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RESUMO

A tlcera péptica é causada por um desequilibrio entre 0s mecanismos protetores e agressores da
mucosa, e é resultado da associacdo de diversos fatores agressores endégenos (4cido, pepsina e
bile) e fatores exdgenos relacionados as condicdes de vida (estresse, fumo, dlcool, uso continuo
de drogas antiinflamatdérias ndo esteroidais e a infec¢do por Helicobacter pylori. Annona
muricata L. (graviola) pertence a familia Anonaceae, cultivada no Nordeste brasileiro, regido
onde se adapta muito bem, principalmente nos Estados da Paraiba, Ceard, Pernambuco e Bahia.
Pesquisas descrevem o chd de folhas, frutos e raizes da Annona muricata L, tem sido usado na
medicina popular como agente antiinflamatdrias, diuréticas, adstringente, anti-reumdticas, e
anticancerigena. O uso da Annona muricata L(graviola) para o tratamento de ulceras pépticas
ndo foi indicado, na pesquisa etnofarmacoldgica feita na drea da Chapada do Araripe, na zona
rural dos Municipios de Crato-CE, Exu-PE e Santana do Cariri-CE, sendo a espécie indicada
para outros tipos de doencas. Relatos apontaram que a forma de tratamento da planta era
realizado de maneira indiscriminada, sem base em estudos cientificos que tenham validado a sua
acdo. Este trabalho tem o objetivo de avaliar a eficicia como gastroprotetor do extrato bruto
hidroalcodlico das folhas Annona muricata L, e evedenciar as vias envolvidas nesse efeito.
Camundongos Swiss de ambos os sexos, foram tratados com EHAM, omeprazol e solucdo
salina. As lesdes gastricas foram induzidas através com o etanol. O efeito do EHAM sobre o
transito gastrointestinal foi avaliado através do teste de motilidade intestinal. Os resultados do
estudo mostraram que o extrato, em modelos de udlceras géstricas induzidas por etanol em
roedores, apresentou-se efetivo e protegeu a mucosa gastrica. A pesquisa demonstrou que o
mecanismo de acdo antitilcerogénico, ocorreu através da via da produgdo de prostaglandinas.
Estes dados mostram as folhas da graviola como gastroprotetor, e fornecem embasamento para
continuidade das pesquisas com a Annona muricata L, visando a ampliacdo do
entendimento dos mecanismos de a¢do e busca dos compostos responsaveis por esses

efeitos gastroprotetor do extrato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata L.

(EHAM).

Palavras-chaves: Efeito gastroprotetor, Annona muricata L, Extrato hidroalcodlico, Ulceras

gdstricas.



ABSTRACT

A peptic ulcer is caused by an imbalance between aggressive and protective
mechanisms of the mucosa, and resulted from the association of various endogenous
aggressive factors (acid, pepsin and bile) and exogenous factors related to living
conditions (stress, smoking, alcohol use continuous non-steroidal anti-inflammatory
drugs and Helicobacter pylori infection). Annona muricata L. (Graviola) belongs to the
family Annonaceae, grown in the Northeast of Brazil, where it adapts very well,
especially in the states of Paraiba, Ceard, Pernambuco and Bahia. The tea of leaves,
fruits and roots of, Annona muricata L. have been used in folk medicine as
antiinflamatory, diuretic, astringent, antirheumatic, antispasmodic, antitussive and
anticancer agent. The use of Annona muricata L. (soursop) for the treatment of peptic
ulcers is not indicated in some of these medicinal properties have been by
ethnobotanical research have been confirmed in animal models, howerer. Reports have
been indicated that treatment with plants are carried out in an indiscriminate manner,
by phytoterapia phamaceutica scientific studies that had validated their action. This
study aims to evaluate the witrout support of gastroprotective, this study aimed to
evolute the potencial gastroprtective efficacy of crude extract of Annona muricata L am
leaves and to investigate the molecular pathways involved in this effect. The results
showed that the crude extract of Annona muricata L in rodents protected the gastric
mucosa in ethanol induced gastric ulcer models the gastroprotective mechanisms of
Annona muricata L. was associated with the seguthesis of prostaglandins. Noting that
the mechanism of action of antiulcerogenic occurred via the production of
prostaglandins. In conclusion, the gastroprotective efficacy of ethamolic extract from
leaves of am indicates that additional studies are needed to increase our understanding
of its mechanism of action and to identify the phytochemical product(s) involved in

gastroprotection.

Descriptors: Effect gastroprotective, Annona muricata L, hydroalcoholic extract,

gastric ulcers.
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1. INTRODUCAO

1.1. Apresentagdo

As plantas medicinais foram descobertas pelo homem através da
procura por alimentos, e desde entdo, foram aplicadas empiricamente para o
tratamento de patologias (WAGNER; WISENAUER, 2006).

O uso de plantas medicinais na profilaxia e fratamento de diversos tipos
de doencas é fradicional em todos 0s momentos histéricos da cultura humana,
sendo que mais de 13 mil espécies sdo reconhecidas mundialmente e
consumidas como farmacos ou fonte de farmacos (COSTA et al, 2007). Estima-
se que 60% das drogas anfi-tumorais e antiinfecciosas inseridas no mercado
mundial ou que se encontram na fase de friagem clinica sejam de origem
natural. A fitoterapia € uma alternativa de tfratamento que ganha forca e
dliados em todo o mundo, devido a fatores como a insatisfacdo com a
medicina convencional, o uso abusivo ou incorreto de drogas sintéticas (que
resulfa em efeitos indesejaveis) e pela acessibilidade da grande maioria da
populacdo (PAULA JUNIOR, 2004).

Segundo a Organizagcdo Mundial de Saude (OMS), entre 65-80% da
populacdo de paises em desenvolvimento, devido a pobreza ou ao dificil
acesso a medicina moderna, dependem essencialmente de plantas para os
primeiros cuidados da saude. Enfretanto, poucas plantas (menos de 10%) tém
estudos cientificos para a validacdo de sua qualidade, seguranca e eficacia
(CALIXTO, 2005).

E importante salientar uma retomada, ainda que timida, pela
valorizacdo do saber popular a partir inclusive, da perspectiva da
Organizagcdo Mundial da Saude - OMS de que o fortalecimento dessas
praticas  populares, pela validacdo cientifica das  propriedades
farmacoldgicas das plantas possa confribuir para a melhoria da situacdo de

saude em todo o mundo. Enfatize-se ainda que, hd estimativas de que 80 a
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85% da populacdo mundial emprega o conhecimento sobre as plantas na

producdo de seus medicamentos (FERRO, 2006).

Acrescente-se a isso, que embora no Brasil, j& mais de 350 mil espécies
de plantas foram identificadas, um numero ndo superior a dez mil apenas tém
alguma propriedade medicinal conhecida (REZENDE, COCCO, 2002), o que
certamente, reafirma a necessidade de investimento em pesquisas nessa drea.
E sabido ainda, que o Brasil detém cerca de 10% de toda a flora mundial e
apesar de suas valorosas colaboracoes, tendo-se como exemplos os curares, a
emetina, a pilocarpina, enfre outros, constitui-se em um verdadeiro potencial
para o desenvolvimento nesse ramo da ciéncia, em que pese por apenas 1%
de suas variedades vegetais ter recebido o olhar cientifico, sob o ponto da

investigacdo farmacoldgica e fitoquimica (REZENDE, COCCO, 2002).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas
medicinais e preparacdes caseiras assumem importdncia fundamental no
tratamento das patologias que afetam as populacdes de baixa renda, tendo
em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia da transmissdo oral
dos hdbitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS, 1989).

A Chapada do Araripe, localizada entre os limites dos Estados do
Ceard, Pernambuco e Piaui, chama a atencdo da comunidade cientifica por
sua estrutura geoldgica, suas jazidas fossiliferas e suas diferentes formacdes
florestais concentradas num mesmo local, cada uma com fatores bidticos e
abidticos especificos: (1) floresta Umida semi-perenifdlia, (2) tfransicdo floresta
Umida / cerrado, (3) carrasco, (4) floresta Umida com incidéncia de incéndios
e (5) cerraddo. Essas formacdes florestais constituem a Floresta Nacional do
Araripe (FLONA) (LIMA; LIMA; TEIXEIRA, 1984). Figura 1.
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2. JUSTIFICATIVA

Raizeiros e mateiros das comunidades tradicionais da Chapada do
Araripe, relatam que fazem uso da aplicacdo medicinal da graviola (Annona
muricata) o que corroboram com estudos etnobotdnicos que descrevem o
uso de suas folhas, frutos e raizes, sob a forma de chd, sendo utilizadas na
medicina popular em doencas inflamatdrias, diuréticas, adstringente,
vitaminizante, anfi-reumaticas, bem como sua propriedade antiespasmaodica,
anfitussigena e anficancerigena. Os dados da literatura revelam que € muito
mais provdvel encontrar atividade bioldgica em plantas orientadas pelo seu
uso na medicina popular do que em plantas escolhidas ao acaso (CECHINEL
FILHO; YUNES, 1998).

