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RESUMO

Malone Santos Pinheiro

A Ulcera péptica € um importante agravo a saude publica acometendo cerca de 10% da
populagdo mundial. A pesquisa com plantas que possuam agao antimicrobiana e/ou
gastroprotetora torna-se de suma importancia, posto que pode auxiliar no tratamento dessa
doenca. Estudos com propolis vém sendo realizados para avaliar seu potencial como
antimicrobiano, sendo que a variedade vermelha tem mostrado acdo contra diferentes
microrganismos, porém apenas a variedade verde foi estudada até o momento como agente
gastroprotetor. Além deste apiterapico, outros produtos naturais como mangaba e caju sao
utilizados popularmente no combate a Ulcera, entretanto o fruto da mangabeira e o
pseudofruto do cajueiro foram pouco avaliados cientificamente com esse intuito. O objetivo
deste trabalho foi avaliar a agcado gastroprotetora dos extratos brutos destes vegetais, bem
como da propolis vermelha. Os extratos foram preparados por maceragao usando etanol
70% como solvente e o teor de flavondides e atividade antioxidante foram determinados. O
potencial anti Hp foi avaliado pelo método de difusdo em pogos e a atividade gastroprotetora
foi determinada apds exposicdo do animal ao extrato seguido de producdo da lesdo
utilizando alcool etilico. Apés uma hora, os animais foram sacrificados e foi realizada a
avaliagdo macroscépica e o indice de inibicdo de lesdes ulcerativas foi calculado utilizando
duas metodologias. A avaliagdo histopatolégica do estdbmago foi realizada apds preparacao
das seccdes em HE. Os resultados obtidos acerca do teor de flavondides foram de 0,20%,
0,31% e 0,15% para os extratos de mangaba, prépolis vermelha e caju, respectivamente. Ja
quanto a atividade antioxidante obtiveram-se IC50 de 0,294 mg/mL para a propolis
vermelha, 0,597mg/mL para a mangaba e 0,285 mg/mL para o caju. Para atividade
antimicrobiana dos extratos em estudo, foi observado que nas condicbes desse
experimento, que somente a prépolis vermelha apresentou um halo de inibicdo com cerca
de 13+2 mm. Para a avaliagdo segundo método A o extrato de mangaba apresentou inibicao
de 46,15%, e a propolis vermelha 92,3% das lesdes. Na metodologia B foi encontrado
76,92% para mangaba e 100% de inibicdo para prépolis vermelha. A prépolis vermelha
apresentou excelente potencial citoprotetor.

Palavras-chave: Ulcera péptica; extratos brutos; Helicobacter pylori; gastroprotecao.



ABSTRACT

Malone Santos Pinheiro

The peptic ulcer is an important public health disorder affecting approximately 10% of the
world population. The research with plants that have antimicrobial action and / or with
gastric protection becomes in short importance, since it can assist in the treatment of this
disease. Studies are being made with propolis to evaluate its potential as antimicrobial, and
the red variety has shown action potential against various microorganisms, but only the
green variety has been studied so far as gastric protector agent. Besides this apiterapic,
other natural products such as cashew and mangaba are popularly used to combat the
ulcer, but the mangabeira fruit and cashew pseudo fruit have not been scientifically
evaluated yet. The objective was to assess the gastric protector action of these plants
crude extracts, and the red propolis as well. The extracts were prepared by maceration
using 70% ethanol as solvent and content of flavonoids and antioxidant activity were
determined. The potential anti Hp was evaluated by the method of distribution and activity
in wells gastric protector was determined after exposure of the animal to extract followed
by production of the lesion using alcohol. After one hour the animals were sacrificed and
macroscopic assessment was performed and the index of inhibition of ulcerative lesions
was calculated using two methodologies. Histopathologic evaluation of the stomach was
performed after preparation of the sections in HE. The results about the content of
flavonoids were 0.2%, 0.31% and 0.15% for the extracts of mangaba, cashew and red
propolis, respectively. Regarding the antioxidant activity were obtained 1C50 of 0294 mg /
mL for red propolis, 0265 mg / mL for mangaba and 0285 mg / mL for cashew. For
antimicrobial activity of the extracts under study, it was observed that in the conditions of
this experiment, only the red propolis showed a halo of inhibition of about 13 £ 2 mm. For
the second method the evaluation of the mangaba extract showed inhibition of 46.15% and
red propolis 92.3% of lesions. On method B was found in 76.92% for mangaba and 100%
inhibition for red propolis. Red Propolis showed excellent cytoprotectant potential.

Key-words: Peptic ulcer, crude extracts, Helicobacter pylori, gastric protection.
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INTRODUCAO

A Ulcera péptica € um agravo provocado por diversos fatores com sintomatologia ligada aos
reflexos organicos como: dores estomacais, nauseas e hemorragias. Esse tipo de lesao leva
a necrose que acomete toda a superficie da mucosa gastrica e também a camada muscular
(HALTER et al., 1995).

As lesbes podem ser resultado da agdo do acido cloridrico e da pepsina naturalmente
presentes no estdbmago (WALLACE, 2001). Contudo, outros fatores agressores endégenos
em associagao a fatores exodgenos predisponentes relacionados as condi¢cdes de vida como
estresse, fumo, alcool, uso continuo de drogas antiinflamatérias ndo-esteroidais, ingestao de
determinados alimentos, infeccao por Helicobacter pylori (Hp) e predisposicao genética
podem atuar conjuntamente reduzindo a defesa da mucosa gastrica (BRUNTON, 1996;
JOHNSON e JOHNSON, 1997; WOLFE e SANCHES, 2000; WALLACE, 2001).

A relagao etiopatogénica entre Hp, a gastrite crénica e a Ulcera péptica tem sido demonstrada
desde 1983 (CANIZARES et al., 2004). A erradicagao deste microrganismo associado a essas
doencgas é realizada através de associagdes entre antibidticos sintéticos como metronidazol,
claritromicina, tetraciclina e amoxicilina em concomitancia a um inibidor de bomba de prétons
(CANIZARES et al., 2004). Entretanto, a resisténcia deste agente frente aos antibidticos &
crescente e tem se tornado um problema em todo o mundo, sendo um fator adverso ao

tratamento e que gera reincidivas das Ulceras pépticas (OCHI et. al., 2005).

As Ulceras gastricas podem também ser desencadeadas por fatores nao infecciosos e desta
forma o seu tratamento esta ligado a uma mudanga na conduta de vida relacionada aos
habitos alimentares, ao ndo uso de bebidas alcodlicas, abandono do tabagismo e
excepcionalmente pode haver a necessidade de psicoterapia e uso de tranquilizantes (OCHI
et. al., 2005).

A pesquisa com produtos naturais que possuam agao antimicrobiana e potencial
gastroprotetor vem sendo realizada com o intuito de descobrir novas substéncias que
possam auxiliar no tratamento desta doenca (KUBO, J et al., 1999; LIU et al., 2002;
NOSTRO et al., 2006; BARROS et al., 2008).
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Os recursos naturais no Brasil sdo inUmeros, bem como os relatos de agédo farmacoldgica
das plantas existentes. Dentre os produtos naturais com potencial fitoterapico utilizados
popularmente contra Ulcera e gastrite, encontram-se a prépolis, a mangaba e o caju que
possuem relatos comprovando a sua acao antiinflamatéria, antimicrobiana, antioxidante e
cicatrizante (VARGAS et al., 2004; NOGUEIRA e SAMPAIO, 2006).

A prépolis vermelha € responsavel, nas colméias, pela impermeabilizagdo, isolamento
térmico, vedacdo e tratamento anti-séptico. Na medicina popular, tem sido usada por
demonstrar atividade antimicrobiana, antiinflamatdria, cicatrizante, anestésica, antioxidante e
até mesmo antitumoral (PARK et al., 1998; MANARA et al., 1999; VARGAS et al., 2004).

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) possui um fruto rico em vitamina C, e vem
sendo utilizado amplamente pela industria de alimentos. Na medicina popular, a infusdo da
casca do caule da mangabeira tem sido util no tratamento da hipertenséo, ulceras gastricas,

disturbios estomacais, e doengas inflamatérias (MORAES et al., 2008).

O cajueiro (Anacardium occidentale L.) é uma planta tropical difundida em todo o Brasil,
principalmente no Norte e Nordeste. A literatura cita que esta planta possui agao anti-viral,
antimicrobiana e atividade antiinflamatéria, sendo esta agao relacionada aos acidos

anacardicos que € relatado como principal composto bioativo (RAZALI et al., 2008).

O presente estudo teve como objetivo a avaliacdo do extrato hidroetandlico da prépolis
vermelha, dos extratos brutos do fruto da mangabeira e pseudofruto do caju quanto a
atividade antioxidante, teor de flavondides, potencial gastroprotetor e atividade

antimicrobiana frente ao Hp.



CAPITULO 1
REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1 ULCERAS GASTRICAS

1.1.1 Dados epidemioldgicos

A Ulcera péptica € um agravo que afeta entre 8 a 10% da populagédo dos paises
industrializados. No continente americano quase 2 milhées de adultos tém ulcera ativa em
alguma fase da vida e somente nos Estados Unidos 4 milhdes de casos de Ulcera foram

estimados, sendo que 500.000 novos casos séo registrados anualmente (FERREIRA, 2005).

Esse disturbio alcanga aproximadamente entre 11 a 20% dos homens e 8 a 11% das
mulheres causando elevadas perdas econémicas e gastos com saude devido a baixa
produtividade do trabalhador, atividades limitadas, visitas médicas e hospitalizacdes
(FERREIRA, 2005).

Apesar da diminuicdo na frequéncia de Uulcera péptica causada pela infeccdo do
Helicobacter pylori (Hp), essa lesdo permanece como um dos principais problemas de saude
no mundo. No Brasil, os casos relacionados nao sao rigorosamente notificados, dificultando
a obtengéo de dados epidemioldgicos confiaveis (SHIOTANI e GRAHAM, 2002).

1.1.2 Etiologia

A Ulcera péptica € uma patologia caracterizada pelo aparecimento de lesbdes ulcerosas
agudas ou cronicas que expde a mucosa gastrica a agao agressiva do suco acido-péptico
(CALAM e BARON, 2001).

Varios mecanismos estdo implicados na patogénese das lesdes gastricas, agindo

sinergicamente ou ndo na producao das lesdes. Assim, fatores intrinsecos tais como
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aumento da secregdo acida gastrica e da pepsina, diminuigdo do fluxo sanglineo,
supressao de prostaglandina enddgena, inibigdo do crescimento e proliferagdo celular da
mucosa € alteracdo da motilidade gastrica podem ocasionar esta doenga. Por outro lado,
fatores externos ja tém sido descritos na literatura como agentes promotores das lesdes.
Dentre eles podem ser citados a presenca de Hp e de radicais livres. Todos esses fatores
participam dos mecanismos envolvidos na ulcerogénese e se constituem alvo de acéo
terapéutica (HIRSCHOWITZ et al., 1995; WOLFE e SANCHES, 2000; ANDREOLI, 2000).

1.1.3 Helicobacter pylori

Atualmente o Hp é o principal fator causal da gastrite crénica e esta associado ao risco de
desenvolvimento de Ulcera peptidica, linfomas do tipo MALT e cancer gastrico, sendo
portanto a primeira bactéria classificada e definida como carcinogénica pela Agéncia
Internacional de Pesquisa do Céncer e pela Organizacdo Mundial de Saude (IARC/WHO)
(AMIEVA e EL-OMAR, 2008).

Trata-se de um bastonete gram-negativo, flagelado em forma de espiral, que exige
atmosfera microaerdfila para seu crescimento e costuma colonizar o estdmago e duodeno
humano. Apesar de o estbmago ser um ambiente indspito para a colonizagdo bacteriana
devido ao seu pH acido, o Hp consegue se desenvolver através de uma intensa atividade da
urease que eleva o pH desse local tornando-se um micro ambiente adequado para o seu
desenvolvimento (USTUN et al., 2006).

A transmissdo desse microrganismo € inter-humana, sendo as principais rotas
transmissionais a fecal-oral e oral-oral. A prevaléncia da infecgéo é alta em populagdes com
baixas condi¢des sécio-econdmicas, principalmente em familias que residem em condigbes
de aglomeragédo. Em paises desenvolvidos a média de colonizagdo pelo Hp esta préximo
aos 40%, podendo elevar-se a 80% em regides pobres destes paises e nos paises de
economia periférica. A soroprevaléncia aumenta progressivamente com a idade, nao
havendo diferencas significativas entre os géneros. A infeccdo nao é autolimitada e pode
persistir por muitos anos e acompanhar o hospedeiro durante décadas ao longo da vida,
muitas vezes de forma assintomatica, exceto quando desencadeia uma inflamacgao crénica
na mucosa gastrica (BONAMIGO et al., 1999; SIQUEIRA et al., 2007).
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Embora metade da populagdo mundial esteja infectada por este microrganismo, 80%
desses individuos permanecem sem nenhuma evidéncia clinica de doenga e somente uma
pequena percentagem desenvolve patologias relacionadas a sua presenga (AMIEVA e EL-
OMAR, 2008).

