendorff Tolueno: Acetato de Etila: Dietilamina (70:20:10)
Flavonoides  Quercetina NEU Acetato de Etila: Acido Férmico: Acido Acético

glacial: Agua (100:11:11:26)

Terpenoides  Lupeol Liberman Burchard Tolueno: Cloroférmio:Etanol (40:40:10)
Cumarina Acido Cumarico KOH - EtOH (10%) Cloroférmio: Metanol:Agua (01:01)

2.7 DETERMINACAO DE FENOIS E TANINOS TOTAIS

A quantificacdo de fendis e taninos totais foi conduzida pelo méetodo de Folin-
Ciocalteu, conforme descrito por Amorim et al. (2008). As solugdes de metanol foram
preparadas a partir dos As-AcEOt e As-EtOH a 1 mg/mL, do padrdo (acido tanico a 0,1
mg/mL). Foram misturados aliquotas das solugdes de extrato (0,2 mL) ou do padrdo (0,01 a
0,2 mL) com solugdes aquosas do reagente de Folin-Ciocalteu (0,5 mL a 10%, v/v), carbonato
de sodio (1 mL a 75 %, p/v), o volume de 10 mL com agua destilada foi medido, e
cuidadosamente foi agitado e mantido durante 30 minutos protegido da luz. A absorvancia foi
medida a 760 nm, na espetofotometro UV-VIS. As concentracdes totais de fendis foram
determinadas por interposicGes das absorbancias das amostras contra uma curva de calibracédo
elaborada com diferentes concentracbes do &cido tanico, expressas como miligramas
equivalentes de &cido tanico por grama de extrato (mg EAT/g). Para taninos totais foi pesado
1 g de caseina e transferido para Erlenmeyer de 50 mL, adicionando 6 mL da amostra diluida
e 12 mL de &gua destilada. Apos trés horas de reacdo sob agitacdo, filtrou-se a solucdo em
baldo volumétrico e completou para 25 mL com agua destilada. Foi retirada uma aliquota de 1
mL e quantificados os fendis residuais pelo método de Folin-Ciocalteu. O teor de taninos foi
calculado pela diferenca entre o conteldo de fenois totais e fendis residuais. Todos 0s

experimentos foram realizados em triplicata.

2.8 DETERMINACAO DE FLAVONOIDES

O teor total de flavondides dos As-AcOEt e As-EtOH foi determinado pelo método
descrito por Peixoto-Sobrinho (2008). Foi preparado uma solucdo, dissolvendo os extratos

acetato de etila e etandlico em 1 mL de metanol (1 mg/mL). Em seguida, misturou-se 0,2 mL
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desta solugdo com 0,12 mL de acido acético glacial, 2 mL da solucéo de piridina (20%, v/v
em metanol P.A.), 0,5 mL de cloreto de aluminio (5%, p /v em &gua destilada) e completou
para 10 mL com 4&gua destilada. A mistura permaneceu em repouso durante 30 min a
temperatura ambiente, e depois foi determinada a absorbéncia a 420 nm. O padrdo usado foi
rutina (0,1 mg/mL), e o teste foi realizado em triplicata. O teor de flavondides foi expresso em
miligramas equivalente de rutina por grama de extrato (mg ER/g).

2.9 ANALISE POR UPLC-DAD-QTOF MS

O espectrometro de massa XEVO-G2XSQTOF (Waters, Manchester, Reino Unido)
foi conectado ao sistema ACQUITY UPLC (Waters, Milford, MA, EUA) através de uma
interface de ionizacdo por eletropulverizacdo (ESI). O detetor analitico foi um detector de
Waters Acquity PDA, que foi configurado para uma faixa de comprimento de onda de 200-
400 nm. A separacdo cromatografica dos compostos foi realizada no ACQUITY UPLC com
um amostrador automatico condicionado a 4 °C, usando uma coluna C18 (50 mm x 2.1 mm
i.d., tamanho de particula de 1,7 um) (Waters, Milford, MA, EUA). A temperatura da coluna
foi mantida a 40 °C. A fase mdvel constituida por &gua com 0,1% de acido formico em agua
(solvente A) e acetonitrila (solvente B) foi bombeada a uma taxa de fluxo de 0,4 mL min™. O
programa de eluicdo com gradiente foi o seguinte: 0-5 min, 5-10% B; 5-9 min, 10-95% B. O
volume de injecao foi de 10 pL. A andlise MS foi realizada em um Xevo G2 QTOF (Waters
MS Technologies, Manchester, Reino Unido), um espectrometro de massa acoplado a uma
fonte de ionizacao por eletropulverizagdo no modo idnico negativo ou modo i6nico positivo.
O intervalo de varredura foi de 50 a 1200 m/z para aquisi¢do de dados. Além disso, foram
realizadas experimentos de MSE que permitem que os dados de ions de precursores e
produtos sejam adquiridos em uma unica injecdo. As condicdes de origem sdo as seguintes:
tensdo capilar, 3,0 kV; cone de amostra, temperatura da fonte, 100 °C; temperatura de
dessinacdo 250 °C; taxa de fluxo de gas cone 20 Lh-1; taxa de fluxo de dessolvatacdo (N2)
600 Lh™. Todas as analises foram realizadas usando o lockspray, 0 que garantiu preciséo e
reprodutibilidade. A leucina-encefalina (10 ng mL™) foi utilizada como um composto padréo
ou de referéncia para calibrar espectrémetros de massa durante a analise e introduzida por
uma lockspray a 10 uL min™ para aquisicdo de massa precisa. Toda a aquisicio e analise de

dados foram controladas usando Waters MassLynx v 4.1.
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2.10 ISOLAMENTO E IDENTIFICAC}AO DO ACIDO GALICO DO EXTRATO ACETATO DE
ETILA

O As-AcOEt (1 g) foi fracionado por cromatografia liquida em coluna com fase fixa
contendo sephadex LH 20 e eludia com metanol (MeOH). Foram obtidas 53 fracfes, que apos
sucessivas cromatografias em camada delgada (CCD) e recristalizagcdes resultaram em 7
fragOes (Av-12; Av-17; Av-18; Av-19P; Av-19S; Av-19E e Av-27). A partir da fracdo Av-18
foi possivel isolar o &cido galico (23 mg) e identifica-lo por espectroscopia de Ressonancia
Magnética Nuclear (RMN) 'H e *3C. Os espectros de *H-RMN foram obtidos a 399,74 MHz e
o de *C-RMN a 100,53 MHz. O solvente utilizado foi acetona deuterada (CDsCOCD3). As
analises foram realizadas na Central Analitica do Departamento de Quimica Fundamental da
Universidade Federal de Pernambuco (UFPE).

2.11 METODO DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES 2,2-AZOBIS-(3-
ETILBENZOTIAZOLINA-6-SULFONATO (ABTS")

Para realizacdo deste ensaio, foi utilizada a metodologia descrita por Re et al. (1999).
O radical ABTS" (2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato) foi formado a partir da reacio
de 7 mM de ABTS® com 140 mM de persulfato de potassio, os quais foram incubados a
temperatura ambiente e na auséncia de luz (tempo necessario para a formacdo do radical).
Transcorrido esse periodo, a solugédo foi diluida em etanol até a obtencdo de uma solucdo com
absorbéancia de 0,70 (£ 0,05) a 734 nm. Foram misturados 30 uL. do As-AcOEt e As-EtOH (1
mg/mL) com 3 mL da solucdo de obtida anterioemnete e deixados em repouso durante 6 min
antes de se medir a absorbancia a 734 nm. As absorbancias das amostras foram interpoladas
na curva de padrdo construida com Trolox (100 a 2000 uM). Os resultados foram expressos
em UM equivalentes de Trolox/mg de extrato. Para calcular o percentual da atividade
antioxidante, o Trolox foi utilizado como controle positivo e a solu¢do de trabalho como
controle negativo. A atividade sequestradora do radical ABTS™ foi expressa em percentagem

de inibicio de ABTS" de acordo com a equagio:

Inibicdo do ABTS (%) = [(Abs controle - Abs amostra) / Abs controle] x 100
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2.12 METODO DE SEQUESTRO DE RADICAIS LIVRES POR DPPH

A atividade sequestradora de radicais livres foi determinada medindo a capacidade de
um composto para remover os radicais livres do 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH), conforme
descrito por Peixoto-Sobrinho et al. (2011) com modificacdes. O As-AcEOt e As-EtOH foram
solubilizados em metanol (0,5 mg/mL) em baldo volumétrico de 100 mL, em triplicata.
Aliquotas de 100 a 1000 pL do extrato ou padrdo foram transferidos para tubos de ensaio,
aferindo-se o volume final para 5 mL com metanol. As concentragfes finais de As-AcEOt e
As-EtOH ou padrédo foram de 10-500 pg/mL. Em um volume de 500 pL do extrato diluido em
metanol foram adicionados a 3 mL da solu¢do de DPPH a 40 pg/mL em cada tubo, sendo
realizado em duplicata. As solugdes foram agitadas cuidadosamente e deixadas em repouso
por 30 minutos, protegido da incidéncia da luz, a temperatura ambiente. A absorbancia da
mistura foi mensurada a 517 nm, contra um branco preparado com metanol. A solucdo do
controle negativo consiste na utilizacdo da solucdo de DPPH a 40 pg/mL. A atividade de
remocdo de radicais livres foi expressa como a concentracdo eficiente capaz de capturar 50%

dos radicais livres (CEsp).