Segundo Blumental (2000), as plantas medicinais brasileiras sGo
consideradas como altamente promissoras, mas séo pouco conhecidas sob
qualquer ponto de vista. No nosso mercado, a maioria dos produtos é
constituida por cdpsulas contendo o pd de plantas rasuradas, para os quais
ndo existem comprovacdoes de eficdcia e seguranca, e algumas vezes nem
mesmo tradicdo de uso (BLUMENTAL, 2000).

Produtos naturais apresentam-se como fonte de compostos com
potencial atividade bioldégica. Assim, a descoberta de protdtipos para o
desenvolvimento de novos farmacos ou de novos agentes terapéuticos
representa uma possibilidade para o tratamento de vdrias patologias e
processos inflamatdrios associados & dor, podendo determinar uma melhor

qualidade de vida para os pacientes (LAPA, 2006).

Os ensaios pré-clinicos sdo importantes para o desenvolvimento de
novas terapias, pois fornecem dados das afividades bioldgicas de uma

determinada substdncia em estudo, como a eficdcia e a seguranca.

Baseando-se nos estudos das atividades farmacoldgicas e fitoquimicas

de outras espécies da familia Anoneaceae, e de outras plantas medicinais j&
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estudadas, acredita-se ser possivel a obtencdo de resultados positivos e de
conhecimentos inéditos em relagdo ao estudo farmacoldgico da Annona
muricata, comprovando, dessa forma, a veracidade (ou ndo) de relatos

empiricos. .

O Programa de Pos-graduacdo em Bioprospeccdo Molecular-PPBM do
Departamento de Quimica Bioldgica da Universidade Regional do Cariri-
URCA, vem contribuindo para o uso seguro de plantas medicinais, através da
pesquisa cientifica com metodologias internacionalmente padronizadas,
buscando a validacdo das plantas medicinais com atividades antimicrobiana

e gastroprotetora.

Dessa maneira, a importé@ncia deste estudo, se justifica na confirmacdo
das propriedades acima citadas da Annona muricata L, tfendo como base o
seu emprego na medicina fradicional. Estudos complementares foram
realizados com o objetivo de esclarecer os possiveis mecanismos de acoes
envolvidas e validar sua eficAcia popular, como também realizar testes

toxicoldgicos, para verificar a seguranca desta planta.
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3. REFERENCIAL TEORICO

3.1. Familia Annonacea.

A familia Annonacea é composta por aproximadamente 120 géneros
com distribuicdo tropical e subtropical em todo o mundo, em que Annona é o
género mais importante dentro dessa familia, com cerca de 50 espécies. No
Brasil, as anondceas sdo cultivadas praticamente em todo o fterritdério, no
Nordeste, a graviola (Annona muricata) € a preferida pela populacdo, e no
Sudeste a pinha (Annona squamosa) € a mais plantada (SANTOS et al., 2005).
A espécie foi infroduzida no Brasil por Diogo Luis de Oliveira, Conde de
Miranda (ARAUJO et al., 1999), figura 2.

As Anondceas sdo fruteiras tipicamente de clima tropical, apresentam
boas perspectivas econdmicas para a regido Nordeste do Brasil, por serem
culturas altamente adaptadas as condicoes locais e produzirem frutos a partir
do més de janeiro, suprindo parte da capacidade ociosa da industria de suco
de caju. Apesar de ndo se dispor de dados estatisticos, € notdria a demanda
crescente, tanto no mercado interno, como no externo pelos frutos de Annona
squamosa L. Esse incremento na procura motivou os fruticultores e empresdrios,
e tem forcado a pesquisa a desenvolver métodos para que o produtor possa
acompanhd-la, tanto na qualidade como na quantidade de frutos ofertados.
O interesse por parte do consumidor e da indUstria de polpa, j& justifica a
inclusdo da pinha no rol das frutas fropicais brasileiras de excelente valor
comercial (ALVES et al., 1998).
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Figura 2. Distribuicdo mundial da familia Annonaceae

Fonte: Omnicyber.org, 2005

A graviola € uma fruta origindria das Antilhas, prefere climas Umidos,
baixa altitude, e ndo exige muito em relagdo a terrenos. A graviola € uma
drvore de pequeno porte (atinge de 4 a é metros de altura) e encontrada em
quase todos os paises tropicais, com folhas verdes brilhantes e flores
amareladas, grandes e isoladas, que nascem no tronco e nos ramos. Os frutos
tém forma oval, casca verde-pdlida, sGo grandes, chegando a pesar entre
750 gramas a 8 quilos, encontra-se este fruto o ano todo. Contém muitas
sementes, pretas, envolvidas por uma polpa branca, de sabor agridoce, muito
delicado e semelhante & fruta-do-conde. (JUNQUEIRA et al., 1999), figura 2.
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Figura 3. Espécie adulta de Annona muricata Linnaeus. Crato-CE 2009
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A graviola apresenta muitos compostos bioativos e fitoquimicos e
vdrios estudos tém mostrado acdo hipotensiva, antiespasmaddica,
vasodilatadora, relaxante do musculo estomacal e atividade citotdxica contra
células cancerigenas a partir dos extratos das folhas e froncos (ALALI; et al.,
1999).

A fenologia desta graviola, de acordo com Araujo Filho et al. (1998), os
frutos levam de trés a seis semanas para iniciar o seu desenvolvimento apds a
polinizacdo, atingindo a maturacdo com cinco a seis meses, 0s quais devem
ser colhidos quando a coloracdo verde-escura mudar para verde-claro-
brilhante e as espiculas (falsos espinhos) quebrarem-se faciimente, ou quando
sob leve pressdo do fruto, constatar-se que a polpa estd um pouco mole. Por
se fratar de uma fruta com riquissima composicdo nutricional, a graviola
apresenta inUmeras propriedades terapéuticas, podendo ser utilizada em sua
totalidade. Aproveitam-se as folhas, as flores, os brotos, os frutos verdes ou
maduros. A graviola pode ser utilizada sob a forma in natura, sob a forma de
chds, preparada como cataplasmas que sdo sobrepostos diretamente nas
afeccdes cut@neas e também em cdpsulas que contém os seus principios
nufricionais. Porém, uma das maiores descobertas sobre a graviola foi sua
capacidade de agir confra as células do céncer, mostrando em testes de

laboratério um potencial bastante significante (JUNQUEIRA et al.,1999).

3.2. Annona muricata L.

Annona muricata L. compreende cerca de 130 géneros, que
subordinam cerca de 2300 espécies. Desses géneros, 51 sGdo americanos,
ocorrendo dois deles na Africa (Annona e Xylopia) e um na Asia
(Anoxagorea). No Brasil, estdo presentes em toda sua extensdo sendo
registrada a ocorréncia de 29 géneros e cerca de 260 espécies (ALALI et al .,
1999).

De acordo Barroso, (1978) a familia, uma das mais uniformes, do ponto
de vista anatdbmico e estrutural, € muito distinta por apresentar uma
combinacdo de caracteres marcantes. Na América fropical séo arbustivas ou

arbdreas e crescem nos campos ou em lugares abertos. Em geral, apresentam
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folhas e lenho aromdticos. A Annonaceae esta dividida em duas subfamilias:
Annonoideae e Monodoroideae. No Brasil € muito bem representada pela
familia Annonideae, a qual estd dividida em trés tribos Uvarieae, Miliuseae e
Unoneae. Cada fribo compreende certo nUmero de géneros, que podem ser
identificados pelos caracteres comuns entre espécies. O género Annona

pertence a tribo Unoneae.

Com relacdo a origem e distribuicdo da familia, 51 géneros e 950
espécies sdo origindrios da Asia e Austrdlia. Da Africa e Madagascar se
originam 40 géneros com 450 espécies e no Continente Americano 38 géneros
e 740 espécies. Com base em dados fitogeogrdficos e palinoldgicos, a familia
Annonaceae provavelmente teve origem na Africa ou na América do Sul
(LEBOEUF et al., 1982 ).

Segundo CORREA (1984) algumas das caracteristicas sdo: flores via de
regra, androgenas (raramente unissexuadas), terminais, axilares, opositifdlias ou
extra-axilares por concaulescéncia ou recaulescéncia, ou dispostas em
fasciculos ou em paniculas caulinares, raramente, em ramos afilos ou
subterrdneos. Perianto amarelado, esverdeado, ou purpureo, diferenciado em
cdlice e corola. Cdlice geralmente formado de trés sépalas livres entre si
(raramente s6 com 3-4 pétalas) Receptdculo alongado, com numerosos
estames (raramente poucos), com anteras extrorsas ou infrorsas, bioculares,
com léculos alongadas, rimosos (ou com locelos transcersais), frequentemente
terminadas por conectivo expandido e truncado. S6 raramente os estames
sdo laminares, como em Anaxagorea. Poucos a muitos carpelos, livres entre si,
densamente dispostos, formando, em certos géneros, um pseudosincarpo
(pelo menos em estado frutifero): ovulos de 1-2 séries marginais: estilete

presente ou ausente.