Sabe-se que essa bactéria ocasiona uma importante inflamagao aguda e crénica da mucosa
gastrica que, quando nao tratada, raramente é eliminada de forma espontanea. Atualmente
€ reconhecida como principal fator de risco para o desenvolvimento de Ulceras
gastroduodenais por estar presente em 95% dos casos de ulceras duodenais e 60-80% das
gastricas (PASSOS, 2007; LINZ e SCHUSTER, 2007).

Os mecanismos que promovem o desenvolvimento de doencas a partir do Hp ainda séo
controversos, porém estima-se que fatores relacionados a bactéria, ao hospedeiro e ao
ambiente contribuem na evolugdo desses agravos. Destacam-se como principais fatores
associados a patogenicidade desse microrganismo, a resposta inflamatéria da mucosa e

alteracdes da secregao gastrica (SIQUEIRA et al., 2007).

Segundo Pagana e Pagana (2001) o Hp coloniza a mucosa antral e o fundo do estdmago
sem invadir o epitélio. Apesar de todas as defesas do organismo humano, a bactéria
consegue sobreviver em ambiente hostil e causar danos teciduais. A capacidade que o Hp
tém de provocar lesdo na mucosa gastroduodenal esta intimamente relacionada a sua
capacidade de adaptar-se ao ambiente indspito que € o ambiente gastrico, com seus

inUmeros mecanismos de defesas, que dificultam a colonizagao de outros microrganismos.

Esta capacidade de “adaptacdo” do Hp deve-se a algumas propriedades que Ihe sao inerentes
e que conferem a sua patogenicidade. Destaca-se entre elas a sua morfologia espiralada ou
em “S” com extremidades arredondadas, que juntamente com a presenca dos flagelos,

garantem a bactéria boa mobilidade facilitando a penetracao no muco (MOORE, 1994).

O Hp produz varias proteinas que parecem mediar ou facilitar seus efeitos deletérios sobre a
mucosa gastrica (MARTINS et al., 2002). Foram identificadas algumas proteinas que sao
necessarias a colonizagdo da mucosa gastrica pela bactéria, incluindo proteinas ativas no
transporte do organismo a superficie da mucosa, como por exemplo, a flagelina que esta
codificada no gene fla A e fla B (EATON et al., 1996).

Quando presente na mucosa gastrica, a bactéria induz a uma hipocloridria transitéria, por
meio de um mecanismo ainda ndo bem elucidado. A “resisténcia” ao acido cloridrico € de vital
importancia na sua patogénese, uma vez que, sem esse atributo bioldgico, a bactéria ndo teria
condicdes de colonizar essa regido (FREDERICK e RICHARD, 2002).



18

A enzima urease, produzida por esse microrganismo, altera o micro-ambiente gastrico,
facilitando a colonizagcdo, em virtude da capacidade da mesma de promover a hidrélise da
uréia, presente em condigdes fisioldgicas no suco gastrico, levando a produgdo de amdnia
(REKTORSCHEK et al., 1998). A aménia atua como receptor de ions hidrogénio, gerando
pH neutro no exterior da bactéria, o que confere ao Hp “resisténcia” a acidez gastrica
(LADEIRA et al., 2003) (Figura 1). A aderéncia ocorre por via de interagdo entre os
glicolipideos da superficie celular e as adesinas especificas do Hp (FREDERICK e
RICHARD, 2002). As reagdes envolvidas neste mecanismo de protegao estdo apresentadas

na Figura 1.

L e 1
HoN NH, + Ho0 =NH; + H,N OH

uréia amonia carbamato

HzNj_OH + Hzo _)'NH3 + H2003
carbamato amonia acido carbonico

Figura 1 — Rota metabdlica do processo de protegéo de Hp

Subsequientemente, a amédnia equilibra-se com agua, formando hidroxido de amdnio, o que
origina um rapido aumento de pH. Uma vez atingida a mucosa gastrica, o Hp causa leséo
tecidual, em um complexo mecanismo de eventos, os quais dependem de ambos, o
hospedeiro e a bactéria. Apesar da semelhanga com outras bactérias Gram negativas os
lipopolissacarideos presentes na parede celular do género Helicobacter possui
caracteristicas proprias, como baixa atividade imunoldgica, o que provavelmente contribui

para a manutencao da infeccao (MORAN, 1996).

Esses lipopolissacarideos mediam a ligagdo entre a bactéria e a laminina o que
possivelmente contribui para a perda de integridade da mucosa gastrica, sendo a producéo
de proteinas patogénicas outro fator que contribui para a lesdo celular da mucosa
(MARTINS et al., 2002).

Estas propriedades imunogénicas do Hp induzem a uma reagdo inflamatéria de carater
neutrofilico, a qual normalmente resulta em manifestacbes clinicas da infeccdo. Este

processo € mediado por fatores do hospedeiro, como as interleucinas 1, 2, 6, 8 e 12;
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interferon-3; fator-a de necrose tumoral; linfécitos T e B e células fagocitarias. Como

resultado destas reagdes, o Hp altera a secrecao gastrica normal (GO e CROWE, 2000).

1.1.4 Causas nao infecciosas

Além da etiologia infecciosa, a instalagcdo da Ulcera gastrica pode ter outros fatores
extrinsecos relacionados como maus habitos alimentares, estresse, etilismo e tabagismo, que

geram a hipercloridria, deixando a mucosa desprotegida (ANDREOLI, 2000).

Em estudo realizado por Sintes et al. (1995), foi observada a correlagdo entre o consumo de
café e o tabagismo com o desenvolvimento da doenga péptica. O jejum prolongado também
surgiu como fator desencadeante da ulcera gastrica, haja vista que proporciona um maior

contato da secrecdo acida do estbmago com a mucosa.

A predisposigado genética e fatores comportamentais como o estresse ainda sinalizam como

facilitadores para o desenvolvimento da patologia em estudo (MARQUES, 2002).

O abuso de bebidas alcodlicas, alcalis e acidos fortes, anticorpos, aumento no niumero de
linfocitos e intoxicagdo alimentar também podem contribuir para o agravamento do quadro
(CAVATAIO et al., 1996).

O etanol é considerado um agente irritante da mucosa gastrica, o qual destréi a camada
de muco e o bicarbonato, que atuam na protegdo da mucosa gastrica contra o acido
cloridrico e outros agentes agressores. Essa substancia atua bloqueando a citoprotecéo
gastrica por precipitagdo das proteinas, liberacdo de radicais livres e reducdo da
concentragcao de compostos sulfidrilas nas células da mucosa (MELO-JUNIOR, et al.,
2006; PACHECO et al., 2006).

Compostos como histamina, acetilcolina e gastrina estimulam a producéo de acido cloridrico
pelas células parietais do estbmago no momento de distensdo da camara gastrica
modificam o pH intra-luminal. Para haver um equilibrio na produgido do suco gastrico e do
pH local, ocorre um biofeedback negativo estimulado pela somatostatina que é liberada
pelas células D do antro e do fundo do estobmago (BATISTA, 2003).

A presenga do conteudo alimentar também é responsavel pelo estimulo de mecanismos de

protecdo da barreira mucosa, assim como a secre¢ao do muco e bicarbonato pela mucosa e
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liberagdo sangiinea de prostaglandinas. Quando ha um desequilibrio entre os fatores de
defesa e agressdo pode desencadear o aparecimento de ulceras. Provavelmente ulceras
duodenais estejam mais associadas com a hipercloridria e as gastricas a supressao de
fatores defensivos (PACHECO et al., 2006).

Alguns medicamentos, como os antinflamatérios nao-esterdidais, quando usados
regularmente inibem a via das enzimas ciclo-oxigenases, responsaveis pela sintese das
prostaglandinas e desencadeiam o processo ulceroso. As prostaglandinas tém efeito
citoprotetor da mucosa por inibir a secregao acida, aumentar a quantidade de muco e por ser
uma substéncia vasodilatadora que garante o aporte nutritivo necessario para o bom
funcionamento celular (WALLACE, 2001; VINAGRE, 2005).

No mundo contemporaneo habitos alimentares inadequados estdo comumente vinculados
ao tipo de vida levado pelo homem dessa época. A falta de informacéo acerca da escolha
nutricional do alimento, o habito de comer compulsivamente, o descomprometimento com os
horéarios das refeicdes e o estresse surgem como potenciais agentes causais de problemas

gastricos que perturbam a populagdo mundial, bem como a brasileira (MATTOS, 2002).

Atualmente, politicas publicas de saude visam estabelecer e conscientizar a populacdo que
a melhor conduta é a prevencédo de multiplas doengas que atingem o trato gastrointestinal
(ZIMMER, et al., 2007).

1.2 TERAPIA MEDICAMENTOSA

Dentre os medicamentos utilizados no combate e controle de ulceras pépticas destacam-se
os inibidores da bomba de prétons e como adjuvantes no tratamento tem-se os antibiéticos
que possuem a finalidade de erradicar o Hp. Outro grupo de substancias citoprotetoras sao
os antagonistas de receptores H, que costumam agir no processo de controle da secregéo

acida estomacal.
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1.2.1 Antibiéticos

O consenso de Maastricht (Unido Européia) orienta a erradicagdo do Hp na ulcera péptica
(ativa ou cicatrizada), linfoma MALT, gastrites graves e no acompanhamento apos

resseccdo de cancer gastrico precoce (FLEURY, 2006).

Estudos comprovam que a erradicagao do Hp reduz drasticamente a recorréncia de Ulceras
duodenais e gastricas. Os esquemas terapéuticos propostos até o momento demonstram
alguns inconvenientes, principalmente no que concernem os efeitos adversos e o custo do
tratamento, fatores que vem contribuindo contrariamente a adesao ao tratamento (EISIG et
al., 2003).

Segundo Gonzaga et al. (2000), existem varios antibidticos e suas associag¢des ja utilizados
para erradicacdo do Hp em diversos tempos de tratamento. Entretanto, é necessario para
alcancar o éxito, a inclusdo de um farmaco atuante na secregao salivar e/ou gastrica, como
o metronidazol e a claritromicina, concomitante a farmacos de ag¢ao luminal a exemplo do

bismuto, amoxicilina, tetraciclina e furazolidona.

Determinar qual o melhor tratamento torna-se complexo tanto por esse microrganismo colonizar
um ambiente de dificil acesso a muitos medicamentos, quanto pelo surgimento da resisténcia
bacteriana (FREDERICK e RICHARD, 2002). A Tabela 1 demonstra a porcentagem de

resisténcia do Hp frente a claritromicina e do metronidazol.

Tabela 1 — indices de resisténcia do Hp frente aos antibiéticos metronidazol e claritromicina
em diferentes localidades

Localidade Indice de resisténcia (%)
Claritromicina Metronidazol

Europa 10,0 33,0
Espanha 3,5 19,9
Portugal 1,5 11,8
Franca 15,8 46,4
Alemanha 20 21,0
Bulgaria 11,4 30,4
Malasia 0,0 10,8
Alaska 26,3 79,3
Peru 50,0 61,0
Brasil 8,0 52,0

Fonte: <http:/www.helicobacterspain.com/trata/resistm.htm>
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Na Europa, a resisténcia primaria aos imidazois (metronidazol/tinidazol), na década de 90
era de 10 a 50%, enquanto que aos macrolideos (claritromicina) se situava entre 0 e 15%.
No Brasil, em estudos de meta-analise de trés inquéritos com 447 pacientes sobre a
resisténcia do Hp, foi observada uma prevaléncia de 14,3% de linhagens resistentes a
claritromicina e de 50% ao metronidazol (GUERREIRO, 2002).

Apesar de multiplos esquemas terapéuticos terem sido clinicamente testados nos ultimos
anos, ainda nao surgiu o tratamento ideal para erradicacdo do Hp. Os regimes em que se
utilizam s6 dois farmacos (sendo um inibidor de bomba de prétons e um antimicrobiano) nao
atingem 100% de erradicacao, por isso utiliza-se a associagéo de trés farmacos, o qual em
multiplos ensaios clinicos europeus mostrou-se eficaz em mais de 90% dos casos. Dos trés
farmacos, um é obrigatoriamente inibidor de bomba de prétons (IBP) ou um antagonista dos
receptores H, da histamina, sendo os IBP’s utilizados com maior freqiiéncia. Atualmente,

trés esquemas terapéuticos estao disponiveis para erradicagao do Hp (EGAN, et al., 2007).