2.13 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA

2.13.1 Método de difusdo em disco

O ensaio antimicrobiano foi realizado atraves do método de difusdo em disco
(BAUER et al., 1996) seguindo o NCCLS (2003), onde cada disco estéril de papel filtro
(Qualit, n° 045. PF) de 6,0 mm de diametro foi impregnado com aliquotas (10 uL) do As-
AcEOt na concentracdo de 30 mg/mL (SANTOS et al., 2007). No teste controle negativo foi
aplicado 10 pL de dimetilsulfoxido (DMSO), utilizado na suspensdo do extrato As-AcEOt. Os
indculos bacteriano e fungico foram preparados por suspensdo direta em solucdo salina
(0,9%) e Agar triptona soja (TSA), respectivamente. A suspensdo foi semeada em placa de
Petri (90 mm) contendo Agar Mueller-Hilnton (AMH). Um conjunto predeterminado de
discos contendo o extrato organico foi colocado na superficie do AMH. As placas foram
incubadas em estufa a 37 °C por 24 horas (para bactérias) e 48 horas (para fungo). Apos o
periodo de incubacéo foi realizada a leitura do diametro dos halos de inibicdo do crescimento

microbiano, incluindo o didmetro do disco.



49

2.13.2 Concentracdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima Microbicida (CMM)

A atividade antimicrobiana foi avaliada pela metodologia de microdiluicdo em caldo
para determinar a Concentragdo Minima Inibitéria (CMI) e Concentracdo Minima
Microbicida (CMM) seguindo o NCCLS (2003). O As-AcOEt com concentragéo inicial de
30 mg/mL foi adicionado a placa de 96 pocos contendo meio Caldo Mueller Hinton, e em
seguida, uma suspensdo microbiana na concentracdo 1,5 x 10 ® unidades formadoras de
colonias (UFC/mL) que correspondente a 0,5 da escala de McFarland foi adicionada na placa.
A placa foi incubada por 24 ou 48 horas a fim de determinar a CMI para bactérias e fungos,
respectivamente. Para melhor visualizagdo do crescimento bacteriano, foi adicionado
resazurina (0,01 mg/mL) a todos os pogos, seguindo-se de incubacdo por 2 horas e posterior
leitura das placas. Para a determinacdo da CMM foi repicada uma aliquota das concentracdes
que apresentaram atividade na placa do CMI. Estas placas foram incubadas a 37 °C por 24
horas para bactérias e 28 °C por 48 horas para leveduras. Para Concentracdo Minima
Microbicida CMM foi considerada a menor concentracdo do extrato onde ndo houve

crescimento do microrganismo sobre a superficie do Agar Mueller Hinton (AMH).

2.14 TOXICIDADE AGUDA

Para a avaliacdo da toxicidade aguda foram usados grupos com trés camundongos
albinos Swiss fémeas. Os animais receberam por via oral o As-AcOEt e As-EtOH na dose de
2000 mg/kg ou o veiculo (grupo controle recebeu salina 0,9% com 5% de DMSQO). Os
animais foram observados na primeira hora ap0s a administracdo pelo método de screening
hipocratico (MALONE; ROBICHAUD, 1962). Durante os 14 dias seguintes foram avaliados
0 consumo de agua, racdo, peso corporal e mortalidade dos grupos experimentais. No Gltimo
dia de observacdo, os animais foram anestesiados com tiopental (5 mg/kg) para coleta de
sangue por puncdo cardiaca para analise dos parametros hematoldgico e bioquimico. Este
experimento foi repetido, utilizando o mesmo nimero de animais totalizando 6 animais por
grupo (OECD, 2001).
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2.15 PARAMETROS HEMATOLOGICOS E BIOQUIMICOS

Para o teste hematoldgico, amostras sanguineas foram coletadas em tubos contendo
EDTA K; e analisadas em contador hematologico de células ABX micros 60 (HORIBE
medical). Para o teste bioquimico, as amostras foram coletas em tubos com ativador de
codgulo e centrifugados a 4000 rpm por 5 minutos. O soro obtido foi analisado no
equipamento BIOPLUS 2000 utilizando kits bioquimicos Labtest para os seguintes
parametros: glicose, triglicerideos, proteinas, colesterol, ureia, creatinina, fosfatase alcalina,
AST (aspartato amino transaminase) e ALT (alanina amino transaminase).

2.16 ESTUDO DO EFEITO GASTROPROTETOR DOS EXTRATOS ACETATO DE
ETILA E ETANOLICO DAS FOLHAS DEA. SCHAUERIANA

2.16.1 Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto

Os ratos Wistar machos foram distribuidos em grupos (n=5 animais/grupo) e
submetidos a um jejum de 24 horas com livre acesso a agua. Apos este periodo, cada grupo
recebeu um tratamento com As-AcOEt e As-EtOH (50, 100 e 200 mg/kg v.0.). Como
controle negativo os animais receberam veiculo (salina 0,9% com 5% de DMSQO) e como
controle positivo o pantoprazol (30 mg/kg). Apds 1 hora da administracdo dos respectivos
tratamentos, 0s animais receberam por via oral 1 mL de etanol absoluto.cSeguido 1 hora da
administracao do etanol, os animais foram eutanasiados em camara de CO, e seus estdbmagos
foram removidos e, abertos ao longo da maior curvatura para contagem das lesdes
ulcerativas (ROBERT et al., 1979). A contagem das lesGes foi realizada a partir de imagens
digitalizadas e analisadas por ImageJ software (1.51 d). A porcentagem de inibicdo foi
calculada pela formula: % de inibicdo = IU tratado/ 1U controle x 100) (BARROS et al.,
2007).

2.16.2 Ulcera gastrica induzida por AINES

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia de Hayden et al. (1978). Os

ratos Wistar machos foram distribuidos em grupos (n=5 animais/grupo) e submetidos a um
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jejum de 12 horas com livre acesso de agua. Os animais foram pré-tratados com veiculo
(salina 0,9% com 5% de DMSQO), 200 mg/kg de cimetidina ou As-EtOH na dose de 200
mg/kg.. Depois de 1 h, todos receberam 100 mg/kg de indometacina diluida em 0,5% de
bicarbonato de sédio para induzir a Glcera gastrica. Todas as administragcdes foram por via
oral. Passado 12 h, os animais foram eutanasiados em camara de CO,, e seus estdmagos
foram removidos e, abertos ao longo da maior curvatura para contagem das lesdes (ROBERT
et al., 1979). A contagem das lesdes ulcerativas foi realizada a partir de imagens digitalizadas
e analisadas pelo software ImageJ (1.51 d). A porcentagem de inibi¢do foi calculada como

descrito acima.

2.17 DETERMINACAO DOS NIiVEIS DE MIELOPEROXIDASE (MPO)

Os tecidos dos estdmagos dos animais submetidos ao modelo de Glceras induzidas por
etanol (controles e tratados) foram homogeneizados e processados de acordo com a tecnica
descrita por Bradley et al. (1982). Fragmentos do tecido foram colocados em tampéo fosfato
de sodio 50 mM (pH 6,0) contendo 0,5% de hexadeciltrimetilamoénio (1,5 mL - 100 mg de
tecido) em homogeneizador de Potter. O homogenato foi agitado em vortex e centrifugado
durante 15 minutos a 2.500 rpm. Posteriormente foram retirados 10 pl do sobrenadante e
adicionados em microplaca de 96 pocos, em duplicata, sendo a seguir, adicionado 200 uL de
solucdo tampdo contendo di-hidrocloreto de o-dianisidina (16,7 mg), agua bidestilada (90
mL), tampdo fosfato de sodio (10 mL) e H,O, 1% (50 pL). Os niveis da enzima foram
determinados pela medida da absorbancia em leitor de microplaca (450 nm) e os resultados

foram expressos como mDO/tecido.

2.18 ANALISE HISTOPATOLOGICA DA MUCOSA GASTRICA

A andlise histopatolégica foi realizada em estdbmagos previamente submetidos ao
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto. Areas do tecido foram removidas e
fixadas em formalina tamponada (10%) por 48 horas a temperatura ambiente, e
posteriormente transferidas para o alcool etilico a 70%, e entdo submetidas ao processo de
desidratacdo com &lcool etilico em vérias concentracfes, diafanizadas em xilol, impregnadas e
incluidas em parafina. O corte do material emblocado foi realizado em micrétomo, ajustado

para 5 um. As laminas montadas em duplicata foram mantidas em estufa 37°C por 24 h para
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secagem e colagem do material. Posteriormente coradas com hematoxilina-eosina (HE) para
ambos os extratos e periodico &cido-schiff (PAS) para o extrato acetato de etila. A analise dos

tecidos foi realizada em microscopio optico.