Trata-se de uma dicotiledénea da familia Anonaceae, de hdbito de
crescimento ereto, flores perfeitas e hermafroditas, sendo o fruto uma baga
composta, com casca apresentando espiculas moles quando maduro.
Popularmente, a gravioleira € conhecida como jaca-de-pobre, jaca-do-Pard,

coracdo-de-rainha, araticum manso (EPSTEIN, 1999).
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A gravioleira € uma das importantes frutiferas cultivadas no Nordeste
brasileiro, regido onde se adapta muito bem, principalmente nos Estados da
Paraiba, Ceard, Pernambuco e Bahia, sendo seus frutos utilizados na
fabricacdo de suco, sorvetes, compotas, geléias e doces (SACRAMENTO et al.,
2003).

Embora as condicdes ecoldgicas sejam favordveis ao seu cultivo, os
problemas Fitossanitdrios, especialmente as pragas, vém desestimulando o
estabelecimento de planfios comerciais. A broca-do-fruto, Cerconofa
anonella (Sepp.) (Lepidoptera: Oecophoridae), € considerada uma das mais
sérias pragas da gravioleira pelos danos expressivos que causa d cultura
(BROGLIO-MICHELETTI; BERTI-FILHO, 2000).

Pesquisadores Faculdade de Biologia da Universidade de Vera Cruz, no
Golfo do México, descobriram que as sementes da graviola sdo um poderoso
inseticida, que acaba com o mosquito transmissor da dengue, além de destruir
as larvas deste inseto, afimam que o bioinseticida, mais efetivo que os
inseficidas tradicionais, como fambém €& mais resistente G luz e menos
agressivo ao meio ambiente. Constataram, ainda, que a substancia inibe as
mudancas morfolégicas, detém a metamorfose do inseto e impede que este

passe para a fase adulta. (jornal folha de 07 de outubro de 2005)

Torna-se portanto, imprescindivel que novas pesquisas se somem as ja
existentes, a fim de comporem um acervo realmente pratico e vidvel para os

produtores de Anondceas.

3.3 Anatomia e Fisiologia do Trato Gastrintestinal

O sistema gastrintestinal € responsavel pela digestdo e absorcdo dos
alimentos sendo um dos mais importantes sistemas enddcrinos do nosso
organismo. As principais funcdes do trato gastrintestinal relevantes para a
farmacologia sdo a secrecdo gdstrica, a motilidade intestinal e a eliminacdo

fecal e a formacdo e eliminacdo da bile (RANG, 2004).

O trato gastrintestinal € constituido pelo eséfago, estémago, intestino
delgado e célon. E revestido pela musculatura lisa, responsdvel pela
movimentagcdo ativa e pela segmentacdo do confteddo intestinal
(GANGAROSA; SEIBERT, 2005).
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O estdmago tem origem a partir da regido distal do intestino anterior. E
um orgdo sacular com volume entre 1200 a 1500ml, sua localizacdo de
estende desde o hipocdndrio esquerdo através do epigdstrio. Sua parede é
constituida por mucosa, submucosa, muscular e serosa. A superficie interna
possui pregueamentos iregulares. Esta dividido em cinco regides: a cdrdia, o
fundo, o corpo, o antro e o esfincter pilérico. E um érgéo irigado pelos ramos

das artérias celiaca, hepdatica e esplénica (RUBIN, PALAZZO, 2006).

A histologia da mucosa gdstrica se diferencia de acordo com a regido
anatdémica, sendo que a superficie possui um epitélio colunar responsdvel por
secrecdo de muco. As gléndulas gdstricas, principais elementos secretores do
estdbmago sdo de trés tipos: Glandulas cdrdicas: contém somente células que
secretam muco; Glandulas parietais (oxinticas): sdo encontradas no corpo e
no fundo do estdbmago e contém células parietais, células principais e algumas
células enddcrinas; Glandulas pildricas: contém células secretoras de muco e
células endodcrinas. Os principais tipos celulares das glandulas gdstricas sdo:
Células mucosas: secretam muco e pepsinogénio | e Il; Células parietais:
exibem numerosas invaginacdes, canaliculos secretdérios, que ampliam a drea
para secrecdo gastrica; Células enddcrinas: contém aminas biogénicas — a
serotonina e os hormoénios polipeptidicos, gastrina e somatostanina (LIU,
CRAWFORD, 2005; RUBIN, PALAZZO, 2006).

A motilidade intrinseca é determinada por influéncias neuro-hormonais.
A inervacdo se dd por neurbnios aferentes, motores extrinsecos e neurénios
intramurais. O sistema nervoso simpdtico e parassimpdtico fornece inervacdo
gastrintestinal extrinseca. A estimulacdo de receptores a e B - adrenérgicos
resulta em inibicdo de contracdes (GANGAROSA; SEIBERT, 2005).

3.3.1 Fisiologia da Secregdo Gdstrica

No sistema nervoso cenfral — SNC, as estruturas mais envolvidas na
secrecdo dAcida gdstrica sdo o nucleo motor dorsal do nervo vago, o
hipotdlamo e o nuUcleo do trato solitdrio. A liberacdo de acetilcolina pelas
fioras vagais estimula diretamente a secrecdo de dcido através dos

receptores M3 muscarinicos. A acetilcolina provoca efeito indireto sobre as
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células parietais aumentando a liberacdo de histamina e de gastrina
(GOODMAN; GILMAN, 2006)

Os mediadores mais essenciais da secrecdo gdstrica sdo a gastrina
(hormdnio), a acetilcolina (um neurotransmissor) € a histamina (hormdnio
local). A secrecdo de dcido é estimulada pela histamina por meio dos
receptores H2, pela acetilcolina pelos receptores muscarinicos M3, e pela
gastrina, provavelmente pelos receptores de gastrina presentes nas

membranas das células parietais (GANONG, 2000).

A gastrina e a histamina participam da estimulacdo das células parietais
para a secrecdo de dAcido cloridrico, exercendo forte efeito sobre este. A
acetilcolina estima as células produtoras de muco, células pépticas e parietais
para a secrecdo de dcido. Esta favorece também a secrecdo de gastrina
pelas células G das gldndulas pildricas que estimula por sua vez, a secrecdo
gdstrica dacida. A secrecdo dcida € inibida pelas prostaglandinas E2 e 12, as
quais também estimulam a secrecdo de muco e bicarbonato. A gastrina é
produzida pelas células G do antro, sendo um potente indutor da secrecdo
dcida. Sua liberacdo € estimulada por diversas vias, incluindo a ativacdo do
Sistema Nervoso Central — SNC. A somatostatina (SST) € produzida pelas células
D do antro e inibe a secrecdo de dacido (PENILDON, 2006).

Dentre as secrecdes mais relevantes do estbmago se destacam o
dcido cloridrico, o pepsinogénio, o fator intrinseco e o muco. O dcido
cloridrico participa da ativacdo do pepsinogénio e da prevencdo de
infeccdes por diversos microrganismos. O muco protege a mucosa contra o
efeito dacido, enquanto que o pepsinogénio se converte em pepsina e
participa da digestdo de proteinas. JG o fator intrinseco permite a absorcdo
da vitamina B12 pelo ileo (PENILDON, 2006).

3.3.2 Fatores Agressores da Mucosa Gdastrica

Aproximadamente 20% dos usudrios regulares de antiinflamatorios na
esteriodais- AINES desenvolvem uma Ulcera de estbmago ou duodeno. A

importéncia das prostaglandinas (PG) na defesa da mucosa € evidenciada
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pela capacidade dos AINE induzirem danos na mucosa gastrica, dano esse
correlacionado com sua habilidade em suprimir a sinfese de PG gdstricas.
Agentes que sdo fracos inibidores da sintese de PG, incluindo inibidores

seletivos de COX-2, sGdo menos ulcerogénicos (WALLACE. 2001).

Os danos a mucosa gdstrica resultam de desequilibrios entre diversos
fatores, conhecidos como agentes desestabilizadores da barreira protetora da
mucosa gdstrica. As drogas antiinflamatoérias ndo-esteroidais, consumidas por
uma parte da populacdo mundial exercem efeito agressor ao estébmago,

sendo responsdveis pelo desenvolvimento de Ulceras.

N&o obstante, o acumulo de hidrogénio (hipdxia gdstrica), contribui
para o aumento do meio dcido e formacdo da Ulcera. Outro fator que
favorece o aparecimento de lesdes gdstricas € mediado pelas espécies
reativas de oxigénio formadas durante o metabolismo do dcido araquidénico
e células da musculatura lisa (REPETTO; LLESUY, 2006).