A Tabela 2 apresenta trés protocolos terapéuticos comumente utilizados no tratamento. O
protocolo 1 é aconselhavel quando se suspeita de resisténcia ao metronidazol e o 3 quando

a resisténcia € a claritromicina.

Tabela 2 — Protocolos terapéuticos para o combate ao Hp

Protocolo Farmacos Posologia ;I;:’gfnoegteo

1 Omeprazol 20 mg 2x dia 7 dias
Amoxicilina 1000 mg
Claritromicina 5000 mg

2 Omeprazol 20 mg 2xdia 7 dias
Metronidazol 400 mg ou
Tinidazol 500 mg
Claritromicina 250 mg

3 Omeprazol 20 mg 1xdia 7dias
Furazolidona 200 mg 3xdia 7dias
Azitromicina 500 mg 1xdia 3dias

Fonte: <www.fbg.org.br>

Na terapéutica quadrupla propbe-se a adicdo de um IBP, dois antibiéticos e um sal de
bismuto da ranitidina (antagonista dos receptores H, da histidina). Este tratamento tem-se
mostrado eficaz em 95-100% dos casos em que havia resisténcia primaria ao metronidazol
(EGAN, 2007).
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Apds o término do tratamento deve-se realizar o controle de cura apés um a trés meses
para evitar resultados falso-negativos. O exame diagndstico de escolha €& o respiratério,
porém pode-se também realizar o teste de urease e/ou histolégico. A sorologia ndo é segura
para a confirmacao da erradicacao, por que os valores de anticorpos podem permanecer
elevados por um periodo prolongado (GUIDELINES e PROTOCOLS, 2002).

Atualmente, existe uma demanda por pesquisas que busquem diferentes substancias com
propriedades similares aos antibidticos e que possuam reduzido efeito adverso e baixo custo
(KUBO, J et al., 1999). A Tabela 3 apresenta compostos que vem sendo obtidos a partir de
plantas e demonstraram possiveis fontes alternativas de terapia (CASTILLO-JUAREZ et. al.,
2007).

Tabela 3 — Produtos naturais com comprovada agéo anti- Hp

Substancia Composto ativo Referéncia
Extrato acetandlico e etandlico Alicina Canizares et al., 2004
do alho
Extrato hidroalcoolico do Acidos anacardicos Kubo, J et al.,1999
pseudofruto do caju
Extrato metanodlico do Sandalo B-santalol Ochi, 2005
a-santalol
Extrato metandlico de Flavonodides Zhu, 2007
Dracaena cochinchinensis
Curcuma Amada Fracoes fendlicas Siddaraju e Dharmesh, 2007
Azeite vegetal virgem Fracdes fendlicas Romero et al., 2007
Extrato etandlico de Acidos anacardicos Castillo-Juarez et al., 2007.
Amphipterygium adstringens
Extrato cloroférmico de Cistus Flavonodides Ustun et a., 2006
laurifolius

Fonte: Pesquisa propria.

1.2.2 Citoprotetores

Os medicamentos inibidores de bomba de prétons (IBP) tém sido largamente utilizados por
atuarem como inibidor do sangramento gastrico, como coadjuvantes na erradicagdo do Hp,
bem como na profilaxia de reincidivas do episddio ulceroso (LOURENCO e OLIVEIRA, 2003).
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Quando instalado o processo ulceroso na mucosa gastrica, o sangramento desencadeado
torna-se de dificil controle, pois 0 meio acido desse ambiente dificulta a agregacao
plaquetaria. Os IBP agem diminuindo a secreg¢do gastrica, com intuito de facilitar a
agregacao plaquetaria (GIORDANO-MAPPI e MALUF FILHO, 2008).

Os IBP sao os mais potentes supressores acidos do estbmago. Foram demonstrados os seus
beneficios no tratamento das Ulceras pépticas hemorragicas em estudo realizado com 220
pacientes que faziam uso de omeprazol por via oral (40 mg) duas vezes por dia ou placebo
por cinco dias apds o diagndstico endoscopico. Os pacientes tratados com IBP e portadores
de ulceras com vaso visivel sem sangramento ou coagulo aderido em sua base tiveram menor
probabilidade de sangramento. O mesmo ndo ocorreu nos pacientes com sangramento ativo
ou em porejamento. Em ulceras onde o sangramento cessou espontaneamente, a supressao

acida evitou a recorréncia de sangramentos (SUNG, 2006).

Em estudo realizado por Lau et al. (2000), 240 pacientes com hemorragia ulcerosa ativa ou
com vaso visivel sem sangramento ativo que foram submetidos ao exame endoscépico e
utilizaram omeprazol (80 mg endovenoso seguido de 8 mg por hora por 72h) ou placebo, a
taxa de recorréncia de sangramento até 30 dias foi de 5,8% para o grupo omeprazol e

21,7% para o grupo placebo.

Os antagonistas aos receptores da Histamina 2 das células parietais atuam por antagonismo
competitivo seletivo e sao potentes inibidores da secrecédo do acido cloridrico, ndo afetando,
portanto a secreg¢do de fatores intrinsecos ou a mobilidade gastrica. Varios bloqueadores
sdo comercializados (cimetidina, ranitidina e famotidina) e podem apresentar resultados de

cicatrizacao entre 80% a 90% em um intervalo de quatro semanas (ROCHA et al., 2006).

Com a intensificagao pela procura de substancias naturais que ajam como gastroprotetores,
experimentos com modelos animais comprovaram que os extratos e principios ativos de
diversas plantas como Rosmarinus officinalis (alecrim), Artemisia annua, Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa), Luehea divaricata (agoita cavalo), entre outras, exerceram efeito

antiulcerogénico por inibicao da secrecao de acido cloridrico (CARVALHO, 2006).
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1.3 PRODUTOS NATURAIS

As pesquisas envolvendo plantas medicinais sdo complexas e apresentam um carater
multidisciplinar, principalmente quando objetiva encontrar substancias ativas uteis na
terapéutica. Nessas pesquisas, a experiéncia indica que a selecdo da espécie a ser
estudada deve levar em consideracdo a indicacdo popular de uso medicinal em conjunto
com uma equipe que tenha experiéncia na identificagdo de espécies botanicos, no
isolamento e determinacdo das substancias ativas e na escolha e execu¢cdo dos ensaios
farmacologicos (FERREIRA, 2005).

Dentre as espécies de utilizagdo na medicina popular contra agravos estomacais e
infeccOes bacterianas a mangaba e o caju se destacam por serem utilizadas e facilmente
encontradas na regido nordeste do Brasil, sendo a propolis vermelha ainda pouco utilizada
pela populacéo por ser encontrada predominantemente em algumas regiées do nordeste e
ser pouco estudada (KUBO, J et al., 1999; PASSOS, 2007).

1.3.1 Mangaba

A mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) trata-se de uma arvore frutifera nativa do Brasil e
largamente encontrada em varios estados brasileiros, com grande dispersao natural na regido
nordeste, em especial no Estado de Sergipe. O fruto, principal produto consumido, é utilizado
na alimentagdo humana, principalmente na forma de suco e sorvete, podendo também ser
consumido in natura (SANTOS et al., 2007; SOUZA et al., 2007).

O latex da mangabeira e o suco leitoso do fruto sdo utilizados popularmente para tratamento
de doencgas fungicas, contra tuberculose e ulceras gastricas (GUARIM NETO e MORAIS,
2003; SAMPAIO e NOGUEIRA, 2005; SANTOS et al., 2007). Moraes et al. (2008) avaliaram
a acao anti Hp e o efeito gastroprotetor do extrato da casca do caule da mangabeira. Os
resultados demonstraram que este extrato possui efetividade no combate e cicatrizagcao de
Ulceras gastricas por sua capacidade de estimular a sintese de muco e produzir efeito anti-
secretério. Os autores observaram também efeito anti-Hp e auséncia de toxicidade
(MORAES et al., 2008).
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Segundo Xu et al. (2007), a protecdo da mucosa gastrica contra ataques por agentes
necrosantes se da principalmente pela produ¢cdo de muco. Ainda foi observado que as pro
antocianinas participam na aceleragao do reparo da mucosa quando a lesao é produzida por
acido acético. Os compostos fendlicos presentes no extrato da mangabeira possuem
molécula com o grupo catecol que apresentam atividade antioxidante, as quais estéo ligadas

diretamente ao processo de citoprotecéo.

Apesar da utilizacao na medicina popular para diversos fins, os frutos e o latex da mangabeira
ainda necessitam de estudos mais detalhados acerca da sua composi¢ao quimica, atividade
gastroprotetora, analgésica e antimicrobiana (BOMFIM, 2001; CRUZ, 2002).

1.3.2 Caju

A cultura do caju € de grande importancia sécio-econémica para a regido nordeste do Brasil. A
améndoa é muito apreciada, constituindo, juntamente com o liquido da castanha de caju, o
principal produto de exportacdo. O pedunculo de aparéncia exotica apresenta alto teor de
vitamina C e grande valor nutricional, entretanto, o aproveitamento ¢é insignificante em relacao

a quantidade de matéria prima potencialmente disponivel (AGOSTINI-COSTA et. al., 2004).

O extrato da casca do caule de Anacardium occidentale L. (cajueiro), possui atividade
antimicrobiana em diferentes organismos como Morganella morganii, Pseudomonas
aeruginosa, Staphylococcus aureus, Escherichia coli e Salmonella typhi (LAURENS et.al.,
1992). A casca tem efeito adstringente, por ser rica em tanino, sendo usada em curtume,
além de ter capacidade tintorial vermelho-escuro (tinge roupas, redes em linhas de pesca).
A resina obtida por cortes no tronco apresenta agdo expectorante e € usada no preparo de

bebidas, como a cajuina e a jeropinga (AKINPELU, 2001).

Os principais compostos bioativos presentes no caju sdo os acidos anacardicos, entretanto,
nos pedunculos de caju, a proporgao desses compostos fendlicos € muito baixa (SHOBA et
al., 1994). Os acidos anacardicos sao biosintetizados a partir de acidos graxos. Constituem
cerca de 90% do liquido que é extraido da casca da castanha do caju, sendo que, em tais

concentragdes, apresentam propriedades causticas e irritantes (DIOGENES et al., 1996).

Estudos com suco de caju comercializado demonstraram o potencial antitumor dos acidos

anacardicos, sugerindo que o consumo continuo do pedunculo, assim como seus
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subprodutos, durante periodos prolongados pode ser vantajoso no controle de tumores. A
avaliacdo da atividade antimicrobiana do extrato etandlico do pedunculo de caju frente a
Helicobacter pylori, demonstrou na fracao etil-acetato efetividade (KUBO, | et al., 1993; KUBO,
Jetal., 1999).

1.3.3 Prépolis vermelha

Na medicina popular, a propolis tem sido usada de forma empirica, desde os tempos
antigos, como agente antimicrobiano, antiinflamatério, cicatrizante, anestésico, antioxidante
e até mesmo anti-cancerigeno. Essas propriedades abrem a possibilidade de sua aplicagao
nas industrias farmacéutica e alimenticia, na forma de alimentos funcionais. Atualmente,
existem diversos produtos contendo prépolis, comercializados em todo mundo,
principalmente no Japdo, tais como xampus, tinturas, logdo anti-acne, cremes faciais,
pomadas, solugbes anti-sépticas, spray bucal, creme dental, pastilhas, balas, chocolates,
gomas de mascar, doces, entre outros (PARK et. al., 1998; MANARA et. al., 1999; VARGAS
et. al., 2004).

A composicéo quimica da prépolis é extremamente complexa e mais de 180 compostos foram
identificados, destacando-se como de grande importancia os flavondides. Estes compostos
fendlicos compreendem um amplo grupo de substancias naturais ndo sintetizadas pelos
animais (DAUGSCH et al., 2007). Cerca de 4.000 substancias diferentes ja foram listadas
como flavondides, elasapigenina, quercetina, hesperetina, rutina, luteolina, genisteina,
daidzeina, antocianidina e canferol. A presenga e a concentracdo destes compostos sao

utilizadas como indice de qualificagdo de amostras de prépolis (AWALE et al., 2008).

Os flavondides, juntamente com acidos fendlicos e ésteres, aldeidos fendlicos e cetonas séo
considerados os mais importantes compostos antimicrobianos da propolis. Outros
compostos sao 6leos volateis e acidos aromaticos (5 a 10%), ceras (30-40%), resinas,
balsamo e pdlen que é uma rica fonte de elementos essenciais como magnésio, niquel,
calcio, ferro e zinco (ALENCAR et al., 2007). O mecanismo de atividade antibacteriana é
considerado complexo e pode ser atribuido ao sinergismo entre flavonéides, hidroxiacidos e
terpenos (FERNANDES JUNIOR et al., 2006).

A proporcao destas substancias presentes na prépolis é variavel em fungao do local e da
época de coleta da mesma (FERNANDES JUNIOR et al., 2006). Portanto, a origem
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geografica da propolis € importante no controle de qualidade inclusive para sua efetiva

aplicagao terapéutica (PARK et al., 2002).