2.19 AVALIACAO DOS MECANISMOS ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE
GASTROPROTECTORA DE AS-ACEOT E AS- ETOH

2.19.1 Envolvimento do Oxido nitrico, compostos sulfidrilicos e prostaglandinas na

gastroprotecdo

Para investigar 0os possiveis mecanismos pelos quais 0s As-AcEOt e As-EtOH exerce
seu efeito gastroprotetor, foram examinados o envolvimento de o6xido nitrico (NO),
compostos de sulfidrilicos e prostaglandinas. Para este conjunto de experiéncias, foram
utilizados 100 mg/kg do As-AcEOt e 200 mg/kg de As-EtOH, uma vez que nao apresentou
toxicidade e foi efetivo na diminuicdo da lesdo induzida em modelos experimentais de Ulcera
gastrica por etanol absoluto. Para avaliar o envolvimento desses diferentes alvos, utilizaram-
se antagonistas especificos, tais como indometacina (5 mg/kg ip) para prostaglandinas,
cloridrato de éster metilico de Nw-Nitro-L-arginina (5 mg /kg, ip) (L-NAME) inibidor de
oxido nitriconpara e N-etilmaleimida (5 mg/kg ip) (NEM) inibidor de compotsos sulfidrilicos.
Os animais foram submetidos a jejum durante 24 horas e divididos em 5 grupos (n = 5-7), de
acordo com os pré-tratamentos: grupo 1 recebeu veiculo (solucdo salina 0,9% com 5% de
DMSO); o grupo 2 recebeu L-NAME (5 mg/kg; i.p.); o grupo 3 recebeu indometacina (5
mg/kg i.p.); o grupo 4 recebeu NEM (10 mg / kg, i.p.), grupo 5 que corresponde ao As-AcEOt
(100 mg/kg) e grupo 6 que corresponde a As-EtOH (200 mg/kg). Trinta minutos apos a
administracdo do antagonista, os grupos foram tratados oralmente com o veiculo ou o As-
ACEOt na dose 100 mg/kg por via oral. Sessenta minutos depois, todos os grupos foram
tratados oralmente com 1,0 mL de etanol para induzir Glcera gastrica. Uma hora depois, 0s
animais foram eutnasiados em camara de CO,, os estdbmagos foram excisados e o dano

gastrico foi determinado conforme descrito anteriormente (BARROS et al., 2007).
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2.20 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como valores de média + desvio padrdo para cada
grupo experimental, utilizando o software GraphPad Prism (versdo 6.0). Os dados foram
avaliados por meio da analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido pelo teste de

Tukey, ****P<0,0001, significativos ap6s ANOVA quando comparados ao grupo controle.
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3 RESULTADOS E DISCUSSAO

3.1 SCREENING FITOQUIMICO

Neste trabalho verificou-se a presenca de terpendides, flavondides e taninos no extrato
acetato de etila e flavonoides e taninos no extrato etanolico.

Nossos resultados estdo de acordo com as classes de metabdlitos encontradas no
trabalho de Suman et al. (2011) que confirmaram a presenca de terpenos, flavondides e
taninos no extrato etandlico de Avicennia officinalis, corroborando com os resultados obtidos
neste trabalho.

De acordo com Khattab et al. (2012) o extrato acetato de etila de A. marina apresentou
fendis taninos e glicosideos. Shanmugapriya et al., (2012) avaliaram o perfil fitoquimico do
extrato metanol de A. officinalis e observaram a presenca de flavonoides e taninos. Mangrio et
al. (2016) determinaram a parrir do perfil fitoquimico a presenga de flavonoides e taninos no

extrato aquoso de A. marina, estando de acordo com os achados do presente trabalho.

3.2 DETERMINACAO DO TEOR DE FENOLICOS TOTAIS, FLAVONOIDES,
TANINOS TOTAIS E ATIVIDADE ANTIOXIDANTE

O As-AcOEt apresentou teores de fendis totais de 36,41 mg EAT/g, 44,59 mg ER/g
de flavonoides e 26,5 mg EAT/g de taninos. Na avaliacdo da propriedade antioxidante pelo
método de sequestro de radicais livres ABTS o percentual de inibicd foi de 73,23 %. Na
avaliacdo da propriedade antioxidante do As-AcOEt pelo método de sequestro de radicais
livres DPPH, foram obtidos os valores médios de CEso de 42,25 pg/mL para o extrato acetato
de etila e 13,04 pg/mL para o 4cido ascérbico (Tabela 3).

O As-EtOH mostrou teores de fenois totais, flavonoides e taninos totais de 216,86 mg
ER/g, 17 mg ER/g e 199,5 mg EAT/g, respectivamente. Na avaliacdo da atividade
antioxidante pelo método de sequestro de radicais livres DPPH, o valor médio da CEs, foi de
42,99 pg/mL. Além disso, a inibicdo de ABTS foi de 89,11 % (Tabela 4).

Thirunavukkarasu et al. (2011) realizaram o doseamento de fendis totais e a
atividade antioxidante por ABTS dos extratos etanol e aquoso de A. officinalis, e os teores de
fendis totais foram de 257 e 293 mg EAG/qg), respectivamente. Os extratos mostraram melhor

efeito antioxidante na concentracdo de 2 mg/mL, sendo o extrato etandlico com 81,53% de
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inibicdo do ABTS.

Aladedunye e Matthdus (2014) sugerem que existe uma relacdo entre os teores de
compostos fendlicos e atividade antioxidante em muitas espécies de plantas. Com o aumento
de compostos fendlicos, também aumenta o numero de hidroxilas disponiveis, e
consequentemente aumenta a possibilidade de doacdo de hidrogénios para os radicais livres
(RAJAEI et al, 2010). A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se
principalmente as suas propriedades redox, que Ihes permitem atuar como agentes redutores,
doadores de hidrogénio e sequestradores de oxigénio (RICE-EVANS et al., 1996). Os agentes
antioxidantes ganharam atencdo em aplicacGes biomédicas devido a sua capacidade de agir
como agentes redutores, doadores de hidrogénio, excludentes de radicais livres e receptores
de oxigénio (CHUN et al., 2003). Uma classe importante de antioxidantes sdo os polifendis,
que apresentam capacidade de sofrer reacOes de oxidacdo/reducdo. Como por exemplo, o
acido galico que quebram a reacdo em cadeia dos radicais livres através dos grupos hidroxilas
nos seus anéis aromaticos (LLORENS et al., 2014).

A partir dos achados no presente trabalho, podemos sugerir que o As-AcOEt e As-
EtOH apresentaram relevante atividade antioxidante podendo estar associada a presenca das

classes de compostos fendlicos, tais como, flavonoides e taninos.

Tabela 3: Doseamento de fendis totais, flavondides, taninos totais e atividade antioxidante por ABTS do
extrato organico acetato de etila (As-AcEOt) das folhas de Avicennia schaueriana.

Extrato/Padrao Fendis totais Flavonoides Taninos totais CEs ABTS™ (%)
(mg EAT/g) (mg ER/g) (mg EAT/g) (ng/mL) =D.P

As- AcEOt Acido 3641 =1.95 4459+ 1.64 26.50+1.75 42.25+4.45 73.23 £0.59

Ascorbico 13.04

TEAC 64.26

CEs, = Concentragdo que inibe 50% da concentracdo inicial do radical DPPH. TEAC: Capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (UM Trolox/mg de extrato) mg EAT/g : Equivalente de acido tanico por grama de extrato.
mg ER/g: Equivalente de rutina por grama de extrato

ABTS":2,2-azobis-(3-etilbenzotiazolina-6-sulfonato
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Tabela 4: Doseamento de fendis totais, flavonoides, taninos totais e atividade antioxidante por DPPH e ABTS
do extrato etanélico (As-EtOH) das folhas de Avicennia
schaueriana

Extrato/Padrio Fenois totais Flavonoides Taninos totats  CEsq (ug/mL)=D.P. ABTS
(mg EAT/g) (mg ER/g) (mg EAT/g) (%)

As-EtOH 216.86 =485 1750064 199.50=540 4299 +0.07 89.11+0.09

Acido Ascérbico 13.04

TEAC 64.26

CEsy = Concentracdo que inibe 50% da concentragdo inicial do radical DPPH. TEAC: Capacidade antioxidante
equivalente ao Trolox (UM Trolox/mg de extrato)
D.P. = Desvio Padrao

3.3 CARACTERIZACAO DE COMPOSTOS POR UPLC-DAD-QTOF MS

A cromatografia liquida de ultra-desempenho acoplada a espectrometria de massa
(UPLC/QTOF MS) foi utilizada para caracterizar estruturalmente os compostos no As-
AcEOt. Os compostos foram identificados e as vias de fragmentacdo foram analisadas para
facilitar a identificacdo estrutural. Foram obtidas informacdes essenciais para cada composto,
incluindo o tempo de retencdo (RT), os espectros UV/vis, 0 modo de ionizagcdo na polaridade
negativa e os ions caracteristicos, como evidenciados na Tabela 5. Trés tipos de composto
(trés taninos, sete flavonoides e um triterpeno) foram obtidos a partir do As-AcEOt. A tabela
5 resume os fragmentos mais caracteristicos observados no espectro MS/MS dos compostos.
Os cromatogramas tipicos UPLC-DAD (340 nm) e o pico ion de base ESI (BPI) sdo
mostrados na Figura 7A e 7B. Trés grupos de fendlicos podem ser distinguidos com base em
seus espectros UV-vis, parecidos com o de acido elagico (com duas absorbancias maximas
em torno de 252 e 364 nm), derivados de galoil (maximo em torno de 270 nm) e flavondides
(maximo de absorcdo cerca de 350). Os compostos 1 e 2 sdo isémeros. O pico 1 foi
identificado como &cido galico porque, aléem de apresentar uma absor¢do maxima no espectro
UV-vis de 270 nm, a molécula desprotonada foi detectada em 169 m/z com um fragmento
no MS? 125 m/z. A identificacdo foi confirmada por um padrdo auténtico. O composto 2
parece ser um derivado do é&cido galico com o mesmo peso molecular. O pico 3 foi
tentativamente identificado como &cido elagico com espectros UV com Amax de 364 nm e
caracteristicas de padrdes de fragmentacdo. Um total de 7 flavonoides O-glicosideos foram

identificados. Os dados espectrais de massa 4, 6 e 7 indicaram ter um residuo de pentose com
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perda de 132 Da, enquanto os flavondides 5 e 8 apresentaram eliminacdo de 146 Da,
indicativo de residuo de desoxihexose. Os compostos 9 e 10 sdo isdmeros. fons em 463 m/z,
perda de 152 Da do pico de base, sugeriu a presenca de unidade de galoil na estrutura. A
perda subsequente de 146 Da indicou que esta unidade de galoil pode ser acoplada a
desoxihexose. Além disso, a fragmentacdo em 301 m/z foi observada nos flavondides 6, 7 e 8
correspondendo ao ion molecular desprotonado da quercetina. Os flavondides 4, 5, 9 e 10
apresentaram o ion 317 m/z, representativo do nucleo desprotonado de miricetina. O ion [M-
H] a 487 m/z (composto 11) pode ser atribuido a um &cido triterpeno. O espectro MS/MS
exibiu uma perda neutra de CO; e H,O levando a formar o pico em 447 m/z.