Uma variedade de fatores produz danos a mucosa gastrica, incluindo
eventos sistémicos como estresse térmico ou contato direto na mucosa com
varios irritantes que sdo comumente chamados de desestabilizadores da
barreira da mucosa gdstrica. O desequilibrio entre agentes gastrotdxicos e
mecanismos protetores resultam em inflamacdo aguda (KWIECIEN et al.,
2002a).

E possivel inferr que os estimulos lesivos sobre a mucosa,
determinantes da formacdo de Ulceras pépticas, sdo acompanhados por
danos na microvasculatura local, processo isquémico com reducdo na
disponibilidade de nutrientes, formacdo de radicais livres e lesdo tecidual
(TARNAWSHI, 2005).

3.3.3 Fatores Protetores da Mucosa Gastrica

O Oxido nitrico - NO é um importante mensageiro intracelular e
intercelular com significativas funcdes fisioldgicas e que também participa de
processos patoldgicos, incluindo os que afetam a mucosa gastrintestinal,

mediando & resposta inflamatéria (SHAH et al., 2004). E sintetizado pela NO
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sintetase (NOS) a partir de oxigénio molecular e L-Arginina. SGo reconhecidas
trés isoformas da NOS: uma forma induzida - iINOS e duas constitutivas — cNOS.
A esse respeito, pesquisas tém evidenciado que, na dependéncia da isoforma,
o NO exerce efeito protetor da mucosa gastrica, NO produzido pela cNOS, ou
pro-ulcerogénico, NO produzido a partir da iNOS. Sdo reconhecidas suas
funcdes protetoras da mucosa gdstrica pelo efeito sobre a circulacdo
gastrintestinal, na secrecdo de muco gdstrico e na regulacdo da secrecdo
dcida (NISHIO et al., 2006).

A producdo constitutiva de NO é importante para manter a barreira
protetora da mucosa gastrointestinal. Esse mecanismo protetor do NO pode
ser devido a sua capacidade em aumentar do fluxo sangUineo da mucosa e
estabilizar a influéncia dos mastocitos (ALICAN et al., 1996). Entretanto, o
excesso na producdo de NO associado com estados inflamatdrios é

caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da funcdo

As prostaglandinas (PG) sdo produzidas a partir do dcido araquiddnico
por duas isoformas de cicloxigenase (COX) e estdo presentes no ftrato
gastrintestinal exercendo uma variedade de funcdes, incluindo a regulacdo
da secrecdo dcida gdstrica, a secrecdo de bicarbonato, a producdo de
muco e manutencdo da integridade de mucosa. Quando administradas
terapeuticamente protegem a mucosa gastrintestinal contra estimulacdo
ulcerogénica e estresse causado por drogas antiinflamatodrias ndo-esteroidais.
Destaca-se um estudo pioneiro de Robert et al, 1979, o qual pode demonstrar
a protecdo do estbmago exercida pelas prostaglandinas. Posteriormente, foi
demonstrada protecdo gdstrica exercida pela capsaicina através da
estimulacdo de neurdnios aferentes sensiveis d capsaicina, efeito em parte

dependente das prostaglandinas enddgenas (TAKEUCHI et al, 2002).

A integridade da mucosa gdstrica € determinada em grande parte
pela acdo da prostaglandina E2 (PGE2) e da prostaciclina (PGI2). Logo, a
supressdo da sintese de prostaglandina resulta em maiores possibilidades de
injUria & mucosa gdstrica, especialmente se decrescida a sintese de NO (ATAY;
TARNAWSKI; DUBOIS, 2000).
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Os compostos sulfidrilicos também particiopam da manutencdo da
integridade gdstrica, sobretudo em lesdes resultantes de estresse oxidativo.
Nesse aspecto, € importante enfatizar que a glutationa reduzida (GSH) auxilia
na eliminacdo de hidroperdxidos, atuando na remocdo de radicais livres e,
portanto, favorece a acdo fisiologica das proteinas sulfidrilicas (SHIRIN et al,
2001).

O bicarbonato, secretado a partir das células epiteliais gdstricas, exerce
importante efeito gastroprotetor contra os efeitos deletérios do dacido. Este é
regulado pela acdo de diversas substdncias, como as prostaglandinas, o dxido
nitrico, os neurdnios aferentes sensiveis d capsaicina, peptideos e outros fatores
neurais (AIHARA et al, 2007).

A concentracdo bastante elevada de H+ no [Umen gdstrico necessita
de mecanismos rigorosos de protecdo, dentre os quais o fluxo sanguineo
confinuo e adequado é extremamente importante. A camada de muco
também representa relevante fator de defesa (GOODMAN; GILMAN, 2006).

3.4. Doenca Péptica

A doenca ulcerosa péptica se caracteriza entdo, pelo desenvolvimento
de erosdes ulcerosas em dreas do estbmago e duodeno expostas a secrecdo
dcida gdstrica, estando fortemente associada ao uso freqlente de dcido
acetilsalicilico ou outros agentes antiinflamatdrios ndo-esteroidais e infecgdes

provocadas pelo Helicobacter pylori (PENILDON, 2006).

Gastrite aguda € em muitos casos sinbnimo de gastrite erosiva. Essa
pode ser devida a um dano téxico a mucosa gdstrica, comumente
ocasionada por antiinflamatérios ndo esteroidais (AINE) ou ingestdo de dlcool
(LIPOF et al., 2006).

A Ulcera péptica representa uma desordem da mucosa gdstrica e
duodenal causada pela acidez da secrecdo gdastrica de ocorréncia mundial,
a qual acomete milhdes de pessoas, cujos gastos com fratamento e suas
complicacoes estdo situados em torno de bilhdes de ddlares. Constitui-se em

uma doenca crénica, de cardter recorrente bastante prevalente dentre as
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doencas gastrintestinais. Geralmente, estd associada a desequilibrios enfre os
fatores protetores (secrecdo de muco e bicarbonato e producdo de
prostaglandinas) e agressores da mucosa (BIRDANE et al., 2007; FALCAO et al.,
2008).

Segundo Abitol (2005), as Ulceras localizadas no estbmago e no
duodeno recebem a denominacdo de Ulceras pépticas. Ocorrem mais
frequentemente no duodeno, cerca de cinco vezes mais, sendo que em torno
de 90% estdo localizadas na juncdo pildrica. Quanto as Ulceras de localizacdo
estomacal, 60% ocorrem no antro. E doenca recidivante, mais incidente na
populacdo masculina, podendo se dd em qualquer faixa etdria, porém, é
mais prevalente de 30-55 anos (Ulcera duodenal) e de 50-70 anos (Ulcera

gdstrica).

Ulceras pépticas sdo lesdes crénicas, em geral, Unicas, que podem se
desenvolver em qualquer drea do trato gastrintestinal que esteja exposta a
acdo agressiva dcida. Apresentam, na maioria das vezes, menos que 4cm de
diGmetro e se localizam nos seguintes sitios, em ordem decrescente: duodeno,
estdbmago, juncdo gastroesofdgica, nas margens de uma gastrojejunostomia
(LIU; CRAWFORD, 2005).

Diferentes aspectos parecem estar envolvidos em sua ocorréncia, muito
embora, nenhum agente isolado pareca ser o responsdvel. Dentre eles, tém-se
a propria secrecdo dacida gastrica, a pepsina, alimentacdo, drogas esteroidais
e ndo-esteroidais, dlcool, tabagismo, sfress, traumas, infeccdo pelo
Helicobacter pylori (DURSUN et al., 2009).

Diferencas raciais na incidéncia de Ulceras pépticas também foram
observadas. Na Africa, Ulceras duodenais sé&o raras enfre negros, enquanto
gue nos Estados Unidos, a incidéncia € a mesma em negros e brancos (RUBIN;
PALAZZO, 2006).

Ulcera péptica & uma doenca comum do trato gastrointestinal e a sua
patogénese €& multifatorial, incluindo infeccdes pelo Helicobacter pylori,
aumento da concentracdo de dcido gdstrico, de pepsina, alteracdes na

motilidade gastroduodenal, hdbitos de vida como o tabagismo e ingesta de
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bebida alcodlica. Todas essas acodes contribuem para o desequilibrio entre os

fatores agressores e protetores do estébmago (EASTWOOD, 1997).

O estresse pode facilitar a evolucdo da infeccdo pelo H. pylori pela
producdoaumentada de dcido gdstrico, levando a Ulcera péptica (LEE et al.,
1995). Muitos pacientes podem desenvolver inflamacdo crénica porque a
evolucdo da gastrite crénica induzida pela H. pylori € assintomatica. Outro tipo
de gastrite crénica é o refluxo duodenal, esses casos sdo caracterizados por
dor abdominal e vémito com bilis (LIPOF; SHAPIRO; KOZOL, 2006)

Estudos tém evidenciado que reacdes oxidativas e a peroxidacdo
lipidica estdo implicados na patogénese de lesdes induzidas pelo etanol por

atagque de moléculas bioldgicas e prostaglandinas (BIRDANE et al., 2007).