Certamente a capacidade de inibir o crescimento de microrganismos desta resina € uma das
atividades farmacoldgicas mais popularmente conhecidas e comprovadas cientificamente
(SALOMAO et at., 2007). Diversos pesquisadores tém demonstrado tal atividade frente a
microrganismo como Staphylococcus aureus, Bacillus subtilis, Salmonella typhinurium,
Salmonella enteritidis, entre outras (PARK et al., 1998). Ensaios in vitro utilizando 10 espécies
bacterianas Gram-positivas e 20 Gram-negativas, constataram que a atividade antibacteriana
da propolis demonstra ser mais eficaz dentre as Gram-positivas (SFORCIN et al., 2000;
FERNANDES JUNIOR et al., 2006; SALOMAO et al., 2007; ARAUJO, 2009).

Alguns trabalhos evidenciaram a capacidade da propolis de inibir o crescimento de
Helicobacter pylori sendo este produto um potencial inibidor de Ulceras gastricas (OHSUGI et
al., 1997; HASHIMOTO et al.,, 1998; BANSKOTA et al., 2001; BOYANOVA et al., 2005;
MENEZES, 2005).

Em relacdo a variedade de propolis vermelha existem poucos estudos, sendo que estes
trazem informagdes sobre o potencial biolégico desta, além da descricdo dos constituintes
bioativos, composi¢do quimica e origem botanica (ALENCAR et al., 2007; DAUGSCH et al.,
2007; SALOMAO et al., 2007).
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CAPITULO 2

ATIVIDADE GASTROPROTETORA DO EXTRATO HIDROALCOOLICO
DE PROPOLIS VERMELHA

Resumo

A Ulcera gastrica € um importante agravo a saude publica, acometendo cerca de 10% da
populagdo mundial. Fatores de risco como etilismo, tabagismo, estresse, habitos
alimentares, uso de medicamentos, entre outros, associados ou ndo a infeccdo por
Helicobacter pylori, podem desencadear lesbes ulcerosas. A pesquisa por produtos naturais
que possuam agao antimicrobiana e/ou gastroprotetora torna-se importante, posto que pode
auxiliar no tratamento dessa doenga. O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade
gastroprotetora e antioxidante do extrato hidroetandlico da propolis vermelha, variedade
ainda pouco estudada e presente na regido nordeste do Brasil. O extrato foi obtido por
maceracgao utilizando etanol 70% como solvente e o teor de flavondides e atividade
antioxidante foram determinadas. Ensaios in vitro para determinagcdo da atividade
antimicrobiana frente ao Helicobacter pylori e in vivo para avaliacdo da gastroprotecdo do
extrato foram realizados. A atividade antimicrobiana foi avaliada utilizando o método de
difusdo em pogos. A gastroprotecao foi determinada apds exposi¢cao do animal ao extrato
seguido de producgdo da lesdo utilizando alcool etilico. Apés uma hora os animais foram
sacrificados e foi realizada a avaliagdo macroscépica e histopatolégica do estdbmago. O
resultado obtido acerca do teor de flavondides foi de 0,31%. Quanto ao potencial
antioxidante obteve-se IC50 de 0,294 mg/mL e referente a atividade antimicrobiana do
extrato em estudo, foi observado que nas condi¢coes desse experimento, a propolis vermelha
demonstrou um halo médio de inibicado de 13+t2 mm. O indice de inibicdo de lesbes
ulcerativas foi calculado utilizando duas metodologias. Para a avaliagdo segundo Gamberini
et al. (1991), o extrato de propolis vermelha apresentou inibicdo das lesées de 92,3%. Na
metodologia adotada por Szelenyi e Thiemer (1979) foi encontrado 100% de inibicdo e
indices de lesdo ulcerativa (ILU) de 0,5+0,6 e 0,0+0,00 respectivamente para as
metodologias citadas. Portanto, péde-se evidenciar que a propolis vermelha apresentou uma
importante atividade gastroprotetora que pode ser relacionada a atividade antimicrobiana e
antioxidante da amostra estudada.

Palavras-chave: Ulcera péptica; propolis vermelha; Helicobacter pylori; gastroprotecao.
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Abstract

The gastric ulcer is a major public health disorder affecting approximately 10% of world
population. Risk factors such as alcoholism, smoking, stress, eating habits, medication use,
among others, associated or not with Helicobacter pylori infection, can cause ulcerative
lesions. The search for natural products that have antimicrobial action and / or gastric
protector becomes important, since it may help in treating this disease. The objective of this
study was to evaluate the antioxidant and gastric protector potential of the hydro alcoholic
extract of red propolis, variety still little studied and found in the northeastern region of Brazil.
The extract was obtained by maceration using 70% ethanol as solvent and content of
flavonoids and antioxidant activity were determined. Antimicrobial activity was evaluated
using the method of diffusion in wells. Gastric protection was determined after exposure of
the animal to extract followed by production of the lesion using alcohol. After one hour the
animals were sacrificed and macroscopic assessment and histopathology of the stomach
was performed. The result obtained on the content of flavonoids was 0.31%. As for the
antioxidant potential it was obtained IC50 of 0294 mg / mL and for antimicrobial activity of the
extract under study, it was observed that on the conditions of this experiment, the red
propolis showed an average halo of inhibition of 13 £+ 2 mm. The rate of inhibition of
ulcerative lesions was calculated using two methodologies. For evaluation by Gamberini et
al. (1991), the extract of red propolis showed inhibition of 92.3% of injuries. In the
methodology adopted by Szelenyi and Thiemer (1979) it was found 100% of inhibition and
rate of ulcerative lesion (ILU) of 0.5 + 0.6 and 0.0 £ 0.00 respectively for the mentioned
methods. So, it was evident that the red propolis showed an important gastric protector
activity that may be related to antioxidant and antimicrobial activity of the sample studied.

Key-words: Peptic ulcer, red propolis, Helicobacter pylori, gastric protection.

2.1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica é uma lesdo que ocorre na mucosa gastrica e duodenal. Sua incidéncia &
mundial com grande prevaléncia em paises desenvolvidos. A leséo € iniciada a partir de um
desequilibrio entre fatores fisiolégicos de defesa, tais como, a prote¢cdo mucoide e a secrecao
de prostaglandina, bicarbonato e pepsina acida e fatores agressores como estresse,
tabagismo, etilismo, uso de anti-inflamatérios nao esteroidais, habitos alimentares
inadequados, infeccao por Helicobacter pylori (Hp) e predisposicdo genética. Os fatores
agressores agem conjuntamente reduzindo a defesa da mucosa gastrica e ocasionando a
lesdo (WOLFE e SANCHES, 2000; WALLACE, 2001; JAINU e DEVI, 2006; LIMA et al., 2006).

O tratamento convencional da Ulcera gastrica baseia-se na inibicdo da secreg¢do estomacal
por medicamentos como os antagonistas aos receptores da histamina (receptores H,) das
células parietais e os inibidores de bomba de protons (LOURENCO e OLIVEIRA, 2003;
BIGUHETTI et al.,, 2005; ROCHA et al., 2006). Porém, um dos principais problemas com

relacdo a essa terapéutica é a taxa de reincidéncia da ulcera apds um ano do término do
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tratamento que é de 40 a 80% e as reagOes adversas causadas por esses farmacos
(MILLER e FARAGUER, 1986; CHAN e LEUNG, 2002).

A associagao entre a lesédo e a infecgao por Hp agrava o progndéstico do paciente e aumenta
o indice de recorréncia da lesdo, fazendo-se necessario a erradicacédo desse microrganismo
por antibidticos (CANIZARES et al., 2004). Entretanto, a resisténcia deste agente frente aos
antimicrobianos de escolha é crescente e o curso do seu tratamento desencadeia
importantes efeitos adversos que levam o paciente ao abandono do tratamento (OCHI et al.,
2005). Desta forma, a busca de novas substincias que possuam agado anti-ulcerogénica
e/ou anti-Hp tem sido objeto de diversas pesquisas (LIU et al., 2002; NOSTRO et al., 2005;
BARROS et al., 2008).

A propolis € uma substancia resinosa produzida por abelhas a partir de plantas que ganhou
popularidade como uma alternativa aos tratamentos de diversas afeccbes. Atualmente sabe-
se que essa possui diversas atividades biolégicas importantes no tratamento de agravos a
saude da populagdo como atividade antioxidante, antimicrobiana, antiulcerogénica,
antifungica, anticarcinogénica entre outras (BANKOVA et al., 2000; ARAUJO et al., 2002;
FUNARI e FERRO 2006).

No Brasil, pode-se encontrar diferentes tipos de prépolis com constituicbes quimicas
bastante variaveis, sendo entre elas, a mais conhecida e estudada a prépolis verde,
predominante na regidao Sudeste (BARROS et al., 2008). Na regido Nordeste, em especial
nos Estados de Sergipe e Alagoas, a prépolis vermelha surge como outra variedade, a qual
ja demonstrou comprovada atividade antimicrobiana em ensaios preliminares in vitro, porém
sua constituicdo quimica e atividade bioldgica ainda necessitam de estudos que melhor
elucidem essas propriedades (ALENCAR et al., 2007; BITTENCOURT, 2008).

O presente estudo teve como objetivo avaliar a prépolis vermelha quanto a atividade
antioxidante, teor de flavonoides, atividade gastroprotetora e antimicrobiana frente ao

Helicobacter pylori.
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2.2 MATERIAL E METODOS

2.2.1 Amostra

A amostra de prépolis vermelha utilizada foi coletada de colméias de Apis mellifera L.
proveniente do apiario Capivaras, situado no municipio de Brejo Grande/Sergipe/Brasil (S —
10°28°25” e W — 36°26’12”) em dezembro de 2007. Quanto a analise sensorial a propolis
demonstrou aroma balsamico acentuado e cor vermelha. Na granulometria a amostra
selecionada se apresentou heterogénea, nao pulverizada, com pedagos de pequeno

tamanho e consisténcia rigida a temperatura ambiente.

2.2.2 Obtencéao do extrato

Os extratos hidroalcodlicos de propolis foram obtidos conforme Brito et al. (2006).

A extragao foi realizada por maceracdo durante 24 horas em temperatura ambiente, sob
agitacao constante. O solvente extrator utilizado foi etanol a 70% (V/V) na proporcao de
1:100 (m/v). Apods periodo de extracao, o solvente foi eliminado por rotaevaporagédo e os

extratos secos armazenados em frasco &mbar sob refrigeracao.

2.2.3 Determinacéao dos flavonoides

O teor de flavonodides presentes no extrato de prépolis vermelha foi determinado utilizando
método espectrofotométrico e expresso como equivalente de quercetina. A metodologia foi
baseada no método descrito por Adelmann (2005). A curva padrao foi obtida a partir de
solugdes etandlicas de quercetina, nas concentragdes de 5 a 100 ug/mL. As amostras (0,5
mL) foram homogeneizadas com 1,5 mL de etanol, 0,1 mL de cloreto de aluminio a 10%

(m/V), 0,1 mL de acetato de potassio 1 mol/L e 2,8 mL de agua destilada. Apds repouso de
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40 minutos foi realizada a leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 415 nm.

O experimento foi realizado em triplicata.

2.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

A determinagcdo da atividade antioxidante foi realizada utilizando-se o método de
reatividade contra o radical livre estavel 2,2-difenil-1-picrilhidrazil (DPPH) descrito por
Moreno et al., (2000).

Um volume de 3 mL de extrato de prépolis nas concentragdes entre 2,5 e 15,0 mg/mL foi
homogeneizado com 750 uL de solugdo de DPPH 200 mM. Apds 15 minutos a temperatura
ambiente foi realizada leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. O
controle (etanol 70%) foi submetido ao mesmo procedimento. O experimento foi realizado

em triplicata.
O caélculo da % de inibicado do radical livre foi realizado segundo a equacéo 1:

%I = 100 - (Ac/Aa) X 100 (Eq.1)

Na qual:

%I é a porcentagem de inibi¢ao do radical livre DDPH pela amostra em relagao ao controle
Ac é a absorvancia da solugao controle

A € a absorvancia da amostra na respectiva concentragéo.

O indice de inibicgado médio (IC50) foi determinado utilizando os valores de %l em cada

concentracao por regressao nao linear utilizando o programa computacional Prisma.