Figura 7: O cromatograma UPLC-DAD (340 nm) (A) e o pico de base ESI (BPI) (B) do extrato acetato de etila
folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt).
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Tabela 5: Dados de espectrometria de massa dos principais constituintes do extrato de acetato de etila das folhas
de A. schaueriana (As-AcOEt)

Pico Retengio Anw [M-H] M-HY MS~ (m/z) Composto Referéncia
Tempo ScEar Idenntficado
1 1.04 270 169.0140 169.0142 125.0231 Acido Galico Mena et al, 2012,
2 1.19 270 169.0140 169.0142 125.0231 Derivado de Acido Gilico Mena et al., 2012,
3 386 364 300.9993 300.9990 229.0107, Acido Eligico Wyrepkowski et al.
160.8407 2014
4 391 357 4490725 4490726 317.0283, Mincetina-pentose
271.0266 Diaz-de-Ceno et
al, 2015.
5 401 350 463.0880 463.0882 317.0280, Minicetina deoxihexose
287.0204 Diaz-de-Cerio et
al., 2015
6 434 357 4330776 433.0776 301.0324. Quercetina-pentoze
271.0235
7 453 353 4330771 433.0776 301.0331, Quercetina-pentoze
271.0241
8 469 346 4470916 4470933 301.0331, Quercetina deoxthexose
271.0248
9 5.00 370 615.0992 615.0992 463.0909, Mincetina galoil deoxihexose
317.0269
10 6.09 359 6150993 615.0992 463.0909, Mincetina zaloil deoxihexose
317.0269
11 10.05 - 4873423 487.3429 4471413, Denvado de acido Triludroxa- Xiaetal. 2015,
3251845 wsen-oic

A cromatografia liquida de ultra-desempenho acoplada a espectrometria de massa
(UPLC/QTOF MS) do As-EtOH possibilitou a identificacdo de 15 substancias (Figura 8) que
englobam taninos hidrolisaveis, acido elagico e galico bem como flavondides. Todos 0s
compostos foram caracterizados pelos seus espectros de absorcdo na regido do ultravioleta,
sua fragmentacéo caracteristica foi comparada com os dados da literatura.

O acido galico pico 2 (tR = 0,41 min) e 3 (tR = 0,46 min) apresenta absor¢cdo maximaem
270 nm e o ion desprotonado [M-H] 169 e o fragmento MS? m/z 125, correspondente a perda
de massa de CO? [M-H-44]". A presenca de fons moleculares com o mesmo valor de
fragmentacdo em diferentes tempos de retencdo indica que esses compostos sdo isbmeros. Seu
modelo de fragmentacdo foi comparado e confirmado através de auténticas amostras de acido
galico. Através dos espectros de massas e respectivos espectros de ultravioleta (Limax 267)

foi possivel identificar através dos seus perfis de fragmentacdo que os compostos 1 e 4 sdo
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taninos hidrolisaveis e que apresentam tanto o &cido galico (A) quanto o hexahidroxidifénico
(HHDP) nas suas estruturas.

Os espectros de UV de taninos hidrolisaveis podem ser divididos em dois grupos. O
primeiro grupo compreende compostos derivados do &cido elagico com 2 abgor¢des maximas,
em [Imax 250 nm ¢ [Imax 365 nm. O Segundo grupo apresenta um _Imax 275 nm, tipico de
taninos com grupos galloil e hexahidroxidifenoil (HHDP). Uma molécula condensada de
HHDP da origem ao acido elégico, razdo pela qual também sdo considerados elagitaninos
(CANTOS et al., 2003).

O composto correspondente ao pico 1 (tR = 0,37 min) ndo teve sua estrutura
tentativamente identificada. O pico da substancia 4 (tR = 0,84 min) foi identificada como
galloil-bis-HHDP-glucose com [M — H]” em 935 m/z e MS? fragmento em 633 m/z (perda de
HHDP, 302 amu) e 301 (perda de galloil-glucose, 332 amu). O fragmento 169 m/z
corresponde ao grupo galloil. O pico 7 (tR = 2,22 min) foi identificado como &cido elagico
com espectros UV com Amax de 365 nm e foi confirmado através de autenticas amostras de
acido galico. O Pico 12 (tR = 3,21 min) corresponde a Miricetina e os Picos 5 (tR = 1,84
min), 6 (tR = 2,06 min) e 13 (tR = 3,47 min) a Miricetina-glicosideos. O pico 12 (tR = 3,21
min) com fon desprotonado [M-H] 317 corresponde a miricetina e MS? 151 cujo fragmento
caracteriza a presenca de duas hidroxilas no anel A. A substancia 5 foi tentativamente
identificada como Miricetina-O-hexose e apresenta o fon desprotonado [M-H] m/z 479 e MS?
jon em 316 m/z (miricetina) [M-H-162] cujo fragmento representa [M-2H-hexose]. A
substancia 6, cujo fon desprotonado [M-H]" m/z 449 e fragmentacdo MS? 316 corresponde a
[M-2H-132] sendo tentativamente identificada como Miricetina-O-pentose. O pico 13 (R =
3,47 min) com [M-H] 615 m/z, representa Miricetina-galoil-deoxihexose, com MS? 317 m/z
(miricetina), cujo fragmentacdo correspondente a [M-H-galloil-deoxiribose] e corresponde a
[M-H-152-146]. Os picos 8, 9, 10, 11 representam quercetina glicosideos e pico 15 a
quercetina aglicona cujo ion desprotonado [M-H]  corresponde a m/z 303-301 e ¢
caracterizado pelo fragmento MS? m/z 151 que representa a presenca de 2 hidroxilas no anel
A. Seu modelo de fragmentacdo foi comparado e confirmado através de auténticas amostras
de quercetina. O pico 8 (tR = 2,40 min), cujo ion desprotonado corresponde a [M-H] 463 e
MS? 301 m/z sugere a perda de uma unidade de hexose [M-H-hexose] que corresponde a [M-
H-162]. O pico 9 (tR = 2,45 min), apresenta o fon desprotonado [M-H] 463 e MS? em 303
m/z, que corresponde quercetina. Baseados no espectro de massa estes isbmeros foram
tentativamente identificados com quercetina-O-hexose. Composto 10 (tR = 2,91 min)
corresponde a [M—H]~ 433 m/z. O espectro de MS? 301 m/z [M—H-132] indicando a perdade
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uma pentose. Com base no seu espectro de massa 0 composto 10 foi tentativamente
identificado como quercetina-O-pentose. Composto 11 (tR = 3,09 min) representa [M-
H]~ 447 m/z. O espectro de MS? 301 m/z [M—H-146]" indicando a perda de uma deoxihexose.
Com base no seu espectro de massa o composto 11 foi tentativamente identificado como
quercetina-O-deoxihexose (Tabela 6).

Figura 8: Espectro de Massas e Ultravioleta dos principais constituintes do extrato etandlico de A. schaueriana.
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Tabela 6. Massas e Ultravioleta dos principais constituintes do As-EtOH.

Picos Tempo de v DAH] [MHET MS? Compostos Referencia
retencioo calculado (m~) Identificados
1 0.37 276 4810602 - 3310670 Galotanmino Rajdzmnoska et al.,
300.9976 2010
275.0189
169.0140
2 0.41 270 169.0137 160.0142 125.0231  Acido gilico Mens et al., 2012.
3 0.46 270 160.0136 169.0142 1250231 Acido gilico Mens et al., 2012.
4 0.84 270 0350737 0935.0796 783.0679 Galloyl-bis-HHDP- Suvanto et al, 2016
467.0326 Hexose
300.9989
160.0148
5 1.84 354 4700714 479.0831 3160214 Miricetina-O-hexose Saldanha etal.,
2013
6 2,06 355 4490708 449.0726 3160215 Miricetina-O-p Saldanha et al.,
2013
7 222 365 3009977 300.9990 Acido eligico Wyrepkowski et
al, 2014
8 2.40 347 4630844 463.0882 303.0889 Quercetina-hexose Saldanha et al
2013
9 245 354 4630850 4630882 300.0259 Quercetins-hexose Saldanha et al.,
2013
10 2.91 355 4330753 433.0776 301.0345 Quercetina-O-pentose Saldanha et al.,
2013
11 3.09 347 4470903  447.0933 301.0337 Querceting-O-deoxibexose  Saldanha etal.,
2013
12 321 370 317.0286 317.0303 1510029 Miricetina Motta et al , 2005
13 347 346 6150973 615.0002 317.0291 Miricetins-galoil- Lin etal 2000
deoxthexose
15 421 374 301.0339 301.0354 151.0035 Quercetina Brito et al, 2015

A cromatografia liquida
(UPLC/QTOF MS) do As-EtOH possibilitou a identificacdo de 15 substancias (Figura 8) que

englobam taninos hidrolisaveis,
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de ultra-desempenho acoplada a espectrometria de massa

acido elagico e galico bem como flavondides. Todos os

compostos foram caracterizados pelos seus espectros de absorcdo na regido do ultravioleta,

sua fragmentacéo caracteristica foi comparada com os dados da literatura.

em 270 nm e o ion desprotonado [M-H] 169 e o fragmento MS? m/z 125, correspondente a

perda de massa de CO? [M-H-44]". A presenca de fons moleculares com o mesmo valor de

O é&cido galico pico 2 (tR = 0,41 min) e 3 (tR = 0,46 min) apresenta absor¢do maxima

fragmentacdo em diferentes tempos de retencdo indica que esses compostos sdo isdbmeros. Seu

modelo de fragmentacdo foi comparado e confirmado através de auténticas amostras de acido

galico. Através dos espectros de massas e respectivos espectros de ultravioleta ([Jmax 267)

foi possivel identificar através dos seus perfis de fragmentacdo que os compostos 1 e 4 sdo
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taninos hidrolisaveis e que apresentam tanto o &cido galico (A) quanto o hexahidroxidifénico
(HHDP) nas suas estruturas.