3.5. Inflamagao

A inflamacdo é um processo complexo reacional a vdarios agentes
nocivos, como 0s microrganismos e células danificadas, geralmente
necroéticas, que consiste de respostas vasculares, migracdo e ativacdo de
leucdcitos e reacdes sistémicas. A principal caracteristica da inflamacdo é a
reacdo dos vasos sanguineos, que conduz ao acumulo de fluido e leucocitos
nos tecidos extravasculares. A mesma pode ser aguda ou crénica. A primeira
tem inicio rapidamente e sua duracdo é relativamente curta, enquanto que a
cronica, tem uma duracdo maior e estd histologicamente associada a
presenca de linfécitos e macréofagos. As reacdes inflamatdrias  sdo
desencadeadas por infeccdes e toxinas microbianas, tfraumas, agentes fisicos
e quimicos, necrose tissular, corpo estranho e reacdes imunoldgicas (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

O processo inflamatério € regulado pela presenca de mediadores
inflamatdrios especificos, dentre os quais, destacam-se as moléculas
vasoativas que atuam aumentando a permeabilidade vascular; fatores
quimiotdticos, que recrutam leucocitos. Esses leucdcitos recrutados, por sua
vez, secretam outros mediadores inflamatdrios que incrementam ou inibem a
resposta inflamatdéria (MURPHY; WARD, 2006).
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Desta forma o processo inflamatdrio na mucosa intestinal representa um
elemento chave para a defesa dessa. A resposta inflamatdéria adequada
conduz ao reparo da mucosa, enquanto que o comprometimento ou
prolongamento desse processo pode levar ao agravamento de lesdes. Nesse
sentido, a inflamacdo e a resposta imune secunddrias a exposicdo a agentes
nocivos, alteram a fungcdo motora do trato gastrintestinal, o que é importante

para a compreensdo de diversas terapéuticas (MARTIN; WALLACE, 2006).

3.6. Ulcera Péptica e os Modelos Animais.

Pesquisas em modelos animais, para avaliacdo de atividade antitlcera
e outras propriedades bioldgicas, vém despertando o interesse de diversos
pesquisadores, como fonte promissora para a descoberta de novas drogas,
sobretudo, a partir de informagdes sobre o uso tradicional de espécies para
esta finalidade pelas comunidades que utilizam os recursos naturais para o
tfratamento de suas enfermidades (GILANI;  ATTA-UR-RAHMAN,  2005;
CARVALHO, 200¢).

A semelhanca no mecanismo fisiologico da secrecdo dcida gdstrica, a
exemplo do mecanismo de regulacdo intracelular na concentracdo de ions
hidrogénios pela bomba de prétons, torna a investigacdo da atividade
antillcera vidvel. Aliado a isso, a literatura refere vdrios avancos nos modelos
experimentais pela descoberta de novos recursos para inducdo de Ulcera em
animais com vistas & avaliacdo de propriedade gastroprotetora de diversas
substancias. NGo obstante, os protocolos para essa avaliacdo, apresentam
mecanismos proprios de investigacdo (BERNE et al., 2004; SAMONINA et al.,
2004).

Enfre os modelos para essa experimentacdo, tem-se: Lesdo gdstrica
induzida por etanol e etanol acidificado (ROBERT et al., 1979; MIZUI; SHIMONO;
DOTEUCHI, 1987); Lesdo gdstrica induzida por estresse (SENAY; LENINE, 1967
apud LAPA et al, 2008); Lesdo gdstrica induzida por indometacina
(DJAHANGUIRI; SCAND, 1979 apud LAPA et al., 2008); Determinacdo do muco
da mucosa gastrica (CORNE, 1974 apud LAPA et al., 2008); Determinacdo de
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grupos sulfidrilicos ndo-proteicos da mucosa gdastrica (SEDLAK; LINDSAY, 1968
apud LAPA et al., 2008); Método da ligadura pilérica (VISSHER e col., 1974 apud
LAPA et al., 2008); Lesdo gdastrica cronica induzida por acido acético (TAKAGI
e col., 1969 apud LAPA et al., 2008), dentre outros.

Para avaliacdo da atividade gastroprotetora, a lesdo gdstrica induzida
por etanol € largamente empregada, sendo que neste modelo, as lesdes sdo
decorrentes da deplecdo de muco e de grupos sulfidrilicos e da formagdo de
espécies reatfivas de oxigénio e produtos secretados pela acdo dos
mastocitos. J& as lesdes decorrentes da administracdo de indometacinag, sdo
secunddrias a reducdo substancial de prostaglandinas, bicarbonato e da

irigacdo sanguinea (RAQO et al., 2004).

A atividade antillcera de uma substéncia desconhecida pode ser
determinada a partir de experimentacdo em modelos animais (LAPA ef al.,
2008), configurando-se, em uma promissora fonte de principio ativo para
medicamentos. Acredita-se na relev@ncia desses estudos como perspectiva
para melhorar o acesso, sobretfudo, de comunidades carentes, aos recursos

terapéuticos.

3.7. Terapéutica Antitlcera

Durante muito tempo, destinou-se tratamento cirlrgico para as
Ulceras pépticas com elevadas taxas de morbimortalidade. Avancos
significativos ocorreram a partir da infroducdo do tratamento com
antagonistas do receptor H2 de histamina, fato que se deu na década de 70.
O tratamento com as drogas cimetidina ou ranitidina favoreceu a diminuicdo
das cirurgias, na década de 80 (YUAN et al, 2006).

A terapéutica da Ulcera gdstrica que ftradicionalmente estava
baseada na reducdo da secrecdo dacida gdstrica, ressalta estratégias para
erradicacdo do H. pylori com vistas & cicatrizacdo das Ulceras e prevencdo de
sua recorréncia (PENILDON, 2006).

Basicamente, o agentes empregados na terapéutica
antiulcerogénica, exercem efeito citoprotetor ou sdo inibidores da secrecdo
dcida gdstrica (BOOTHE, 1999).0s agentes antidcidos durante muito tempo

foram as principais drogas empregadas no fratamento de Ulceras, sendo
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gradativamente substituidos por outros farmacos mais efetfivos. Afuam
neutralizando o dcido e elevando o pH gdstrico. Administrados por longo
tempo, exercem cicatrizacdo de Ulceras duodenais, sendo menos eficientes
para as Ulceras gastricas. Como exemplos, tém-se: o bicarbonato de sédio, o
gel hidréoxido de aluminio, o ftrissilicato de magnésio e os alginatos (RANG,
2004).

As drogas inibidoras da bomba de prétons exercem supressdo da
secrecdo de dacido gdstrico, diminuindo diariamente a producdo de dcido em
cerca de 80 a 95%. Sdo elas; o omeprazol, o esomeprazol, o lansoprazol, o
rabeprazol e o pantoprazol. SGo empregadas na cicatrizacdo de Ulceras
gdstricas e duodenais. JG os antagonistas dos receptores H2 inibem a
producdo de dcido ao competir de modo irreversivel, com a histamina na
ligacdo aos receptores H2. Podemos encontrar as drogas: cimetiding,
ranitidina, famotidina e nizatidina, nesta classe. Essas drogas agem também na
cicatrizacdo de Ulceras gdstricas e duodenais. Os andlogos das
prostaglandinas (o misoprostol) diminuem a secrecdo de dcido gdstrico, sendo
que o grau de inibicdo mantém relacdo direta com a dose (GOODMAN;
GILMAN, 200¢).

Pesquisas tém demonstrado o surgimento de novas opcoes
terapéuticas para o tratamento da Ulcera péptica, dentre as quais merece
atencdo & medicina tradicional e o uso de plantas contendo ftriterpenos,
diterpenos e flavondides (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2009).

3.8. A Farmacognosia e a Importancia dos Metabdlitos Secunddarios

A Farmacognosia € o ramo da ciéncia que se dedica ao estudo dos
produtos naturais, sendo estes definidos como compostos orgénicos de origem
vegetal encontrados em um quantitativo reduzido e peculiar de espécies
vegetais. Os metabdlitos secunddrios representam 0os compostos
predominantes nesse aspecto. SGo elementos que embora ndo estejam
relacionados & sobrevida das espécies que os produzem, guardam relagcdo

direta com a perpetuacdo da espécie e frazem vantagens, sob a forma de
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protecdo confra predadores, contra raios violetas, entre outras, as plantas.
Apresentam, portanto, amplo valor enftre a planta e seu ecossistema,
possuindo a exemplo, acdo fago inibidora confra o ataque de herbivoros e
agentes antimicrobianos (SANTOS, 2007; MONTEIRO; ALBUQUERQUE; ARAUJO,
2005).