2.2.5 Avaliacédo da atividade anti-Hp

Para realizacao do ensaio antimicrobiano utilizou-se a cepa de referéncia Helicobacter pylori
ATCC 43504 cedida pelo Laboratério de Materiais de Referéncia da Fundacao Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Os meios

utilizados nos experimentos foram caldo Brucella (HIMEDIA) e Mueller-Hinton (HIMEDIA).
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A cepa padrao liofilizada foi reativada em caldo Brucella por 24 horas, obtendo-se uma
suspensao das bactérias. Este material foi incubado por 48 horas em estufa bacterioldgica a
37°C. Apods turvagao visivel do caldo foi semeada por esgotamento para obtengdo de
colénias bem isoladas em Agar Mueller Hinton (HIMEDIA), suplementado com 10% de

sangue de carneiro por um periodo de 48 horas em microaerofilia a 37°C.

A atividade antimicrobiana em placas foi determinada pela técnica de pogos por difusdo em
agar. Nas placas contendo agar sangue (Mueller Hinton suplementado com sangue humano
a 10%) foram realizadas perfuragées de 9 mm de didmetro. O semeio foi feito com o in6culo
(0,5 da escala de McFarland) pela técnica de espalhamento. Nos pogos foram colocados
volumes de 80 uL da solugdo dos extratos hidroetandlicos de prépolis vermelha em uma
concentracao de 10% (m/V). As placas foram incubadas a 37°C, por um periodo de 48 horas
a 37°C. Os ensaios foram realizados em triplicata. A tetraciclina foi utilizada como controle

positivo e o alcool a 70% como controle negativo.

2.2.6 Avaliacéo da atividade gastroprotetora

Antes da realizagdo dos procedimentos in vivo, o projeto de pesquisa foi submetido ao
Comité de Etica em Pesquisa da Universidade Tiradentes (UNIT), sendo aprovado através

do parecer Consubstanciado niumero 250608.

Ratos Novergicus albinus da linhagem wistar pesando 300 g + 50 foram divididos em grupos
de 6 ratos e mantidos em condi¢gbes padronizadas, com ciclo claro-escuro de 12 horas,
tratados com racgao do tipo padrao (Labina) e agua ad libitum. Apds jejum de 24 horas, com

acesso livre a agua, foram realizados os tratamentos descritos na Tabela 4, a seguir.

Tabela 4 — Grupos tratados e seus correspondentes esquemas de dose

Grupo Tratamento Dose aplicada por massa
corpérea do animal

Grupo controle salina Solugéo salina 0,9% 10 mL/Kg

Grupo controle propilenoglicol  Propilenoglicol 10 mL/Kg

Grupo Cimetidina Suspenséo de cimetidina 100 mg/Kg

Grupo Omeprazol Xarope de omeprazol 30 mg/Kg

Grupo Proépolis Extrato seco de propolis dissolvido 200 mg/Kg

em propilenoglicol
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A aplicagado das substancias foi realizada por via oral utilizando canula de gavagem. Todos os
animais, apos 30 minutos da administracdo com os respectivos tratamentos, receberam 1,0 mL
de etanol absoluto. Apds 1 hora da administragao do etanol, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e seus estdbmagos foram retirados, lavados com solugéo salina e abertos
na sua maior curvatura para contagem das lesdes ulcerativas e calculos do indice de lesbes
ulcerativas (ILU), foram realizados segundo duas diferentes metodologias propostas por

Gamberini (1991) método A e por Szelenyi e Thiemer (1979) método B.

Segundo metodologia descrita pelo método A as lesdes foram contadas e classificadas de

acordo com os parametros demonstrados na Tabela 5.

Tabela 5 — Parametros para contagem do indice de lesdes ulcerativas pelo método A

Parametro Limites Escore (pontos)
Numero de petéquias Até 10 1
Até 20 2
Até 30 3
Numero e dimensao das ulceras de até 1 mm *nx2
maiores que 1 mm *nx3
Hemorragia Ausente 0
Presente 1
Perda das pregas gastricas Ausente 0
Presente 1
Perda da coloragao Ausente 0
Presente 1

*n= namero de lesdes encontradas.

Para a determinagdo da porcentagem de redugdo do ILU apresentados pelos grupos

tratados em relagdo ao grupo controle, foi utilizada a equacgao 2:

% de inibicdo do ILU = Média controle negativo — média tratado x 100 (Eq.2)

Média controle negativo

De acordo com a metodologia descrita pelo método B as lesbes ulcerativas foram contadas

e classificadas conforme demonstra a Tabela 6.

Tabela 6 — Parametros de classificagcao do indice de lesbes ulcerativas pelo método B

Classificagdo da lesao Parametro avaliado
Nivel 1 pontos hemorragicos < 1mm
Nivel 2 Ulcera de 2 mm de extensao

Nivel 3 Ulceras profundas de 3 mm de extensao
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Para cada grupo de tratamento foi calculado um indice de lesao (ILU), obtido através da

equacao 3:

ILU = Z (lesbes de nivel 1) + (lesdes de nivel 2 X 2) + (lesdes de nivel 3 X 3) (Eq. 3)

A férmula empregada no calculo porcentual da analise do grau de inibicdo da ulcera nos

grupos tratados foi a mesma utilizada pelo método A (equacgéo 2).

Apéds avaliagdo macroscopica, os espécimes foram fixados em formol a 10%. Decorrido o
periodo de 24 horas, as pecas foram seccionadas transversalmente, desidratadas em alcool
(Fmaia®), diafanizadas em xilol (Synth®) e incluidas em parafina sob a forma de blocos.
Cortes histolégicos com 5 um de espessura foram obtidos utilizando um micrétomo
(American Optical®) e as laminas submetidas & coloracdo Hematoxilina/Eosina (HE) e
observadas em um microscépio 6ptico (ZEISS, AXIOLAB®) em aumento aproximado de 40,
100 e 400X. Foram observadas as caracteristicas morfolégicas da mucosa gastrica, e
descritas as alteracdes patoldgicas encontradas, tais como, focos de hemorragia, infiltracao

de células inflamatoérias, disturbios hemodinamicos e sinais de necrose.

2.2.7 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados através da média + erro padrao e foram comparados
utilizando a analise de varidncia (ANOVA), seguido de Dunnet e Tukey considerando valores

significantes de p < 0,05.

2.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A atividade antimicrobiana de diferentes variedades de propolis tem sido comprovada por
diversos autores e seu uso se consolida a partir destes resultados positivos. Estudos
cientificos ja demonstraram a sua eficiéncia frente a bactérias como Staphylococcus aureus,
Bacillus subtilis e Salmonella typhimurium (MAZZUCO et al., 1996; PARK e IKEGAKI,1998;

BANKOVA et al.,, 1999). Em relacdo a variedade de prépolis vermelha alguns autores ja
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demonstraram a sua eficiéncia antimicrobiana frente a diferentes microrganismos
(BITTENCOURT, 2008; ARAUJO, 2009).

O presente trabalho demonstrou que a variedade de propolis vermelha, oriunda da regido de
Brejo Grande-SE apresentou atividade anti-Hp, onde halos médios de 13 £ 2 mm foram
observados quando foi utilizado extrato hidroetandlico a 10%. Este resultado coincide com
pesquisa realizada por Boyanova et al. (2003) onde obtiveram halos de inibicao de 15 mm
utilizando extrato etandlico de propolis bulgara. A capacidade de inibir o crescimento do
Helicobacter pylori por outras variedades de préopolis foi observado também por Ohsugi et al.
(1997), Hashimoto et al. (1998), Banskota et al. (2001) e Boyanova et al. (2005). Nostro et al
(2006), obteve resultados positivos quando utilizou conjuntamente extrato de prépolis de
origem italiana a claritromicina, antibiético que vem deixando de ser utilizado devido a

crescente resisténcia microbiana a este farmaco.

Apesar das diferencas na composi¢cao quimica da propolis proveniente de localizagbes
geograficas distintas, em sua maioria, o seu extrato tem demonstrado atividade
antimicrobiana frente a algumas linhagens bacterianas, incluindo a Helicobacter pylori. As
pesquisas atribuem esta atividade a acdo sinérgica de inUmeras substancias presentes na
prépolis, em especial os flavondides (ARAUJO et al., 2002; BOYANOVA et al., 2003).

A busca pela identificacdo de substancias que conferem a propolis vermelha atividade
antimicrobiana tem sido objeto de estudos, os quais atribuem aos flavondides a principal
classe de substancias com atividade biolégica (BANSKOTA et al., 2001). Fukai et al. (2002)
demonstraram a acao anti-Hp dos flavondides presentes em extratos de plantas oriundas da
Turquia avaliados através de ensaios in vitro. Assim, alguns isoflavonéides como licoricidina,

glabridina e glabrene foram identificados como responsaveis por essa atividade.

A propolis vermelha brasileira oriunda do Estado da Paraiba apresentou diversos tipos de
flavondides e tais moléculas tém sido testadas para algumas linhagens de células tumorais
(LIU et al., 2002). A prépolis utilizada no presente estudo demonstrou teor de flavondides de
0,31%, que apesar de estar dentro do valor minimo esperado pela legislagéo vigente que é
de 0,25% (BRASIL, 2001), mostra-se inferior aos encontrados por Bittencourt (2008), que
obteve concentragbes em torno de 1,8% para a mesma variedade de propolis. Apesar dos
valores baixos de flavondides na amostra estudada foi observada acao anti-Hp. A massa de
extrato seco de propolis utilizada para obtengdo do halo de inibicao foi de 6 mg, o que
equivale a 18,6 ug de flavondides. Bittencourt (2008) observou que a propolis vermelha

demonstrou atividade antifungica utilizando entre 1,5 ug e 11,1ug de flavondides.
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Araujo (2009) observou que concentragdes diferentes de propolis vermelha ndo possuiam
proporcionalidade ao didmetro dos halos de inibicdo observados. Tais resultados sinalizam
para o fato de que provavelmente os flavondides nao sejam os Unicos responsaveis pela acao
antimicrobiana. Outra hip6tese seria que talvez a partir de determinadas concentragdes nao
existam diferengas significativas de resultados ou que a qualidade dos flavondides presentes

na amostra sejam relevantes ao ponto de influenciar na efetividade da resposta.

Uma grande diversidade de flavondides tem sido descrita e classificada como isoflavonas,
catequinas, flavonas, antocianidinas e flavondis, com uma diversidade de efeitos bioldgicos,
como anti-neoplasico, anti-inflamatério, hepatoprotetor, antihipertensivo e antiplaquetario e
antioxidante (PICCINELLI et al., 2005). A atividade antioxidante tem sido descrita em alguns
estudos (OSHIMA et al., 1998; MAGNANI et al., 2000). Mora et al. (1990) e Cotelle et al.
(1992), além da atividade antioxidante, verificaram ainda que os flavonéides atuam sobre

radicais hidroxilas, devido sua capacidade de doar hidrogénio.

A prépolis vermelha apresentou IC50 de 294 ug/mL de prépolis que equivale a 0,914 pg/mL
de flavondides no extrato seco. Esses resultados demonstram o potencial antioxidante da
variedade de propolis estudada que provavelmente pode estar relacionada a sua
capacidade de inibir a lesdo do etanol sobre a mucosa gastrica. O etanol é metabolizado no
organismo, liberando &anion superéxido e hidroperéxidos. Tais radicais livres estao
envolvidos no mecanismo de ulceragdo aguda e cronica. O sequestro destas entidades
quimicas tem papel importante no processo cicatricial da lesao gastrica (UMAMAHESWARI
et al., 2007).

Os radicais livres sdo entidades quimicas capazes de gerar danos irreversiveis a célula. O
processo antioxidante inclui o sequiestro destes radicais prevenindo a sua propagagao,
hidrélise enzimatica da ligagdo éster para remover acidos graxos peroxidados de lipideos,
sequestro de ions metalicos de transi¢do e reducao de enzimas catalisadoras de peréxidos
(ANDREOLI, 2000).

A patogénese da Ulcera péptica esta associada a fatores enddgenos e exégenos. O etanol
causa estresse oxidativo, que pode acontecer pela diminui¢do da liberagdo do 6xido nitrico,

o qual possui papel importante no metabolismo de radicais livres (BATISTA, 2003).

A capacidade da mucosa gastrica para resistir a ferimentos por secregcbes enddgenas
(acido, pepsina e bile) e por ingestao de substancias irritantes (por exemplo: alcool) pode
ser atribuida a uma série de fatores que tém sido geralmente referidas como defesa da
mucosa (WALLACE, 2001).
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A formagao de lesdes da mucosa gastrica por agentes necrosantes, como o etanol, tem sido
relatada por associar a depressdo destes mecanismos de defesa gastrica (KINOSHITA et
al., 1995). Barros et al. (2008) demonstraram que a prépolis verde pode atuar na defesa da
mucosa gastrica e neste estudo, os autores observaram ainda que a prépolis nas
concentracoes de 250 e 500 mg/kg possui atividade anti-secretora. A propolis vermelha
apresentou inibicdo LU de 92,3% e 100,0% de acordo com os métodos A e B

respectivamente (Tabela 7) utilizando a concentragdo de 200 mg/kg.