O composto correspondente ao pico 1 (tR = 0,37 min) ndo teve sua estrutura
tentativamente identificada. O pico da substancia 4 (tR = 0,84 min) foi identificada como
galloil-bis-HHDP-glucose com [M — H]” em 935 m/z e MS? fragmento em 633 m/z (perda de
HHDP, 302 amu) e 301 (perda de galloil-glucose, 332 amu). O fragmento 169 m/z
corresponde ao grupo galloil. O pico 7 (tR = 2,22 min) foi identificado como &cido elagico
com espectros UV com Amax de 365 nm e foi confirmado através de autenticas amostras de
acido galico. O Pico 12 (tR = 3,21 min) corresponde a Miricetina e os Picos 5 (tR = 1,84
min), 6 (tR = 2,06 min) e 13 (tR = 3,47 min) a Miricetina-glicosideos. O pico 12 (tR = 3,21
min) com fon desprotonado [M-H] 317 corresponde a miricetina e MS? 151 cujo fragmento
caracteriza a presenca de duas hidroxilas no anel A. A substancia 5 foi tentativamente
identificada como Miricetina-O-hexose e apresenta o fon desprotonado [M-H] m/z 479 e MS?
ion em 316 m/z (miricetina) [M-H-162] cujo fragmento representa [M-2H-hexose]. A
substancia 6, cujo fon desprotonado [M-H]" m/z 449 e fragmentacdo MS? 316 corresponde a
[M-2H-132] sendo tentativamente identificada como Miricetina-O-pentose. O pico 13 (tR =
3,47 min) com [M-H] 615 m/z, representa Miricetina-galoil-deoxihexose, com MS? 317 m/z
(miricetina), cujo fragmentacdo correspondente a [M-H-galloil-deoxiribose] e corresponde a
[M-H-152-146]. Os picos 8, 9, 10, 11 representam quercetina glicosideos e pico 15 a
quercetina aglicona cujo ion desprotonado [M-H]  corresponde a m/z 303-301 e ¢
caracterizado pelo fragmento MS? m/z 151 que representa a presenca de 2 hidroxilas no anel
A. Seu modelo de fragmentacdo foi comparado e confirmado através de auténticas amostras
de quercetina. O pico 8 (tR = 2,40 min), cujo ion desprotonado corresponde a [M-H] 463 e
MS? 301 m/z sugere a perda de uma unidade de hexose [M-H-hexose] que corresponde a [M
H-162]. O pico 9 (tR = 2,45 min), apresenta o fon desprotonado [M-H] 463 e MS? em 303
m/z, que corresponde quercetina. Baseados no espectro de massa estes isdbmeros foram
tentativamente identificados com quercetina-O-hexose. Composto 10 (tR = 2,91 min)
corresponde a [M—H]~ 433 m/z. O espectro de MS? 301 m/z [M—H-132]" indicando a perda de
uma pentose. Com base no seu espectro de massa o composto 10 foi tentativamente
identificado como quercetina-O-pentose. Composto 11 (tR = 3,09 min) representa [M-
H]~ 447 m/z. O espectro de MS? 301 m/z [M—H-146]" indicando a perda de uma deoxihexose.
Com base no seu espectro de massa o composto 11 foi tentativamente identificado como

quercetina-O-deoxihexose (Tabela 5).



63

De acordo com Fang e Bhandari (2010), os flavonoides, substancias que eliminam e
estabilizam radicais livres, diminuem o oxigénio singlete, age nas reac0es de oxidagdo
lipidica, bem como na quelacdo de metais, possibilitando a protecdo contra o estresse
oxidativo. Estes compostos sdo potentes agentes antioxidantes capazes de neutralizar e
suprimir a producdo de radicais livres como 0 anion superoxido (O;), proteger os acidos
graxos insaturados presentes em membranas celulares e impedir a oxidacdo de antioxidantes
enddgenos (TODOROVA; TRENDAFOLOVA 2014). Trabalhos vém demonstrando que 0s
flavondides possuem importantes atividades anti-inflamatérias devido as suas acGes
neutralizadoras sobre os radicais livres (LIMA; BEZERRA, 2012). Considerando suas
atividades antioxidantes e anti-inflamatdrias, os flavondides tém sido julgados contra varias
doencas as quais estdo diretamente relacionadas aos processos oxidativos e inflamatorios
como diabetes, cancer, doengas neurodegenerativas e as doencas inflamatdrias intestinais
(BARBOSA et al., 2010). Os taninos s@o considerados polifenois, devido a grande quantidade
de anéis fenolicos presentes em sua estrutura, com massa molecular variando entre 500 a 3000
g/mol aproximadamente.

Extratos abundantes em taninos sdéo comumente utilizados no tratamento de gastrites e
Ulceras (KHENNOUF et al.,, 2003; XIE; DIXON, 2005). Os taninos sdo classificados
quimicamente em taninos hidrolisaveis e condensados. Os taninos hidrolisaveis expressam em
sua constituicdo monémeros de &cido galico ou acido elagico, j& os taninos condensados séo
polifendis com peso molecular diversificado, consistindo de unidades flavondidicas (flavan-3-
ol e flavan-3,4-diol), em varios graus de condensacdo (MORI et al., 2003).

Ha dois mecanismos de acgdo principais para a protecdo de doencgas gastro-intestinais:
quimico, com ativacdo de defesas antioxidantes (BONACORSI et al., 2012), e fisico, com
formacdo de uma camada tanino/proteina, que protege a mucosa gastrica promovendo maior

resisténcia a lesdes quimicas, mecanicas e irritacdes (JESUS et al. 2012).

3.4 ISOLAMENTO E IDENTIFICACAO DO ACIDO GALICO DO EXTRATO ACETATO DE
ETILA
A partir da fracdo Av-18 foi possivel obter um derivado fendlico, acido galico (Figura
9). O composto isolado (23 mg) apresentou-se como um solido cristalino de coloragédo
amarelada, soluvel em acetato de etila e acetona, que apds a CCD demonstrou a presenca de
uma Unica banda de coloracdo amarela e amarelo-esverdeada nos reveladores anisaldeido e

cloreto de aluminio, respectivamente.
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Figura 9: Estrutura quimica do &cido galico.

Acido gélico

O espectro de RMN 'H do isolado apresentou um unico sinal intenso em & 7,02,
caracteristico de prétons aromaticos, atribuidos aos dois hidrogénios equivalentes (H-2 e H-6)
representado na figura 10. J& a analise de RMN 3C apresentou cinco sinais de carbono sp?
sugestivos de nucleo aromatico, com sinal em ¢ 169,4 sendo caracteristico de carbono ligado
a carbonila em éster ou acido carboxilico; além disso foi possivel observar um sinal 6 111,85
relativo aos carbonos C-2 e C-6; um sinal em & 123,86 equivalente a C-1; um sinal em &
140,37 associado ao C-4; e um outro sinal em 6 147,75 referente aos outros dois carbonos
equivalentes: C-3 e C-5 (Figura 11). Nossos achados corroboram com os resultados de RMN

13¢ obtidos por Lu e Foo (1999) que encontram-se destacados na tabela 7.

Tabela 7. Deslocamentos quimicos de RMN **C (CD;COCDs, 75 MHz, TMS, ppm) para acido galico.

Posicao Composto Isolado Acido galico RMN “C (ppm)
RMN “°C (ppm) Lu: Foo. 1999
1 123.86 121.38
2 111.85 110.52
3 147.75 14494
- 140.37 13593
5 147.75 14494
6 111.85 110,52
1’ 169 4 170.76




Figura 10: Espectro de RMN *H (399,74 MHz) do composto isolado.
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Almeida et al. (2005) fracionaram o extrato etandlico de Cochlospermum vitifolium
por cromatografia liquida em coluna com silica gel e ap6s sucessivas cromatografias forneceu
o 4cido galico que foi identificado por RMN *H e RMN *3C. Os autores obtiveram no
RMN *H (300 MHz, CDsCOCDs) um sinal em 7,08 s; e no RMN *C (75 MHz, CD;0D):
120,7 (C-1), 109,1 (C-2), 145,1 (C-3), 138,3 (C-4), 145,1 (C-5), 109,1 (C-6), 169,1(C-7).

Souza-Filho et al. (2006) isolaram através de Cromatografia em Coluna de silica gel
por via imida e identificaram por RMN *H e RMN **C o 4cido galico de Myrcia guianensis.
O espectro de RMN *H do 4cido galico mostrou apenas um intenso singleto em 7,05. No
espectro de RMN B3C foram observados: um sinal em & 110,3; outro sinal em & 146,4 € um
sinal em 6 170,4.