Tem-se ainda que o interesse nesse grupo peculiar de metabdlitos se
justifica pela caracteristica de os mesmos possuirem atividades bioldgicas,
sendo, portanto, vislumbrados, sobretudo, pela drea da farmacologia
(SANTOS, 2007). Ressalte-se que hd uma diversidade desses compostos na
natureza, embora, sua producdo seja, conforme j& exposto, peculiar a

espécies restritas de vegetais.

Em relacdo 4as pesquisas com produtos naturais, avancos tém
ocorrido, principalmente, na drea da etnofarmacologia e da toxicologia. Os
produtos naturais podem ser valiosos para a producdo de medicamentos
sintéticos dada &s suas propriedades quimicas e estruturais. E possivel ainda,
estimar que em média 40% dos medicamentos disponiveis atualmente tenham
origem direta ou indireta a partir dos produtos naturais (MULLER-KUHRT, 2003;
TULP; BOHLIN, 2004).

3.9. Fitoquimica de Annonaceae.

A fitoquimica € um ramo da quimica que estuda os produtos
provinientes do metabolismo secunddrio dos vegetais e compreende as
etapas de isolamento, purificacdo e determinacdo estrutural desses
metabdlitos (BRAZ-FILHO, 1994). Quando associada a ensaios especificos de
atividade bioldégica, a andlise fitoquimica permite identificar, analisar e
caracterizar fracdes ou subst@ncias bioativas presentes em uma determinada
espécie. Levando em consideracdo que nos extratos brutos os constituintes
ativos est@do normalmente presentes em pequenas concentracdes (SCHENKEL
et al., 2000) e os processos de isolamento e purificacdo precisam ser mais

eficientes.
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Segundo YU, ef al, 1988, uma familia onde estdo presentes muitas
drvores aromdticas. Economicamente possui aprecidvel importdncia como
fonte de frutas comestiveis. Oleos das sementes sGo usados na producdo de
6leos alimenticios e sabdes. O lenho de algumas plantas € empregado na
producdo de dlcool. A fragr@ncia das flores, de algumas espécies, € matéria-
prima para perfumarias. Muitos membros desta familia sdo usados na

medicina, principalmente de uso popular .

O estudo guimico e farmacolégico de plantas Anondceas tem se
infensificado na Ultima década e a investigacdo fitoquimica na busca de
compostos de interesse quimico e medicinal tem relevado uma constituicdo
rica em compostos com grande variedade estrutural como alcaldides,
flavondides e terpenos, principalmente, diterpenos do tipo caurano que tem

sido relatados em vdrias espécies desta familia (LEBOEUF, et al,1982).

A familia Annonaceae € rica na classe de compostos do tipo
terpendides. Andrade et al., ( 2003 ) revisaram os terpendides isolados nesta
familia enfre 1954 e 2001 e verificaram um total de 518 terpendides isolados

divididos em 11 tipos diferentes de esqueletos.

Estudos ressalfam que sobre a atividade farmacoldégica da Annona
muricata L. que apresenta atividade antiviral, através do extrato aquoso do
caule e efeito antiproliferativo sobre células infectadas, in vitro, com HIV, o
extrato etandlico da casca tem efeito sobre o virus da herpes simplex 1,
enquanto que o extrato da raiz apresenta atividade contra o tipo simplex 2 in
vifro, (PADMA, et al., 1998; BETANCUR-GALVIS, et al., 1999). Tabela 1.
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Tabela 1. Atividade farmacolégica da espécie Annona muricata L.

PARTE DA
PLANTA TIPO DE ATIVIDADE REFERENCIA
UTILIZADA

Antidiarréico,aftas, para combater

. . BORIES et al., 1991
piolhos e outros parasitas da pele

Fruto verde

Antiespasmddicas,antidisentéricas, CORREA,1978:
hipoglicemiante, para tratar  MARTINS,1989;

Folnas reumatismos e abscessos como HASRAT,1997;
sedativas e tranquilizante. BORIES et al., 1991.
Inseticida, parasiticida BORIES et al.,1991;
Sementes . L
adstringentes e eméticas R
CORREA, 1978.
Anfidoto nos envenenamentos por CORREA, 1978:
Raizes entorpecentes como

antiparasiticas e pesticida GLEYE, 1997b

Sedativa,antiespasmddica e para

tratar diabetes VASQUEZ, 1990.

Casca e Raiz

Jolad et al. (1982), investigaram por plantas com atividade
antfineopldsica, e testaram o extrato etandlico das raizes de Uvaria
accuminata isolando uma substdncia de natureza graxa, a uvacarina. Esta
nova subst@ncia apresentou atividade antitumoral in vivo, dando origem a
uma nova classe de compostos naturais (SANTOS; BOAVENTURA; BRAGA, 1994).
As acetogeninas sdo compostos naturais que apresentam importantes
bioatividades: imunossupressora, antiprotozodrio, anti-helmintica, antifedante,
antimicrobiana, pesticida e potente atividade antitumoral. EstGo presentes na
casca do caule, raizes, folhas e sementes de muitas Anondceas. Compdem
um grupo promissor de produtos naturais. Quanto a origem, sdo acidos graxos
modificados, caracterizam-se por apresentarem um esqueleto contendo de 35
a 37 dtomos de carbono, um ou dois anéis tetrahidrofur@nicos que podem ser
adjacentes ou na, anel y-lacténico, geralmente a,p-insaturado, separados por

uma longa cadeia carbdnica. Sua esfrutura quimica induz a investigacdo
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sintética. Por ser uma classe de compostos relativamente nova, mas com
rdpido crescimento, e devido as suas propriedades, esses compostos tém
atraido considerdvel interesse para seu estudo quimico, bioldégico e
bioquimico. Sdo especialmente enconfradas em algumas Anondceas do
género Annona, as quais sdo drvores frutiferas como Annona bullata
(araticum) Annona reficulata (verdadeira fruta do conde), Annona muricata

(graviola), Annona squamosa (pinha).

O Instituto Nacional do Céncer (NCI) dos Estados Unidos, na procura de
novos agentes anticAncer, principalmente contra cncer de mama, préstata,
ovdrio e cervical, realizou testes com cinqUenta espécies de Annonaceas ,
onde o exfrato da espécie cubana, Annona bullata Rich (araticum),
demonstrou maior atividade antitumoral de ftodas as espécies testadas (
AHAMMADSAHIB et al., 1993, ARNASON, MATA e ROMEO, 1995).

Pesquisas de Gleye et al (1999) e Kim et al (2001), mostram que a
Graviola possui um grupo de fitoquimicos denominados acetogeninas
anondceas, uma classe relativamente nova de produtos naturais encontrados

somente na familia das plantas do género Annona.

Estudos realizados por Yuan et al., 2003 sugerem que a Annonacing,
uma acetogening, isolada da A. muricata (LIAW et al., 2002; YU et al., 1998;
BORIES et al., 1991), € um composto anticancerigeno promissor. OBERLIES et al
(1995) demonstraram que acetogeninas de anondceas constituem uma classe
de compostos extremamente potente e que possuem atividade de inibicdo
do crescimento celular seletiva para células cancerigenas e exibe toxicidade
minima em células ndo cancerigenas. As acetogeninas mostraram-se mais
eficazes que o agente anfineopldsico padrdo, a adriamicina, e fambém foram
ativas em células cancerigenas resistentes a adriamicina. A habilidade desses
compostos em bloguear a formacdo de ATP foi também destacada como
sendo o Unico modo de acdo destes agentes antineopldsicos e uma
esperanca para o tratamento de tumores resistentes que requerem ATP para

energizar o mecanismo fransportador.

As acetogeninas sdo potencialmente bioativas e apresentam intenso

potencial como agente anfitumoral, citotdxico, imunossupressivo, pesticida,
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antibacterial e antimicrobiana (HISHAM et al., 1993; KIM et al., 1998a e 1998b;
ROBLOT et al., 1993; GLEYE et al., 2001) e devido a essas atividades, esses

produtos naturais tém atraido atencdo dos pesquisadores nos Ultimos tempos.

Segundo Mann (1994) a bulatacina, acetogenina isolada desta
espécie, apresentou atividade antitumoral tdo potente quanto a do taxol

(isolado da Taxus brevifolia), alcangando até 78% de inibicdo fumoral.

Levando em consideracdo outros constituintes quimico da familia
Annonaceae, investigacdes de diferentes partes de espécies desta familia
levaram ao isolamento de uma grande variedade de compostos (WATERMAN,
1986), a maioria dos frabalhos realizados nas décadas de 60 e 70, foram
voltados para o isolamento de alcaldides. Leboeuf et al. em 1982, listou cerca
de 170 alcaldides j& isolados de diversos géneros de Annonaceade,

principalmente os do tipo isoquinolinicos.