Tabela 7 — Valores médios de ILU seguido de erro padrao e percentuais de inibicao da lesao
ulcerativa por diferentes métodos

Método A Método B
Tratamento Aspecto da mucosa ILU Inibicdo LU ILU Inibicdo LU
(%) (%)
Salina Hemorragia e lesdes 8,0+5,3° 10,0+8,0°

intensas

Propilenoglicol Sem hemorragia, mucosa  4,0+3,5*° 38,5 2,2+1,8%° 69,2
irritada

Cimetidina Hemorragia e lesdes 4,8+3,0%° 30,7 2,0+1,6%° 69,2

moderadas

Propolis Sem hemorragia, mucosa  0,5+0,6° 92,3 0,0+0,0° 100,0
vermelha integra

Omeprazol ~ Sem hemorragia, mucosa  0,2+0,4° 97,9 0,0£0,0° 100,0
integra

*Letras iguais em uma mesma coluna significa valores estatisticamente semelhantes.

A andlise histomorfolégica das amostras gastricas mostrou importantes diferencas nos
resultados entre os grupos estudados. Na analise do grupo controle (salina) pode-se
observar uma mucosa gastrica, exibindo areas extensas e multiplas de alteragdes
patolégicas compativeis com necrose fibrindide (exulceragao) da superficie epitelial (Figura
2.a1 e a3d). Adicionalmente, a regido do corpo do estbmago apresentou intensa dilatagcao
vascular e focos hemorragicos permeando as glandulas fundicas, sugerindo o inicio de uma
reacao de granulagao (Figura 2.a2). A lamina propria, de maneira geral, mostrou sinais de
infiltracdo leucocitaria de intensidade variando entre escassa a moderada, e discreta

hiperemia capilar (Figura 2.a2).

Os resultados obtidos com o grupo salina apresentaram-se similares quando avaliados
pelas metodologias A e B com ILU de 8 e 10 respectivamente. A salina ndo possui potencial

gastroprotetor gerando uma maior intensidade de lesdes e areas hemorragicas ocasionadas
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pelo etanol. O etanol é responsavel pela reducéao da producdo do muco, diminuicao do fluxo
sanguineo local, diminuicdo da secrecdao de bicarbonato e dos niveis de glutationa e
prostaglandina endégena. Todos estes fatores compdem o sistema de defesa fisiolégico da
mucosa gastrica. Além disso, o etanol ativa os mecanismos que sdo considerados fatores
agressores que podem ocasionar a ulceragdo. A presenca de etanol aumenta a liberagao de
histamina, o influxo de ions calcio e a geracao de radicais livres e produgao de leucotrienos
(BARROS et al., 2008).

O extrato de propolis vermelha apresenta baixa solubilidade em solventes aquosos
(BITTENCOURT, 2008). Por este motivo, o propilenoglicol foi utilizado para diluicao do

extrato seco e desta maneira também foi submetido a avaliagao.

Apesar dos valores de ILU obtidos pelos métodos A e B no grupo propilenoglicol serem
inferiores (4,0 e 2,2 respectivamente) aos do grupo salina, esta diferenga nao foi considerada
significante estatisticamente (p=0,1150). Contudo, o propilenoglicol apresentou inibicdo de
lesbes de 38,46% (método A) e 69,23% (método B). Estes indices de inibicdo se confirmaram
na avaliagdo histomorfolégica do material. Nos animais tratados com propilenoglicol pode-se
evidenciar o epitélio parcialmente preservado ndo demonstrando areas de exulceragéo (Figura
2.b1), porém foram observadas areas focais de hiperemia na camada submucosa (Figura
2.b2). O parénquima demonstrou a presenca de alguns vasos hiperemiados e escassos
linfocitos. No entanto, a maior extensdo do epitélio foveolar mostrou-se bem definida assim

como as glandulas fundicas, sem sinais de hemorragia (Figura 2.b1e b3).

A cimetidina utilizada como controle no presente experimento apresentou resultados similares
ao propilenoglicol (p=0,9904) e também ao grupo salina (p=0,2647), ndo demonstrando,
portanto diferenca estatistica significativa em relagao aos grupos citados. Porém, da mesma
forma que o propilenoglicol foi possivel observar potencial agdo gastroprotetora indicada pelo

indice de inibigdo e pela avaliagdo microscépica.

O grupo tratado com cimetidina apresentou mucosa gastrica mais preservada que o grupo
controle. No entanto, foi possivel identificar multiplas areas de exulceragdo secundarias a
necrose fibrindide da superficie epitelial (Figura 2.c1). Além disso, evidenciou-se intensa
hiperemia entre as glandulas fundicas (Figura 2.c2). Na lamina prépria pode-se observar
moderada infiltragdo leucocitaria mononuclear e focos de hemorragia (Figura 2.c2). Uma
observacao que deve ser destacada é que, mesmo nas areas mais preservadas da mucosa
gastrica, o epitélio foveolar se apresentou substituido por reagdo de granulagéo (Figura 2.c3),
no entanto, as porgdes profundas se mostraram bem preservadas, embora ja fosse possivel

verificar acumulo leve de células inflamatérias crénicas na lamina propria.
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Quando tratados com omeprazol, os espécimes estudados demonstraram diferenca
significativa se comparado ao grupo salina (p=0,0008), porém nao foi evidenciado alteragao

com significancia estatistica no ILU em relagdo aos demais grupos (p>0,05).

No estudo histomorfolégico do grupo tratado com omeprazol foi possivel evidenciar extensa
area de preservacgao do epitélio foveolar (Figura 2.d1). As glandulas fundicas mostraram-se
bem definidas (Figura 2.d2) e as células parietais e principais apresentaram-se compativeis
com a normalidade (Figura 2.d3). Contudo foi possivel observar poucas areas focais de
hiperemia e presenga de ocasionais linfocitos da lamina prépria. O omeprazol € um farmaco
muito utilizado como gastroprotetor, pois atua inibindo a bomba de prétons, e

conseqlientemente a secrecdo de acido cloridrico (GUIMARAES et al., 2006).

Os resultados obtidos com o grupo tratado com o extrato da prépolis vermelha nao
demonstraram diferencga significativa quando comparado ao grupo omeprazol (p=0,9997), o
qual atualmente trata-se de um farmaco de referéncia para gastroprotegcdo. No presente
estudo foram obtidos importantes indices de inibicdo de lesdo 92,3% e 100%, segundo os

métodos A e B respectivamente.

No grupo tratado com extrato hidroalcéolico de propolis vermelha, a mucosa gastrica se
apresentou dentro dos padrdes de normalidade em praticamente toda a mucosa (Figura
2.e1). A superficie epitelial exibiu epitélio foveolar preservado, glandulas fundicas bem
definidas, sem sinais de associagdo com manifestacdbes morfologicas de disturbios
hemodindmicos (Figura 2.e2) e porcao profunda demonstrando células parietais e principais
bem marcadas (Figura 2.e3). Na lamina propria, apenas escassos linfocitos foram
observados. Em apenas um espécime, foi observada a presenga de foco superficial de
necrose fibrindide, mas esta alteracdo patoldgica se apresentou limitada a apenas uma

pequena porgédo da mucosa.
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Figura 2 — Avaliagao histomorfolégica: (a) grupo salina, (b) grupo propilenoglicol, (c) grupo cimetidina,
(d) grupo omeprazol, (e) grupo propolis; (1) aumento de 100X, (2 e 3) aumento de 400X; Legenda:
regido de granulagao (rg), lamina proépria (Ip), camada muscular da mucosa (mm), hemorragia (hm),
epitélio foveolar (ef).
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2.4 CONCLUSAO

O extrato de prépolis vermelha pode ser um potencial medicamento para utilizagdo em lesbes
gastricas, uma vez que apresentou efetividade contra o crescimento de Hp e evidente acao
gastroprotetora em modelos de indug¢ao de ulcera produzida por etanol. Apesar dos resultados
do ILU ndo demonstrarem diferenga significativa entre os grupos tratados com propilenoglicol,
cimetidina, omeprazol e prépolis vermelha, os achados histomorfolégicos, bem como os
indices de inibicado do omeprazol e do extrato de prépolis vermelha apresentaram resultados

superiores para gastroprotegdo em relagdo aos demais grupos.

A presenca de flavonodides, apesar de baixa, pode estar relacionada a atividade anti-Hp e
gastroprotetora demonstrada, sugerindo que a qualidade desses compostos sejam tao

importante quanto a quantidade.

A atividade antioxidante pronunciada pelo extrato de prépolis vermelha demonstrou ser um
importante fator responsavel pela gastroprotecdo e supostamente tal funcido esteja

relacionada a associagao de flavonéides com outros compostos presentes na amostra.

O propilenoglicol apresentou atividade gastroprotetora, podendo ter agido de maneira
sinérgica com o extrato de propolis. Estudos adicionais devem ser realizados para

evidenciar a potencialidade gastroprotetora da prépolis vermelha em outros solventes.

O método A mostrou-se mais adequado para a diferenciagdo do potencial gastroprotetor dos

medicamentos testados, pois avalia de maneira mais detalhada a lesdo formada.
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CAPITULO 3

AVALIACAO DA POTENCIAL GASTROPROTETOR DO EXTRATO
HIDROALCOOLICO DE MANGABA E CAJU

Resumo

A Ulcera péptica é considerada um importante problema de saude em todo o mundo.
Fatores relacionados aos habitos de vida da atualidade associados a infecgcao por
Helicobacter pylori tem aumentado os indices de acometimento desse agravo. Diversas
pesquisas tém identificado substancias naturais que possuem acgdo efetiva de
gastroprotecdo e a etnofarmacologia tem apontado que a mangaba e o caju sao utilizados
pela populagao brasileira, em especial na regido Nordeste, como tratamento alternativo para
tal finalidade. Pesquisas demonstram algumas atividades biolégicas importantes da
mangaba e do caju, contudo, estudos que melhor caracterizem atividades relacionadas ao
potencial gastroprotetor ainda sdo escassos. Dessa forma, o presente trabalho tem por
objetivo avaliar o potencial gastroprotetor do fruto da mangaba e pseudofruto do caju. Para
tanto foi realizado a extragcido hidroalcoolica das amostras estudadas através de maceracgao
para posterior determinagao da atividade anti-Hp, teor de flavondides, atividade antioxidante
e potencial gastroprotetor através de analises macroscopicas e histomorfolégicas. O ensaio
microbioldgico foi realizado por difusdo em agar pelo método de pogos, a quantificacdo de
flavonoides foi obtida através de espectrofotometria utilizando um padrao de quercetina e a
atividade antioxidante foi determinada através do sequestro de radical livre por DPPH. A
inducdo da lesdo foi realizada por etanol e indice de lesdo ulcerativa (ILU) foi calculado por
duas metodologias distintas. Os resultados demonstraram que os espécimes estudados, nas
condigbes desse experimento, ndo possuem atividade anti-Hp. Os extratos da mangaba e
do caju apresentaram teor de flavondides de 0,20% e 0,15% e IC50 para atividade
antioxidante de 0,597 e 0,285 mg/mL respectivamente. A analise histomorfologica
demonstrou um potencial citoprotetor da mangaba maior que o caju e similar a da
cimetidina, que é um farmaco utilizado comumente como gastroprotetor. Portanto, pode-se
concluir que os extratos hidroetandlicos de mangaba e caju demonstraram potencial
citoprotetor possivelmente atribuido a presenca de flavonéides, mesmo n&o demonstrado
atividade anti-Hp.

Palavras-chave: Ulcera péptica; mangaba; caju; potencial gastroprotetor.
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Abstract

The peptic ulcer is considered a major health problem worldwide. Factors related to current
living habits associated to Helicobacter pylori infection have increased these disease rates of
onset. Several studies have identified natural substances that have effective gastric protector
action and ethno pharmacology has indicated that mangaba and cashew are used by
Brazilian population, especially in the Northeast, as alternative treatment for this purpose.
Researches show some important biological activities of mangaba and cashew, however,
studies to better characterize related activities to the gastric protector potential are still
scarce. Thus, this study aims to evaluate mangaba fruit and cashew pseudo fruit gastric
protector potential. For this it was made the extraction of hydro alcoholic samples through
maceration for later determination of anti-HP activity, content of flavonoids, antioxidant
activity and gastric protector potential through macroscopic and histomorphological analysis.
The microbiological testing was carried out by diffusion in agar by means of wells, the
quantification of flavonoids was obtained by spectrophotometry using a standard of quercetin
and the antioxidant activity was determined by the sequestration of free radical by DPPH.
The induction of the lesion was performed by ethanol and ulcerative lesion index (ILU) was
calculated by two different methodologies. The results showed that the specimens under the
conditions of this experiment do not have active anti-Hp. The extracts of cashew and
mangaba presented content of flavonoids of 0.20% and 0.15% and IC50 for antioxidant
activity of 0597 and 0285 mg / mL respectively. Histomorphological studies showed
mangaba cytoprotectant potential larger than cashew and similar to cimetidina, that is that a
drug commonly used as gastric protector. Therefore it was concluded that hydro alcoholic
extracts of mangaba and cashew demonstrated cytoprotectant potential possibly attributed to
the presence of flavonoids, even though it has not shown anti-HP activity.