Os resultados espectrais obtidos nesse trabalho comparados com dados na literatura
possibilitaram a identificacdo do composto como acido galico.

3.5 ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EXTRATO ACETATO DE ETILA

Os resultados obtidos no teste de difusdo com disco de papel mostraram que o As-
AcOEt inibiu o crescimento de microrganismos Gram-positivos, tais como, Staphylococcus
aureus, Micrococcus luteus, Enterococcus faecalis, Gram-negativos como Escherichia coli,
Alcool 4cido resistente como Serratia marcencens, Mycobacterium smegmatis e para o fungo
Candida albicans, com inibicdo de crescimento que variou de 15 a 24 mm (Tabela 7).

No ensaio de sensibilidade de microdiluicdo em caldo foi possivel observar que o
extrato acetato de etila se mostrou mais eficiente para Staphylococcus aureus com 0,93
mg/mL e CMM de 1,87 mg/mL; Enterococcus faecalis com CMI de 0,93 mg/mL e CMM de
7,5 mg/mL; Escherichia coli com CMI de 0,47 mg/mL e CMM de 1,8 mg/mL e Candida
albicans com CMI de 0,94 mg/mL e CMM de 3,75 mg/mL (Tabela 8).

Santos et al. (2010) avaliaram a atividade antimicrobiana do extrato hidroalcoolico de
folhas, cascas e raiz de Avicennia schaueriana através do teste de difusdo em disco
(concentracBes de 1, 2 e 3 mg/mL do extrato) e microdiluicdo em caldo (concentracbes de
0,15; 0,31; 0,62; 1,25; 2,50; 5,00; 10,00; 20,00 mg/mL do extrato) frente a Micrococcus
luteus, Escherichia coli, Pseudomonas aeruginosa, Salmonella cholereae Klebsiella
pneumoniae. Os resultados obtidos no teste de disco mostram que o extrato hidroalcoolico da

raiz apresentou uma maior atividade antibacteriana, com formacédo de halo de inibi¢éo entre 7
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e 18 mm e CMI (**p<0,01) para Staphylococcus aureus (0,62 mg/mL) e Micrococcus luteus
(0,62 mg/mL).

Fardin e Young (2015) avaliaram a propriedade antifungica das fracbes do extrato
etandlico, éter de petrdleo, cloroformio e acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana
frente a espécies do género Cladosporium através do teste de microdiluicdo em caldo. A partir
dos resultados encontrados foi possivel destacar que as fragdes éter de petroleo e cloroférmio
foram as mais eficientes com valores de concentra¢gdes minimas inibitérias de 1 e 1,5 mg/mL,

respectivamente.

Tabela 8. Teste de difusdo em agar com disco de papel e Concentracdo Minima Inibitéria (CMI)/Concentracédo
Minima Microbicida (CMM) do extrato acetato de etila (As- AcEOt) das folhas de Avicennia schaueriana (30
mg/mL). Resultados representados como média e desvio padrao.

Microrganismos As- AcEOt As- AcEOt
Halo de inibicio CMI/CMM
Média = D.P. (mm) Meédia £ D.P. (mg/mL)
Staphylococcus aureus 153+0.5 0.93/1.87
Micrococcus luteus 243+05 1.87/1.87
Bacilus subtillis 11.0£05 3.75/3.75
Enterococcus faecalis 153+0.5 0.93/7.5
Pseudomonas aeruginosa 11.0£10 3.75/15.0
Escherichia coli 156+05 0.47/1.8
Serratia marcencens 163+05 1.87/15.0
Mycobacterium smegmatis 153+0.5 3.7515.0
Candida albicans 163x05 0.94/3.75

Compostos como os flavonoides e derivados fendlicos parecem agir na membrana ou
parede celular do microrganismo, causando danos funcionais e estruturais (SCAZZOCCHIO
et al., 2005).

Nos taninos as propriedades antimicrobianas parecem estar associadas com a hidrolise
de uma ligacdo éster do acido galico, que serve como um mecanismo de defesa natural contra
as infecgdes microbianas (HO et al., 2001; KIM et al., 2006; LOPES et al., 2011).

Kubo et al. (2001) testaram a atividade antimicrobiana de ésteres de acido galico,
especificamente dos galatos de propila, octila e dodecila contra 16 microrganismos. No geral,

bactérias Gram-positivas e fungos foram mais sensiveis, enquanto as bactérias Gram-



68

negativas foram menos sensiveis aos galatos. Estudo recente também mostrou maior atividade
dos ésteres do acido galico com cadeia carbbnica de 7 a 14 carbonos contra vérias espécies de
fungos patogénicos (DE PAULA et al., 2014).

3.6 TOXICIDADE AGUDA

No estudo de toxicidade aguda, todos os animais tratados por via oral com 0s
extratos acetato de etila e etandlico na dose de 2.000 mg/kg permaneceram Vivos e nao
manifestaram sinais visiveis significativos de toxicidade. N&o houve alteracBes nos
parametros fisioldégicos (ganho de peso, ingestdo de racdo e agua). Nao houve alteracdo dos
parametros hematoldgicos avaliados (glébulos vermelhos, hemoglobina, hematdcrito,
concentracdo media de hemoglobina corpuscular, volume celular médio, hemoglobina
corpuscular média, glébulos brancos e plaquetas), como também dos parametros bioquimicos
mostraram-se dentro da faixa de valores normais de referéncia.

Beula et al. (2012) avaliaram a toxicidade aguda do extrato de A. marina, e o valor
de DLs, foi de 2 500 mg/kg e a analise da toxicidade ndo evidenciou mudangas significativas
nos parametros séricos e hematoldgicos quando comparados com o grupo controle. Foi
realizado o ensaio de toxicidade aguda do extrato aquoso de A. marina, onde o valor de DLsg
foi de 10.000 mg/kg, ndo demonstrando alteracGes nos padrbes fisiologicos (GAO et al.
2008).

Sura et al. (2011) avaliaram a toxicidade aguda do extrato etandlico das folhas de
Avicennia officinalis e ndo foi registrado ébito apds a administracdo da dose de 2.000 mg/kg
durante os 14 dias de experimento. Em outro estudo realizado por Gandoman e Malati (2013)
avaliaram a toxicidade aguda do extrato hidroalcoolico das folhas de A. marina e néo
observaram sinais toxicos e nem registro de mortalidade.

Dessa forma, de acordo com os resultados encontrados no presente trabalho, a DLs; foi
acima de 2.000 mg/kg, ndo apresentando grau de toxicidade, segundo o guia 423 da OECD
(2001).

3.7 ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA

3.7.1 Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto e AINEs

Os resultados obtidos no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
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mostraram que o tratamento com 0 As-AcOt nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg diminuiram de
forma significativa as lesdes géastricas quando comparados com o grupo controle (Figura 12),
com porcentagem de inibicdo do indice de lesdo ulcerativa (ILU) foi de 83.,8; 88.5 e 86,9%
para as doses citadas, respectivamente, sendo a dose de 100 mg/kg que demonstrou o0 maior %
de inibicdo de ILU. O tratamento com o As-EtOH nas doses de 200, 100 e 50 mg/kg
diminuiram de forma significativa as lesbes gastricas quando comparados com 0 grupo
controle (Figuras 13), com porcentagem de inibi¢do do indice de lesdo ulcerativa (ILU) foi de
86,1; 74,8; 68,3% para as doses citadas, respectivamente, sendo a dose de 200 mg/kg que
demonstrou a maior % de inibicdo do ILU. Foi investigada também a propriedade antitlcera
do As-EtOH pelo modelo de pulcera por AINEs e o tratamento reduziu a area ulcerada, com
porcentagem de inibicdo do ILU de 66,2 % e 40,9 % para dose 200 e 100 mg/kg,

respectivamente (Figura 14).

Figura 12: Efeito gastroprotetor do extrato acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt) nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) sobre lesbes gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar (n=5
animais/grupo).
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Os valores foram expressos como media + desvio padréo e a diferenca entre os grupos foi determinada por meio

da anélise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey, ****p<0,0001 vs controle e # néo significativo vs.
pantoprazol. ILU (indice de leséo ulcerativa).
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Figura 13: Efeito gastroprotetor do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) nas doses
de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) sobre lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar (n=5 animais/grupo).
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre os grupos foi determinada por meio
da anélise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey, ****p<0,0001 vs controle e * n&o significativo vs.

pantoprazol. ILU (indice de lesdo ulcerativa).

Figura 14: Efeito gastroprotetor do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) nas doses
de 200 e 100 mg/kg (v.0.) sobre lesdes gastricas induzidas por AINEs em ratos Wistar (n=5 animais/grupo).
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre os grupos foi determinada
por meio da analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste Tukey, ****p<0,0001 vs controle e *
ndo significativo vs. pantoprazol. ILU (indice de lesdo ulcerativa).

Aparna et al. (2014) avaliaram a atividade antiulcerogénica do extrato metanolico das
folhas de Avicennia officinalis (200 e 400 mg/kg) e observaram reducdo significativa das

lesbes gastricas, com porcentagem de inibicdo do indice de lesdo ulcerativa de 50,8% (200

mg/kg) e 76,1% (400 mg/kg) quando comparado ao grupo controle.
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Foi investigado a propriedade antitlcera do extrato etanol de A. officinalis através do
modelo de Ulcera induzida por indometacina, e o tratamento reduziu a area da Ulcera, com
indice de lesdo de 11,6% e 25,3%, com as doses de 250 e 500 mg/kg, respectivamente (SURA
etal., 2011).