Outra classe de componentes que recebeu considerdvel atencdo
foram os flavondides, que sdo compostos polifendlicos e sdo classificados em
flavondis, flavonas, catequinas, flavanonas, antocianidinas e isoflavondides
(FALK et al., 1975; GUEDON et al., 1993;: GUARDIA et al., 2001).

Os flavondides constituem um grupo de substé@ncias naturais, que
possuem atividades biolégicas diversificadas e estudando sua acdo como
antioxidante, foram desenvolvidas muitas pesquisas, envolvendo ndo sé 0s
compostos flavonoidicos, como também os seus precursores biossintéticos
(RICHADISON et al., 1974; PRATT; BIRAC, 1979; RIOS et al., 1992). Os compostos
polifendlicos estdo presentes em frutas e vegetais (ANGELIS, 2001) como nozes,
sementes, ervas, especiarias, flores, em diversos chds e vinho tinto. Eles sdo
importantes compostos de frutas citricas (KEFFORD; CHANDLER, 1970),
aparecem em diversas fontes de alimentos e sdo consumidos regularmente na
dieta humana (HERRMAN, 1976). O consumo destes compostos tem sido
associado a efeitos protetores confra doencas cardiovasculares e cdnceres
(ANGELIS, 2001).

Pesquisas revelaram mais de 4000 estruturas exclusivas dos flavondides
que foram identificadas em planta (HARBORNE et al., 1975; HARBORNE, 1986;

1988 a.,b). Primeiramente, eram reconhecidos como pigmento responsavel
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pelas cores amarela, laranja e vermelho, em flores e alimentos (TIMBERLAKE;
HENRY, 1986; BROUIL; CHEMINANT, 1988).

Os flavondides sdo metabdlitos secunddrios de plantas e estas os usam
para atrair polinizadores e repelir predadores, para colorir flores e para a
protecdo contra raios ultravioletas, quando expostas ao sol (ANGELIS, 2001),
apds pesquisas na drea da farmacologia de alimentos fitoquimicos, um
grande nUmero de relatos tem estabelecido que os compostos fendlicos de
plantas, incluindo os flavondides, sdo potentes antfioxidantes e também hd
relatos de possiveis efeitos anfimutagénicos e anticarcinogénicos dos mesmos
(MIDDLETON; KANDASWAMI, 1994; RICE-EVANS et al., 1997).

Muitos extratos de plantas, particularmente os que contém flavondides,
parecem apresentar uma significativa atividade antioxidante, capaz de
diminuir os efeitos nocivos gerados pelos radicais livres (RL), e

conseqUentemente o surgimento de doencas associadas & agcdo destes RL.

Catequinas e flavondides sdo metabolitos secunddrios presentes nas
plantas e tem merecida atencdo pelo largo espectro de suas atividades
biol6gicas. Vdrios estudos relatam as propriedades anfiulcerogénicas dos
flavondides (GRACIOSO et al., 2002). Galati et al., (2003) também relatam

correlacdo entre atividade antiulcerogénica e antioxidante dos flavondides.
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4. OBJETIVOS

4.1 Objetivo Geral

Tracar um perfil toxicolégico agudo e realizar uma friagem farmacoldgica
no sentido de validar o uso da Annona muricata L no fratamento de Ulcera

pepftica.

4.2 Objetivos Especificos

— Desenvolver pesquisa etnofarmacoldgica sobre a espécie Annona muricata L.,
para identificacdo das representagcdes sociais sobre o imagindrio popular e o
coftidiano de uso da planta para fins medicinais nas comunidades da Regido da

Chapada do Araripe.

— Realizar teste hipocrdatico e de toxicidade aguda por via oral e intraperitoneal
com determinacdo da DL50% do Extrato hidrodlcoolico da Annona muricata
L.(EHAM)

- lden

— ftificar o possivel efeito antivlcerogénico (ou gastroprotetor) do EHAM em
modelos de lesdes gdstricas induzidas por etanol absoluto, etanol acidificado e

indometacina, e investigar possiveis mecanismos de acdo do extrato.

— Determinar o efeito antimicrobiano e modulador de fdrmacos antibacterianos
do EHAM contra linhagens bacterianas de Staphylococcus aureus e Escherichia

coli.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Materiais
5.1.1 Material Botanico (Origem e Obtengao dos Exiratos Vegetais)

Para o estudo quimico e farmacoldgico foram realizadas coletas de
folhas da Annona muricata L.(graviola), assim como para o processo de
herborizacdo, no horto de plantas naturais da Universidade Regional do Cariri-
URCA.

A herborizacdo Annona muricata L. resultou na excicata nimero 4417
que foi depositado no Herbdrio Caririense Déardano de Andrade Lima- HCDAL

da Universidade Regional do Cariri— URCA. Figura 4.

O material botanico (folhas da Annona muricata L.) foi utilizado a
fresco, lavado em dgua corrente, e depois de triturado, foi macerado e
submetido a exfracdo em solvente constituido de dgua destilada e etanol a
99%, na proporcdo 1:1, por um periodo de duas semanas. O extrato
hidroetandlico foi concentrado, por destilacdo do solvente em evaporador
rotativo a uma temperatura entorno dos 90° C, em seguida, o extrato bruto foi

congelado e liofilizado, conforme evidenciado na Figura 5.
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Figura 4. Exemplar de Annona muricata L. HCDAL da Universidade Regional
do Cariri - URCA sob o nimero: 4417.
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Folhas de Annona
Muricata L. (2kg)

Lavagem em agua corrente,
triturag@o e maceragao

Mistura com solucao de agua +
etanol (99,9%), proporgao de 1.1

Extragao na solugao
hidroetandlica por um
periodo de 3 dias

Remogao do etanol no I
rotaevaporador

Liofilizagao do extirato bruto
(Liofilizador)

Extrato hidroalcodlico licfilizado de
Anniona Muricala L — EHAM
(72,24g)

Figura 5. Fluxograma de obtencgdo do Extrato hidroalcodlico de Annona
muricata L (EHAM).
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Quanto as drogas e os reagentes utilizados, estes estdo relacionados a

seguir com suas respectivas procedéncias:

NAME)

SUBSTANCIA
Acido cloridrico (HCL)
Amicacina
Atropina
Capsaicina
Etanol absoluto 99%
Eter etilico
Formalina
Gentamicina
Glibenclamida
Indometacina (Indocid®)
loimbina
Kanamicina
L-Arginina
Misoprostol
Neomicina

N-nitro-L-arginina-metilestar

Solucdo fisiologica NaCl 0,9%

(L-

Brasil)

ORIGEM
Sigma, U.S.A.
Sigma Chemica Co, U.S.A.
Sigma, U.S.A.
Sigma, U.S.A.

(Quimica Especializada Erich,

Sigma-Aldrich, U.S. A.
Fluka, Alemanha

Sigma Chemica Co, U.S.A.
Sigma,U.S.A.

Merck Sharp & Dohme, Brasil
Sigma, U.S.A.

Sigma Chemica Co, US.A.
Sigma,U.S.A.

Continental Pharma, Itdlia
Sigma Chemica Co, US.A.
Sigma, U.S.A.

FARMACE, Brasil
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5.1.3 Material permanente e equipamentos utilizados

Balanca analitica de precisdo (Metler Toledo AB204)
Banho-maria (Modelo 100, Fanem Ltda.)
Cronbmetros digitais (LivStar)

Cdanulas de gavagem para camundongos
Extrator de Soxhlet

Materiais de biosseguranca

Material cirdrgico

Pipetas automdaticas (Maxipette)
Rotaevaporador (Fisatom)

Seringas estéreis (1 mL, 3mL e 5 mlL)

Tubos Eppendorffs

Vidrarias gerais

5.1.4 Prospeccgado Fitoquimica

A prospeccdo fitoquimica foi realizada de acordo com Matos, 1997.
As classes de metabodlitos secunddrios identificados no extrato estdo descritas

na tabela 2.

Executou-se a avaliacdo fitoguimica conforme descrito: por Matos,
1997, a fracdo dos extratos hidroalcdolicos liofilizados obtidos das folhas (0,3g)
foi diluida em dagua destilada (9/ml) e etanol a 70% (21/ml) e apds a diluicdo,
distribuidos em seis frascos, procedendo-se a partir de entdo aos testes — Teste
1, para Fendis e Taninos, empregando-se cloreto férrico; Teste 2, para

Antocianinas, Antocianidinas e Flavonodides, através do uso do dcido cloridico;
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Teste 3, para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavononas, de alcalinizacdo
a pH: 8,5 com hidréxido de sddio a 1%; Teste 4, para Chauconas e Auronas, de
alcalinizacdo a pH: 11 com hidréxido de sédio a 1%; Teste 5, para verificagcdo
de Flavononas; de acidudlizacdo a pH: 3,0 com d&cido cloridico e
aguecimento por 02 minutos, Teste 6, também para verificacdo de flavononas,

de alcalinizacdo a pH: 11 e aguecimento por 02 minutos.