Key-words: Peptic ulcer, mangaba, cashew, gastric protector potential.

3.1 INTRODUGAO

A Ulcera péptica é um agravo que acomete um numero consideravel de pessoas em todo o
mundo. Fatores associados ao estresse, tabagismo, alcoolismo, infeccdo por Helicobacter
pylori (Hp) e uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais potencializam o indice de
acometimento dessa lesdo (VONKEMAN et al., 2007).

Diversas pesquisas demonstraram que uma ampla variedade de componentes quimicos
isolados a partir de produtos naturais apresenta potencial gastroprotetor e agcédo anti-Hp
(KUBO, J et al., 1999; CANIZARES et al., 2004; OCHI et al., 2005). A etnofarmacologia tem
demonstrado que algumas plantas brasileiras sao utilizadas no tratamento de disturbios
gastricos, e particularmente, no Nordeste do Brasil, a mangaba e o caju sdo empregadas
para tal finalidade (BARCELOS et al., 2007; OLIVEIRA et al., 2007).

O fruto da mangabeira (Hancornia speciosa Gomes) é consumido naturalmente ou usado como

matéria prima na agroindustria. O suco leitoso do fruto e o latex desta espécie sao utilizados na
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medicina popular como medicamento caseiro no tratamento de agravos como tuberculose e
Ulcera gastrica (NOGUEIRA e SAMPAIO, 2006). A casca do caule demonstrou atividade

gastroproterora e potencial anti-Hp em estudo realizado por Moraes et al. (2008).

O Anacardium occidentale L. (cajueiro) € uma arvore de grande importancia econdmica no
Brasil (BRITO et al., 2007). Trata-se de um vegetal que pode ser encontrado em diversas
regides do pais e diferentes componentes deste vegetal como a casca do caule, as folhas e
fruto demonstraram algumas propriedades biolégicas importantes como anti-inflamatério,
antimicrobiano, antihipertensivo, antipirético e no tratamento de disturbios gastricos
(LAURENS et al., 1992; KUBO, J et al., 1999; BARCELOS et al., 2007). Contudo, pesquisas
que melhor caracterizem as propriedades biolégicas do pseudofruto ainda sdo escassas e

estudos que elucidem essas caracteristicas ainda se fazem necessarios.

Portanto, o presente estudo teve como objetivo a avaliacdo dos extratos brutos do fruto da
mangabeira e pseudofruto do caju referentes a sua atividade antioxidante, teor de

flavondides, potencial gastroprotetor e atividade antimicrobiana frente ao Helicobacter pylori.

3.2 MATERIAL E METODOS

3.2.1 Amostra

Os frutos da mangabeira e do cajueiro foram obtidos no mercado local (Aracaju/SE) em

estagio intermediario de maturacéo.

Para avaliacdo da atividade anti-Hp utilizou-se a cepa padrao de Helicobacter pylori ATCC
4350, cedida pelo Laboratério de Materiais de Referéncia da Fundacdo Oswaldo Cruz
(FIOCRUZ), Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saude (INCQS). Os meios

utilizados nos experimentos foram caldo Brucella (HIMEDIA) e Mueller-Hinton (HIMEDIA).
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3.2.2 Preparo dos extratos

O fruto e pseudofruto da mangaba e do cajueiro, respectivamente, foram fracionados em
pequenos fragmentos e levados a estufa na temperatura de 40°C, até secagem total do
material. O material foi entdo pesado (20g) e submetido & maceragdo (temperatura
ambiente/agitacédo) por 24 horas, utilizando como agente extrator o etanol 70%. Apos este
periodo, os extratos foram filtrados a vacuo e os solventes eliminados por evaporagdo. Os
extratos secos foram novamente dissolvidos em alcool 70% na concentragdo de 10% m/v e

armazenados em frasco &mbar sob refrigeracao.

3.2.3 Determinacédo da concentragao de flavondides

O teor de flavonoides presentes no extrato de mangaba e caju foi determinado através de
espectrofotometria e expresso como equivalente de quercetina. Foi utilizada a metodologia
proposta por Adelmann (2005). A curva padrao foi obtida a partir de solugbes etandlicas de
quercetina, nas concentragbes de 5 a 100 pg/mL. As amostras (0,5 mL) foram
homogeneizadas com 1,5 mL de etanol, 0,1 mL de cloreto de aluminio a 10% (m/V), 0,1 mL
de acetato de potassio 1 mol/L e 2,8 mL de agua destilada. Apds repouso de 40 minutos foi
realizada a leitura em espectrofotbmetro no comprimento de onda de 415 nm. O

experimento foi realizado em ftriplicata.

3.2.4 Avaliacdo da atividade antioxidante

A determinacdo da atividade antioxidante foi realizada seguindo o método descrito por
Moreno et al., (2000) utilizando-se o método de sequiestro do radical livre estavel 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH).

Um volume de 3 mL dos extratos nas concentragdes entre 2,5 e 150 mg/mL foi
homogeneizado com 750 L de solugdo de DPPH 200 mM. Apds 15 minutos a temperatura

ambiente foi realizada leitura em espectrofotdmetro no comprimento de onda de 517 nm. O
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controle (etanol 70%) foi submetido ao mesmo procedimento. O experimento foi realizado

em triplicata.
O caélculo da % de inibicao do radical livre foi realizado segundo a equacéo 1:
%I =100 - (Ac/Aa) x 100 (Eq.1)
Na qual:
%I é a porcentagem de inibicao do radical livre DDPH pela amostra em relagao ao controle
Ac € a absorvancia da solucéo controle
Aa € a absorvancia da amostra na respectiva concentragao.

O indice de inibicdo médio (IC50) foi determinado utilizando os valores de %l em cada

concentragao por regressao nao linear utilizando o programa computacional Prisma.

3.2.5 Avaliacéao da atividade Anti-Hp

A cepa liofilizada foi inoculada inicialmente em caldo Brucella para reativacao,
subsequentemente o material foi incubado por 48 horas em estufa bacteriolégica a 37°C.
Apoés turvacao visivel do caldo foi semeada por esgotamento em agar Mueller Hinton
(HIMEDIA), suplementado com 10% de sangue de carneiro por um periodo de 48 horas em

jarra de microaerofilia a 37°C.

A atividade antimicrobiana foi determinada pela técnica de pocgos por difusdo em agar. Nas
placas contendo agar sangue (Mueller Hinton suplementado com sangue de carneiro a 10%)
foram realizadas perfuracées de 9 mm de didmetro. O semeio foi feito com o in6culo (0,5 da
escala de McFarland) pela técnica de espalhamento. Nos pogos foram colocados volumes
de 80 pL da solugdo dos extratos hidroetandlicos de mangaba e caju em concentragdo de
10% (m/V). As placas foram incubadas 37°C, por um periodo de 48 horas a 37°C. Os
ensaios foram realizados em triplicata. A tetraciclina foi utilizada como controle positivo e o

alcool a 70% como controle negativo.
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3.2.6 Avaliacéo do potencial gastroprotetor

Ratos Novergicus albinus da linhagem wistar, machos, pesando 300 g £ 50 foram divididos
em grupos de 6 ratos e mantidos em condi¢des padronizadas, com ciclo claro-escuro de 12
horas, tratados com ragédo do tipo padrdo (Labina) e agua ad libitum. Apds jejum de 24

horas, com acesso livre a agua foram realizados os tratamentos descritos na Tabela 8.

Tabela 8 — Grupos de tratamentos e esquema de doses utilizadas

Grupo Tratamento Dose / massa corpérea
Grupo Salina Solugéo salina 0,9% 10 mL/Kg
Grupo Omeprazol Xarope de omeprazol 30 mg/Kg
Grupo Cimetidina Suspensdo aquosa de cimetidina 100 mg/Kg
Grupo Caju Extrato seco de caju em solugéo salina 200 mg/Kg
Grupo Mangaba Exlt_rato seco de mangaba em solugéo 200 mg/Kg
salina

Fonte: Pesquisa propria.

A administracdo dos extratos e substancias controle foi realizada por via oral utilizando
canula de gavagem. Todos os animais, apés 30 minutos da administracdo com os
respectivos tratamentos, receberam 1,0 mL de etanol absoluto (Fmaia®). Apés 1 hora da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus
estdbmagos foram retirados, lavados com solugao salina e abertos na sua maior curvatura
para contagem das lesdes ulcerativas e os calculos do indice de lesbes ulcerativas (ILU)
foram realizados segundo duas diferentes metodologias propostas por Gamberini et al.
(1991) método A e por Szelenyi e Thiemer (1979) método B.

Segundo método A as lesdes foram contadas e classificadas de acordo com os parametros

demonstrados na Tabela 9.

Tabela 9 — Pardmetros para contagem do indice de lesdes ulcerativas pelo método A

Parametro Limites Escore (pontos)

Numero de petéquias Até 10 1
Até 20 2
Até 30 3

Numero e dimensao das ulceras até 1 mm *nx2

>1mm *nx3
Hemorragia Ausente 0
Presente 1
Perda das pregas gastricas Ausente 0
Presente 1
Perda da coloragao Ausente 0
Presente 1

*n= numero de lesdes encontradas
Fonte: Pesquisa propria.
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Para a determinagdo da porcentagem de redugdo das LU apresentados pelos grupos

tratados em relagao ao grupo controle, foi utilizada a equacao 2:

% de inibicdo das LU = Média controle negativo — média tratado x 100 (Eq.2)

Média controle negativo

De acordo com a metodologia descrita pelo método B as lesbes ulcerativas foram contadas

e classificadas conforme demonstra a Tabela 10.

Tabela 10 — Parametros classificatorios do indice de lesdes ulcerativas pelo método B

Classificagédo da lesao Parametro avaliado
Nivel 1 pontos hemorragicos < 1mm
Nivel 2 Ulcera de 2 mm de extenséo
Nivel 3 Ulceras profundas de 3 mm de extensao

Fonte: Pesquisa propria.

Para cada grupo de tratamento foi calculado um indice de lesao (ILU), obtido através da

equacéo 3:
ILU = Z (lesbes de nivel 1) + (lesdes de nivel 2 X 2) + (lesdes de nivel 3 X 3) (eq. 3)

A formula que foi empregada no calculo percentual da analise do grau de inibicao da ulcera

nos grupos tratados esta descrita na equacgao 2:

3.2.7 Avaliagcao histomorfoldgica

Apods avaliacdo macroscopica, os espécimes foram acondicionados em recipientes contendo
formol a 10% para fixacao. Decorrido o periodo de 24 horas para a fixagao, as pecas foram
seccionadas transversalmente, desidratadas em alcool (Fmaia®), diafanizadas em xilol
(Synth®) e incluidas em parafina sob a forma de blocos. Os blocos foram montados em
micrétomo (American Optical®) e obtidos cortes com 5 pm de espessura. De cada animal foi
confeccionada uma lamina com cerca de 3 secgdes cada, a qual foi submetida a coloragao
Hematoxilina/Eosina (HE) e observados em um microscopio de luz ZEISS, AXIOLAB®.
Foram observadas as caracteristicas morfolégicas da mucosa gastrica, e descritas as
alteragbes patologicas encontradas, a exemplo de focos de hemorragia, infiltracdo de

células inflamatdrias, disturbios hemodindmicos e sinais de necrose.
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3.2.8 Anélise estatistica

Os dados foram apresentados através da média + erro padrdo e foram comparados
utilizando a analise de variancia (ANOVA), seguido de Dunnet e Tukey, considerando

valores significantes de p < 0,05.

3.3 RESULTADOS E DISCUSSAO

A etnofarmacologia brasileira demonstra que uma larga variedade de produtos naturais &
utilizada como fonte terapéutica para distlrbios gastricos (ASSUNCAO e MERCADANTE,
2003; MORAES et al., 2008). No Nordeste do Brasil, a mangaba e o caju vem sendo
utilizados com tal finalidade. Estudos que comprovem a real atividade desses vegetais tem
se mostrado de suma importancia no sentido de comprovar cientificamente o censo comum

da populagéo.

Nos testes utilizando cepa ATCC 43504 de Hp nao foram evidenciados halos de inibigao
para os extratos hidroalcodlicos do fruto da mangaba e pseudofruto do caju nas

concentragdes estudadas.

Em estudo realizado por Kubo, J et al. (1999), a concentracdo de acidos anacardicos
encontrados no suco do pseudofruto do caju foi de 0,00006%. Na concentragao de 200
pg/mL destes fendis, os autores evidenciaram que a fragéo etil-acetato do extrato etandlico

demonstrou efetividade contra o Hp.