Estudos evidenciam que os compostos fendlicos, como &cido galico e seus derivados,
sdo capazes de inibir a bomba protdnica nas células parietais da mucosa géstrica, sendo
importantes sequestradores de radicais livres, atuando como antioxidantes naturais, que
diminuem a peroxidacdo lipidica, tornando-se compostos relevantes para terapia de Ulcera
gastrica (RAO et al., 2008).

Os flavonodides mostram-se proeminentes devido as suas propriedades biologicas,
tais como, gastroprotetora e anti-inflamatoria (SANDHAR et al., 2011; LA CASA et al.,
2000). Esta classe de metabdlitos protege a mucosa gastrica estimulando a producdo de muco
gastrico e libertacdo de radicais livres gerados pelo etanol (ABDELWAHAB et al., 2011).
Além dos flavondides, os triterpenos podem exibir atividade gastroprotectora através da
ativacdo de fasores de protecdo da membrana mucosa gastrica (CHOUDHARY et al., 2013).
A atividade biologica dos flavonodides pode ser evidenciada pela prevencdo da peroxidacédo
lipidica através do aprisionamento de radicais de iniciacdo lipidica, tais como superéxido,
hidroxila e hidroperoxil (HAVSTEEN, 2002). Os radicais livres e a peroxidacdo lipidica
desempenham um papel importante na patogénese das lesdes gastricas induzidas pelo etanol
(KVIETYS et al., 1990).

Portanto, o efeito antiulcerogénico do As-AcOEt pode estar correlacionado com a
presenca de compostos fendlicos que por sua vez podem estar associados com a inibicdo da

bomba de protons e consequentemente reducao da producéo da secre¢do gastrica acida.

3.7.2 Determinacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO)

Em relacdo aos niveis de mieloperoxidase no tecido da mucosa gastrica, 0S grupos
tratados com As-AcOEt e As-EtOH nas doses de 100 e 200 mg/kg, respectivamente reduziu

0s niveis de MPO quando comparado ao grupo controle (Figura 15 e 16).
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Figura 15: Efeito do extrato acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt) na dose de 100

mg/kg em relagdo aos niveis de mieloperoxidase no tecido da mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo de
Ulcera induzida por etanol.
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Os valores foram expressos como média + desvio padréo e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle e * néo
significativo vs. pantoprazol.

Figura 16: Efeito do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) na dose de 200 mg/kg

sobre aos niveis de mieloperoxidase no tecido da mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de Ulcera
induzida por etanol.
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Os valores foram expressos como média + desvio padréo e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Andlise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle e * néo
significativo vs. pantoprazol.

A interacdo do agente ulcerogénico com a mucosa gastrica provoca um processo
inflamatério local. A ativacdo dos neutrofilos provenientes do processo inflamatorio € uma
das principais fontes de espécies reativas de oxigénio (KWIECIEN et al., 2014). Alem disso,
os neutrofilos produzem MPO, enzima que libera radicais livres que causam danos a mucosa,
contribuindo para o desenvolvimento e manutengdo da Ulcera gastrica (POTRICH et al.,

2010). A mieloperoxidase (MPQ) é uma enzima presente nos granulos de neutréfilos que esta
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envolvida em processos de formagdo de espécie reativas de oxigénio, radicais livres e
oxidacdo de membranas, uma vez que ela catalisa a oxidagdo de substancias na presenca de
peréxido de hidrogénio. Dessa forma, niveis de MPO nos tecidos se elevam em condicdes
inflamatorias, estando geralmente associados com morte bacteriana e lesdo oxidativa tecidual
(ARNHOLD, 2004).

Estudos tem ressaltado o aumento da atividade da MPO nas lesdes induzidas por etanol
e substancias, com efeito, gastroprotetor neste modelo sdo capazes de reduzir os niveis de
mieloperoxidase (ROCHA et al., 2011; LI et al., 2011). Esta enzima atua na presenca de
superoxido e do anio cloreto (CI") para forma o &cido hipocloridrico, que é lesivo para as
células da mucosa gastrica (HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007).

Pesquisas demonstram que a Ulcera gastrica induzida por AINEs em animais elevam a
sintese dos niveis de MPO, o que pode esta relacionado ao aumento da infiltragdo neutrofilica
em tecidos danificados, utilizado assim como um parametro para a inflamacéo e infiltracéo de
neutrofilos (YANG et al., 2016; SANTANA et al., 2015; SILVA et al., 2013).

Neste estudo, foi verificado que o As-EtOH (200 mg/kg) de A. schaueriana diminuiu
significativamente a migracao de neutrdfilos para os tecidos lesados, através da diminuicdo da

concentracdo de MPO no local da inflamacao.

3.7.3 Analise histopatoldgica da mucosa gastrica

A analise histopatologica da mucosa gastrica dos animais submetidos ao modelo de
Glcera induzida por etanol revelou que o grupo controle apresentou destruicdo do tecido
epitelial simples cilindrico, areas com intensa acidofilia, infiltrado leucocitario, lesdes severas
caracterizadas por danos hemorragicos, edema na superficie da mucosa e desaranjo das
fossetas gastricas. O extrato As-AcOEt (100 mg/kg) mostrou agdo gastroprotetora com
preservacdo das fossetas gastricas, da lamina propria e células parietais, além de néo
apresentar hemorragia e edema (Figura 16). Os animais tratados com pantoprazol (30 mg/kg)
demonstrou leve destruicdo das fossetas gastricas, pouco desarranjo do tecido epitelial
simples cilindrico e moderada destruicdo da lamina propria, porém ndo apresentou danos
hemorragicos ou edema na mucosa gastrica. A partir da histopatologia foi possivel observar o
aumento da producdo de muco quando os animais foram tratados com As-AcOEt (100
mg/kg), sendo representado através das seccdes histologicas com coloracdo PAS (figura 17).

O As-EtOH (200 mg/kg) mostrou acdo gastroprotetora com neovascularizagdo e preservagéao
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do tecido conjuntivo da submucosa, organizacdo das fossetas gastricas, lamina propria e
preservacao das glandulas gastricas (Figura 18).

Figura 17: Seccdes histoldgicas da mucosa gastrica de ratos Wistar submetidos ao modelo de Ulcera induzida
por etanol (100 X) na coloracdo HE e PAS.

a b — C

-

As imagens representam fotografias macroscopicas e cortes histoldgicos das lesGes gastricas ap6s tratamento
com veiculo (salina 0,9% com 5% de DMSO (a), pantoprazol 30 mg/kg (b), As-AcOEt 100 mg/kg (c). FG =
Fossetas gastricas; TE= Tecido epitelial simples cilindrico; ED = Edema; CP = Células epiteliais; IL = Infiltrado
leucocitario; LP = Lamina prépria

Figura 18. Seccdes histolégicas da mucosa gastrica de ratos Wistar submetidos ao modelo de Ulcera induzida
por etanol (40 X).

As imagens representam fotografias macroscépicas e cortes histologicos das lesdes gastricas apds tratamento
com veiculo (salina 0,9% com 5% de DMSO (a), pantoprazol 30 mg/kg (b), As-EtOH 200 mg/kg (c). FG =
Fossetas gastricas; TE= Tecido epitelial simples prismatico; ED = Edema; Il = Infiltrado inflamatério; LP =
Lamina propria; V= Vaso; M= Musculo liso; GG= Glandulas géstricas; TC= Tecido Conjuntivo; *= Ulcera.
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A administracdo do etanol provoca edema no tecido gastrico, hemorragia subepitelial,
infiltracdo de células inflamatdrias que podem contribuir para indugdo da lesdo gastrica e
geracdo de espécies reativas de oxigénio (KOUNTOURAS et al., 2001). Este agente quimico
pode induzir ainda um aumento da secrecdo do &cido gastrico e consequentemente diminuir a
vascularizagdo local, desencadeando processos necroticos no tecido (TABATA et al., 1996).

A classe dos inibidores da bomba de prétons (omeprazol, lansoprazol, rabeprazol,
pantoprazol e esomeprazol) é considerada mais eficiente na supressdo da secrecdo gastrica
acida. Estes farmacos se acumulam em canaliculos secretérios da bomba de prétons onde sao
ativados na forma de sulfonamida. Esta forma ativada reage com grupo sulfidril, promovendo
a inibicdo da secrecdo do &cido cloridrico (SCHUBERT, 2011). Porém, a farmacoterapia ndo
se da somente pela inibicdo da secrecdo gastrica acida, mas também pelo aumento dos fatores
protetores da mucosa gastrica.

A producéo de muco foi um dos principais fatores de protecdo no presente estudo. O
muco gastrico é a primeira camada de defesa do acido géstrico, e atua como uma barreira
contra agentes agressores da mucosa (ALLEN; FLEMSTRO, 2005). Os resultados obtidos
mostrou um aumento na producdo de muco nos animais pré-tratados com As-AcOEt. Os
extratos de plantas apresentaram coloracdo roxo intenso, refletindo maior secrecdo de muco
nas glandulas gastricas.

As lesbes induzidas na mucosa do estdmago podem estar associadas a producgéo
excessiva de radicais livres e aumento do conteddo de peroxidos lipidicos derivados de
oxigénio resultando em alteragdes significativas em nivel celular causando danos as
membranas, morte celular e erosdo epitelial (LA CASA et al., 2000; LI et al., 2008; JUNG et
al., 2013).

De acordo com Suzuki et al. (2012) existe uma correla¢do entre o estresse oxidativo
com o mecanismos que originam afec¢des gastricas, como gastrite e Ulcera péptica, a exemplo
das lesBes induzidas por etanol, que provoca alteragdes metabdlicas nas mitocondrias, e
possibilita a producdo excessiva de radicais livres.