No presente experimento utilizou-se o extrato bruto hidroalcodlico do caju a 10% (m/V), que
proporcionalmente, baseando-se teor de acidos anacardicos obtido por Kubo, J et al. (1999)
equivale a de 0,6 pg/mL na amostra estudada. Este concentragdo é muito baixa quando
comparada aquela que os autores utilizaram. Desta forma, concentra¢gdes mais altas deste
extrato possivelmente trardo resultados diferentes destes encontrados. Outro ponto a ser
salientado, é que a extragdo realizada neste trabalho foi hidroetandlica por 24 horas,
enquanto Kubo, J et al. (1999) utilizaram como solvente extrator alcool etilico absoluto e ndo
descreveram o tempo de maceragao. A diferengca da qualidade das moléculas extraidas

pode estar relacionada diretamente com o sistema solvente e o tempo de extrac&o. Desta
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forma, é necessario que estudos posteriores investiguem o método e solvente extrator mais

adequado para a efetividade anti Hp do pseudofruto do cajueiro.

O teor de flavondides encontrado com extrato de caju foi de 0,15% e o IC 50 para atividade
antioxidante de 0,285 mg/mL. A atividade antioxidante evidenciada no extrato pode ter
influenciado no indice de inibicdo de lesdes gastricas que apresentou 30,8% (método A) e
36% (método B) (Tabela 11).

Tabela 11 — Valores médios, erro padrao de ILU e percentuais de inibicdo da lesao
ulcerativa por diferentes métodos

Método A Método B
Tratamento Aspecto da mucosa ILU Inibicao ILU Inibicao
LU (%) LU(%)

Salina Hemorragia, varios pontos de 6,515,32 6,5+8,0°

Ulcera e petéquias
Omeprazol Sem hemorragia, mucosa 0,2+0,4° 97,9 0,0+0,0° 100,0

integra
Cimetidina Hemorragia, tUlceras 1mm 4,5+3,0° 30,7 2,0+1,5° 69,2
Mangaba Hemorragia, ulceras 1mm 3,513,62 46,2 1,5+1,8° 76,9
Caju Hemorragia, ulceras 1mm 3,513,62 30,8 4,2+2,0*° 36,0

*Letras iguais em uma mesma coluna corresponde a valores estatisticamente semelhantes.

No grupo tratado com extrato de caju os espécimes demonstraram areas de hiperemia
compativeis com exulceracgao, epitélio foveolar substituido por reacdo de granulacao. As
por¢cdes mais profundas exibiam reacado inflamatéria bem definida com a presenca de

dilatacao vascular aliada a focos hemorragicos (Figura 3.e3).

Esses resultados demonstraram que nas condigcbes do presente estudo o extrato
hidroetanodlico administrado na dose de 200 mg/kg ndo demonstrou elevada efetividade no
processo de gastroprotecdo de lesdo induzidas por etanol. Ferreira (2005), pesquisando
uma variedade de caju, encontrou 82% de inibicdo de lesdes, essa diferenga pode ser
consequéncia da dose de extrato metandlico que foi de 250 mg/kg e o solvente extrator que
foi utilizado. Sendo assim, os resultados indicam que o método de extracdo ou solvente
utilizado, bem como a concentracdo do extrato pode ter influenciado negativamente na

extragdo de substancias bioativas essenciais para o processo de gastroprotegao.

O extrato hidroetandlico de mangaba, assim como o de caju, ndo demonstrou atividade anti-
Hp. Esse resultado pode ser devido a concentragcdo baixa de flavondides exibida que foi de

0,20%. Segundo Moraes et al. (2008) a presenca de derivados de acidos fendlicos,
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catequinas e proantocianina no extrato etandlico estdo relacionados a atividade anti-Hp.

Nesse estudo foi verificado que a concentragao inibitéria minima foi de 125 pg/mL.

Segundo Wittschier et al. (2007), vegetais ricos em proantocianidina apresentam atividade
anti-adesiva do Hp. Ainda segundo os autores as catequinas e as proantocianidinas sao
flavonodides com alta capacidade antioxidante. No presente estudo, o extrato hidroetandlico
apresentou um IC50 de 0,567 mg/mL. A atividade antioxidante apresentada pode estar
ligada ao mecanismo de citoprotecdo gastrica deste extrato o qual exibiu uma inibigdo de
46,2% pelo método A e 76,9% pelo método B das lesbes, o que pode ser observado na

analise histomorfoldgica.

Nos animais tratados com mangaba observou-se, a presenga de extensas areas de necrose
fibrindide da superficie epitelial compativeis com exulceragédo (Figura 3.c1). Na Figura 3.c2
pode-se observar moderada hiperemia entre as glandulas fundicas associada a focos
hemorragicos. Na lamina propria, verificaram-se areas focais de extravasamento de hemacias
e escasso infiltrado inflamatério mononuclear (Figura 3.c3). No entanto, pode-se perceber que
nas regides menos afetadas da mucosa nao foram evidenciadas importantes alteragbes no
epitélio foveolar. Este demonstrou-se preservado sem sinais de substituicdo por reacao de
granulacdo. Nas por¢cbes mais profundas ocupadas pelas glandulas fundicas nao foram
observados indicios de alteracbes morfologicas que indiquem disturbios hemodindmicos.
Apesar da eventual evidenciacdo de poucos vasos capilares dilatados e ocasionais células

inflamatérias mononucleares, a lamina propria exibia caracteristicas de normalidade.
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Figura 3 — Avaliagao histomorfoldgica: (a)grupo salina, b) grupo omeprazol., (c) grupo mangaba, (d)
grupo cimetidina, (e) grupo caju; (1) aumento de 100X, (2 e 3) aumento de 400X.

Os resultados obtidos no presente trabalho podem ser associados aos flavonéides presentes
na amostra haja vista que segundo Ferreira (2005), esses compostos auxiliam no aumento da

vascularizagao através da vasodilatacao do endotélio que pode ser explicada pela abertura de

canais de potassio, fato este influencia positivamente no processo cicatricial.

Segundo Guimarées et al. (2006) e Rocha et al. (2006) os medicamentos mais utilizados

atualmente com o propdsito de promover a gastroprote¢cdo atuam basicamente na inibigao
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da bomba de prétons e como antagonista H, porém nenhum deles tem a propriedade de
aumentar a vascularizacao local com o intuito de promover a cicatrizacdo, o que torna o

extrato da mangaba um agente promissor para tal finalidade.

A atividade gastroprotetora do extrato da mangaba foi similar a da cimetidina, farmaco
amplamente utilizado, com agao anti-histaminica, porém difere da acdo obtida nos grupos
tratados com omeprazol que possui agdo baseada na inibicdo da bomba de prétons
(GUIMARAES et al., 2006). A agdo anti histaminica, bem como o aumento dos niveis de
prostaglandina endoégena e captura dos oxigénios derivados de radicais livres pode ser
relacionada a presenca de flavonéides que podem ser encontrados em produtos naturais
(JUNG, et al., 2005).

Os dados obtidos nas analises da atividade antioxidante dos extratos de mangaba e caju
indicaram que nao ha diferenca significativa (p>0,05). A presenca de substancias
antioxidantes pode estar relacionada com a atividade gastroprotetora, ja que os radicais
livres sdo um fator predisponente para doencas gastricas (KUBO, | et al., 2006; TREVISAN
et al., 2006).

A utilizacdo de duas metodologias para contagem e classificacdo das lesdes ulcerativas
faz-se importante, pois a partir destas foi possivel observar diferentes indices de inibicdo
de lesdes ulcerativas, os quais apresentaram resultados bastante discrepantes. O método
A, mesmo tendo demonstrado indices de inibicdo de lesdes ulcerativas menores que o B,
mostra-se mais criterioso ao avaliar a atividade gastroprotetora dos extratos testados, pois
este ndo s6 avalia a extensdao de ulceras como também a quantidade de petéquias,
presenca de hemorragia, perda das pregas gastricas e perda de coloragéo. Por outro lado,
o método B mostra-se ineficaz na classificagdo de lesdo de substancias que possuam
potencial gastroprotetor intermediario a exemplo dos extratos de mangaba e caju desse
estudo. Desse modo, a mangaba avaliada sob os critérios do método A demonstrou um
maior potencial gastroprotetor em relagdo ao caju, o que foi também evidenciado na

analise histomorfologica.

No grupo controle negativo (salina) foram encontrados sinais de lesbes vasculares
compativeis com necrose fibrindide na superficie epitelial na mucosa gastrica (Figura 3.a1),
bem como regides sugestivas de reagao de granulagéo devido a intensa dilatacdo vascular
e focos hemorragicos permeando as glandulas fundicas (Figura 3.a2 e 3.a3). Este efeito
pode ter sido ocasionado devido ao contato direto do etanol com as células endoteliais. O
etanol é fator determinante para formacgao das lesdes gastricas por provocar a destrui¢cdo da

camada de muco e inibicao da secrecao de bicarbonato. Ambos possuem funcionalidade na
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protecdo do epitélio contra as secre¢bes acidas do estdbmago. Este agente indutor de
Ulceras interfere na citoprotecao por precipitar proteinas, liberar radicais livres e reduzir a
concentracao de compostos sulfidrilas nas células da mucosa (OATES e HAKKININ, 1988;
BARROS et al., 2008).

O grupo salina demonstrou resultados compativeis em ambas metodologias, confirmando
que essa ndo possui atividade gastroprotetora e portanto gera uma maior intensidade de

lesbes e areas hemorragicas ocasionadas pelo etanol.

No grupo tratado com omeprazol foi evidenciado extensa area de preservacgao do epitélio
foveolar (Figura 3.b1). As glandulas fundicas mostraram-se bem definidas (Figura 3.b2) e as
células parietais e principais compativeis com a normalidade (Figura 3.b3). Em suma, a
analise desse grupo demonstrou um epitélio bem preservado com raras areas focais de
hiperemia e presenca de ocasionais linfocitos da lamina prépria. O omeprazol € um farmaco
muito utilizado como gastroprotetor, pois atua inibindo a bomba de prétons, e

conseqlientemente a secrecéo de acido cloridrico (GUIMARAES et al., 2006).

Quando tratados com omeprazol, os espécimes estudados demonstraram diferencga
significativa se comparado ao grupo salina (p=0,0008), porém néo foi evidenciado alteracdo

com significancia estatistica no ILU em relagdo aos demais grupos (p>0,05).

Apesar do grupo tratado com cimetidina apresentar uma mucosa gastrica mais preservada
que o grupo controle (salina), na analise foi evidenciado multiplas areas de exulceragcao
secundarias a necrose fibrindide da superficie epitelial (Figura 3.d1 e 3.d2), associado a
uma intensa hiperemia entre as glandulas fundicas (Figura 3.d2) e moderada infiltragao
leucocitaria mononuclear na lamina prépria, em conjunto com focos de hemorragicos (Figura
3.d2). Pode-se perceber também que mesmo nas areas menos afetadas pelo etanol o
epitélio foveolar se apresentou substituido por reagdo de granulagdo (Figura 3.d3). No
entanto, as porcdes profundas se mostraram bem preservadas, embora ja fosse possivel

verificar acumulo leve de células inflamatdrias crénicas na lamina propria.

Os resultados dos histomorfolégicos do grupo com extrato de caju levam a crer que o seu
potencial gastroprotetor é inferior ao da mangaba, da cimetidina e do omeprazol, haja vista
que alteracdes histomorfolégicas foram mais marcantes neste grupo em comparagao aos

demais citados.

Os vegetais testados possuem potencial citoprotetor, embora inferior aos farmacos adotados

na terapia, porém os resultados indicam que podem ser utilizados potencialmente como
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adjuvantes na terapia antitlcera, uma vez que podem ser consumidos diariamente e sao

bem aceitos pela populagdo em geral na forma de sucos.

3.4 CONCLUSAO

O presente estudo permite concluir que apesar dos extratos hidroetandélicos de mangaba e
caju nao apresentarem acado anti HP nas concentracbes testadas, o0os mesmos
demonstraram potencial gastroprotetor possivelmente devido aos flavondides presentes que

apresentaram atividade antioxidante.
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CONCLUSAO FINAL

O presente estudo permite concluir que baseado nos protocolos terapéuticos atualmente propostos, a
prépolis vermelha demonstrou ser um importante gastroprotetor por possuir funcionalidade sobre
etiologias exdgenas (anti-Hp) e enddgenas, visto que inibiu consideravelmente a formagéo de lesdes

gastricas provocados por etanol.

Os extratos hidroetanodlicos de mangaba e caju também demonstraram inibicdo de lesGes gastricas,
principalmente a mangaba que obteve um desempenho similar ao da cimetina o que credencia este

vegetal como potencial gastroprotetor.