A propriedade antiulcerogénica por meio apenas da inibi¢do da secrecdo acida nao €
interessante, porque diminui a protecdo do estdmago contra o crescimento de microrganismos
em excesso (CENTANNI et al.,, 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008). Alguns estudos ja
mostraram a propriedade gastroprotetora dos flavonoides e taninos encontrados em diversas
plantas utilizadas pela populacdo (GONZALEZ; DI STASI, 2002); pois eles atuam
produzindo prostaglandinas, substancias envolvidas na producdo de muco impedem a
formacdo de radicais livres, agindo como antioxidante, e assim protegem e cicatrizam a

mucosa.
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3.8 MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NO EFEITO ANTIULCEROGENICO

3.8.1 Envolvimento do éxido nitrico, compostos sulfidrilicos e prostaglandinas na

gastroprotecdo

De acordo com os resultados obtidos verificou-se que a administracdo prévia de L-
NAME no modelo de Ulcera induzida por etanol reverteu a atividade gastroprotetora do As-
AcOEt (100 mg/kg). Esses resultados sugerem que o As-AcOEt tem atividade gastroprotetora
através da modulacdo das vias do 6xido nitrico (Figura 19). Em relacdo ao mecanismo de
acdo envolvendo os compostos sulfidrilicos, os resultados mostraram que a administracdo
prévia de NEM no modelo de ulcera induzida por etanol também reverteu a atividade
gastroprotetora do As-AcOEt (100 mg/kg). Esses resultados sugerem que o As-AcOEt
apresenta atividade gastroprotetora através da modulacdo de compostos sulfidrilicos (Figura
20). A administracdo do inibidor da producdo de prostaglandina ndo suprimiu a atividade
gastroprotetora do As-AcOEt, sugerindo que a atividade gastroprotetora do extrato acetato de

etila ndo esta associado ao mecanismo da producédo de prostaglandinas (Figura 21).

Figura 19: Efeito do extrato acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt) na dose de 100
mg/kg em relagdo ao papel do éxido nitrico no tecido da mucosa géastrica de ratos submetidos ao modelo de
Glcera induzida por etanol.
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Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenga entre os grupos foram determinados por
meio da Anélise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey,
****n<0,0001 vs controle.
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Figura 20: Efeito do extrato acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt) na dose de 100
mg/kg no indice de lesdes ulcerativas em ratos previamente tratados com NEM N-Etilmaleimida cristalina (i.p.)

no modelo de Ulcera induzida por etanol
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Tratamento

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle.

Figura 21: Efeito do extrato acetato de etila das folhas de Avicennia schaueriana (As-AcOEt) na dose de 100
mg/kg no tecido da mucosa gastrica em ratos previamente tratados com indometacina e submetidos ao modelo

de Ulcera induzida por etanol.
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Tratamento

Os valores foram expressos como média + desvio padréo e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Anélise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle.
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A administracdo prévia de L-NAME e indometacina no modelo de Ulcera induzida por
etanol reverteu a atividade gastroprotetora do As-EtOH (200 mg/kg). Esses resultados
sugerem que o As-EtOH tem atividade gastroprotetora através da modulacéo da via de NO e
prostaglandinas (Figuras 22 e 23). Em relagdo ao mecanismo de acdo envolvendo os
compostos sulfidrilicos os resultados mostraram que a administragdo prévia de NEM nao

reverteu a atividade gastroprotetora do extrato etanélico representado na figura 24.

Figura 22: Efeito do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) na dose de 200 mg/kg na
via do 6xido nitrico no tecido da mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de Ulcera induzida por etanol.
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Os valores foram expressos como média + desvio padrao e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle.

Figura 23: Efeito do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) na dose de 200 mg/kg
nas prostaglandinas no tecido da mucosa géastrica de ratos submetidos ao modelo de Ulcera induzida por etanol.
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Tratamento

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo e a diferenga entre os grupos foram determinados por
meio da Anélise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle.
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Figura 24: Efeito do extrato etandlico das folhas de Avicennia schaueriana (As-EtOH) na dose de 200 mg/kg na
via dos compostos sulfidrilicos no tecido da mucosa géstrica de ratos submetidos ao modelo de Ulcera induzida

por etanol.
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Tratamento

Os valores foram expressos como média + desvio padrao e a diferenca entre os grupos foram determinados por
meio da Analise de Variancia (ANOVA), seguida pelo teste de Tukey, ****p<0,0001 vs controle.

O oxido nitrico, produzido principalmente pelas células endoteliais do tecido
lesionado, possui acdo vasodilatadora, possibilitando o aumento da permeabilidade vascular,
como também, atua como regulador do recrutamento de leucdcitos e exerce acdo citotoxica
contra microrganismos (LOPEZ-POSADAS et al., 2008), e na mucosa gastrica promove a
vasodilatacdo, reducdo de peroxidacdo lipidica e acdo anti-inflamatéria nos tecidos
(KWIECIEN et al., 2008). No trato digestivo o NO est4 associado a producéo de muco, fluxo
sanguineo, como também na resisténcia da mucosa contra elementos agressores. A sua acao
gastroprotetora se da por promover a vasodilatacdo e aumento do fluxo sanguineo, acelerando
a retirada de fons H”, nocivos & mucosa, além de aumentar o aporte de nutrientes para a
mesma (WALLACE, 2008; MUSUMBA et al., 2009). Santin et al. (2013) observaram que o
NO diminui a agregacdo de neutrofilos no tecido gastrico inflamado; e esta situagdo também
pode ser observado no presente estudo em que a migracdo de neutréfilos para a mucosa
gastrica lesionada foi diminuida quando foi determinada a atividade da MPO.

Os compostos sulfidrilicos protegem a mucosa gastrica através do seu potencial
antioxidante e por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do muco, impedindo a sua
dissociacdo. Inversamente, a administragdo de NEM, agente que promove a inativagdo dos
grupamentos sulfidrilicos ndo proteico (NP-SH), reverte os efeitos protetores de compostos

tidis (SZABO, 2014).
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Os mecanismos bioldgicos de possiveis efeitos dos compostos fendlicos foram
atribuidos as suas propriedades antioxidantes através de varios mecanismos, tais como, a sua
capacidade de eliminar radicais livres, quebrar as reagdes em cadeia dos radicais, reduzir
diretamente os peréxidos e estimular as atividades da enzima de defesa antioxidativa
(WILLIAMSON; MANACH, 2005).

Os mecanismos que protegem o estdmago envolvem a secrecdo de muco gastrico e
bicarbonato, aumento do fluxo sanguineo, inibicdo da secrecdo de acido gastrico, reiteracdo
das células epiteliais, producdo de prostaglandinas, 6xido nitrico e mecanismos antioxidantes
(compostos sulfidrilicos) (YANDRAPU; SAROSEIK, 2015).
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4 CONSIDERACOES FINAIS

A totalidade dos resultados alcangados com este trabalho possibilitou a comprovacgéo
cientifica da atividade gastroprotetora e antimicrobiana de Avicennia schaueriana, fato que
respalda a utilizacdo etnofarmacoldgica dessa espécie pela populagdo de Vila Velha (llha de
Itamarcé/PE).

A identificacdo quimica de terpenoides, flavonoides e taninos possibilitou inferir que
essas substancias além de estar associada a atividade antioxidante podem apresentar outros
mecanismos que possibilitem sua atuacdo como agente gastroprotetor. Por fim, com esse
trabalho serd possivel contribuir com a politica do uso racional de plantas medicinais através
da disseminacgdo do conhecimneto e da comprovacao cientifica das propriedades biol6gicas da

A. schaueriana, bem como propiciar op¢des inovadoras para 0 mercado de fitomedicamentos.
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Recife, 10 de setembro de 2015
Oficio n® 86/15

Da Comiss&o de Etica no Uso de Animais (CEUA) da UFPE
Para: Prof? Terezinha Gongalves da Silva

Departamento de Antibiéticos

Universidade Federal de Pernambuco

Processo n® 23076.018743/2015-42

Os membros da Comissdo de Etica no Uso de Animais do Centro de Ciéncias
Biolégicas da Universidade Federal de Pernambuco (CEUA-UFPE) avaliaram seu
projeto de pesquisa intitulado “Avaliagcdo da atividade antimicrobiana e efeito
gastroprotetor das folhas de Avicennia Shaueriana »,

Concluimos que os procedimentos descritos para a utilizago experimental dos
animais encontram-se de acordo com as normas sugeridas pelo Colégio Brasileiro
para Experimentacic Animal e com as normas internacionais estabelecidas pelo
National Institute of Health Guide for Care and Use of Laboratory Animals as quais s3o
adotadas como critérios de avallagio e julgamento pela CEUA-UFPE.

Encontra-se de acordo com as normas vigentes nc Brasil, especialmente a Lei
11.794 de 08 de outubro de 2008, que trata da questio do uso de animais para fins
cientificos e didaticos.

Diante do expostc, emitimos parecer favoravel aos protocolos experimentais a
serem realizados.

Origem dos animais: Biotério do Departamento de Atenciocsamente
Nutrig&o; Animal Camundongo heterogénico; Linhagem;
Swiss; idade; 60 dias; peso; 25-30g; n® de animais 24
(fémea) e ratos heterogé&nico; Linhagem wistar; idade; ;
90 dias; peso; 250-300g; n° de animais 95 (macha); tetal | -

de animais a ser utilizado; 119 Brof. DI pedro V. Carelli
%‘Pﬂs&emda CEUA/ CB-UFPE
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