O teste para alcaldides foi realizado diluindo-se fracdo dos extratos
hidroalcdolicos liofilizados obtidos das folhas (0,3/g) em 30 ml de acido acético
a 5% e 15ml de amdnia, esta para alcalinizacdo. Procedeu-se o aquecimento
até fervura deste preparado, alcalinizacdo com hidroxido de amonia a 10%
(10ml), adicdo de cloroférmio (15ml), homogeneizacdo e repouso em funil de
separacdo, coleta da fase cloroférmica em Béquer, evaporacdo do solvente,
adicdo de dcido cloridico a 1%, homogeneizacdo, aplicagcdo sobre uma
lGmina, aplicacdo de uma gota de reagente Draggendorff, observando-se a

formacdo de precipitado que seria indicativo da presenca de alcaldides .
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Tabela 2. Prospeccgdo Fitoquimica do exirato hidroetandlico bruto
liofilizado da Annona muricata L.

| (+) presenca
METABOLITOS
(-) auséncia

Fendis -
Taninos Pirogdlicos +
Taninos Flobaténicos -
Antocianinas -
Antocianidinas -
Flavonas +
Flavondis -
Xantonas -
Chalconas -
Auronas -
Flavonondis +
Leucoantocianidinas -
Catequinas -
Flavononas +
Alcaldides +
Terpenos -

Esterdides -

5.1.5 Animais

Os ensaios para observacdo de atividade gastroprotetora do extrato
foram realizados com camundongos “Swiss ”(Mus musculus) machos e fémeas,
provinientes do biotério da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte- FMJ.
Os animais foram conduzidos para a sala de experimentacdo dois dias anfes
dos ensaios e mantidos em ciclo entre claro e escuro de 12/h, sendo as luzes
ligadas as 07:00/h, mantidos com dgua comum e racdo ad libitum. No dia
anterior aos testes os animais foram marcados e acondicionados em caixas
em cama de maravalha, a racdo foi retirada 18:00/h antes dos ensaios, sendo

a adgua sempre mantida. O peso de jejum foi determinado.
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5.2 Métodos

5.2.1 Tipologia do Estudo

Em conformidade com o objeto de pesquisa, desenvolveu-se um
estudo experimental randomizado, este com capacidade de demonstrar
causalidade (HULLEY, et al, 2006) em modelos animais, a partir da adocdo de
intervencdes ativas, em um grupo caso, € bem controlada com o uso de um
principio afivo que se pretendeu por em prova (intervencdo, neste caso,
observando-se os possiveis efeitos bioativos do extrato liofilizado da graviola -
Gastroprotecdo) e outro (grupo controle) que receberd sempre uma

abordagem/tratamento convencional.
5.2.1.1 Pesquisa Etnofarmacolégica

Empregou-se um estudo randomizado, desenvolvido na drea rural dos
municipios de Crato e Santana do Cariri, no estado do Ceard, e Exu, no Estado
de Pernambuco. Foi utilizado como critério de exclusGo da amostra os
informantes que desconheciam o uso da Annona muricata L. (Graviola) para
fins medicinais. Desse modo, a amostra esteve representada por 41

informantes que atribuiram valor de uso medicinal para a espécie.

O periodo de estudo compreendeu os meses de junho e julho de
2009, no qual foram readlizadas entrevistas semi-estruturadas com os
informantes. Para fins de composicdo de amostra foi empregada a técnica de
amostragem por saturacdo de dados (POLIT; BECK; HUNGLER, 2004). A andlise
dos dados ocorreu afravés da estatistica descritiva (frequéncia simples e
percentual), abordando-se o uso medicinal das espécies (modo de preparo e
administracdo, partes utilizadas da espécie, a duracdo do tratamento e a
frequéncia das doses e restricdes ao uso); o indice de Fidelity Level (FL) — Nivel
de fidelidade, proposto por Friedman et al, 1986 (ALBUQUERQUE; LUCENA;
CUNHA, 2008.), conforme a formula:
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FL= (Ip/lu)X100%, onde:

lp= numero de informantes que sugerem o uso de uma determinada

espécie para uma proposta principal;

lu= nUmero total de informantes que citaram a espécie para qualquer

finalidade.

Com relacdo a Relative Frequency of Citation (RFC) - Frequéncia

relativa de citacdo, obfida a partir da razéo:
FC/N, onde :

FC representa o nimero de informantes que mencionaram o uso da

espécie.

N, o nuUmero total de informantes do estudo (TARDIO; PARDO-DE-
SANTAYANA, 2008).

5.2.2 Ensaios Pré-Clinicos Farmacologicos in vivo

5.2.2.1 Investigacao da Toxicidade Oral Aguda do EHAM e screening

Hipocratico

Foram realizados seguindo os procedimentos e recomendacdes
descritas pelo OECD, 2008.

a) Preparo dos animais

Para esta finalidade foram utilizados cinco animais (camundongos
“Swiss) fémeas, selecionados randomicamente, acondicionados
individualmente em caixas e aclimatizados em uma temperatura média de
22°C (+ 3°C), mantidos em ciclos claro/escuro de 12 horas cada, com racdo

padrdo e dgua ad libidum, observados por um periodo de catorze dias.
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b) Procedimento Experimental

O EHAM foi dissolvido em solucdo salina a 0,9% nas
concentracdes de 17,5; 55; 175; 550; 2000 e 5000mg/Kg v.o. e i.p., mg/Kg v.o. e
i.p. inicialmente, sendo que cada animal recebeu uma concentracdo
diferente e o volume administrado foi de 0,1ml/10g de peso corporal por

animal./Kg v.o. e i.p.

Todas as observacdes foram registradas sistematicamente e
individualmente. Para as observacdes foram consideradas as alteracdes na
pele e pélos, nos olhos e nas mucosas, e tfambém nos sistemas respiratorio,
circulatério, nervoso autbnomo e centfral, atfividaode motora e ainda
comportamental. Qutros par@metros avaliados foram a ocorréncia de

tremores, convulsoes, salivacdo, diarréia, letargia, sono e coma (OECD, 2008).

Em seguida ao experimento, a dose de 5000/mg/Kg do EHAM foi
administrada v.o. a frés animais, fendo em vista a ndo ocorréncia de obito
com as doses de até 2000/mg/Kg. Entretanto, o procedimento de
administracdo i.p. ndo recebeu essa dosagem dada a ocorréncia de obito em

doses menores.

A dose letal média — DL 50% foi calculada afravés do Programa LC50
Moden System (HAMILTON; RUSSO; THURSTON, 1977).

5.2.2.2 Investigagao Atividade Gastroprotetora

a) Lesdo gastrica induzida por etanol (ROBERT et al, 1979)

Foram utilizados camundongos “Swiss”, divididos em grupos (n=6),
seguindo-se o protocolo experimental: Jejum por um periodo de 15 a 18 horas,
obtencdo do peso e identificacdo. Partindo-se do objetivo de otimizar a
melhor dose eficaz para gastroprotecdo, realizou-se um screening de doses do
Extrato Hidroalcodlico da Annona muricat L. - EHAM ( 50,100, 200, e 400 mg/Kg,

v.0., cada teste efetuado com n=6), o omeprazol (30mg/Kg, para o grupo
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controle positivo), ou o veiculo (solucdo salina a 0,9%, 0,1ml/10g para o grupo
controle negativo) Th antes da administracdo do etanolass (0,2 mL/animal,
v.0.). Apds decorridos 30 minutos, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os estdmagos retirados, abertos ao longo da grande
curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas l&dminas,
escaneados e digitalizados, com posterior andlise afravés do ‘'software
“(Imagel). A drea lesionada foi expressa em termos de percentagem em

relacdo a drea total do corpo gastrico.

b) Lesdo gdstrica induzida por etanol acidificado (MIZUI; SHIMONO;
DOTEUCHI 1987)

Para fins de investigacdo dessa atividade foram utilizados
camundongos “Swiss,” divididos em grupos (n=6), seguindo-se o protocolo
experimental: Jejum por um periodo de 15 horas, obtencdo do peso e
identificacdo. Receberam tratamento com o EHAM (50, 100, 200 e 400 mg/Kg,
v.0.), o omeprazol (30mg/Kg, para o grupo controle positivo), ou o veiculo
(solucdo salina a 0,9%, 0,1ml/10g para o grupo controle negativo). Uma hora
apds os tratamentos, os animais receberam 0,2 mL de uma solucdo 0,3 M de
dcido cloridico - HCl em etanol a 60 % e apds 1 hora foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estbmagos retirados, abertos ao longo da grande
curvatura, lavados com salina 0,9% e comprimidos entre duas |Gminas,
escaneados e digitalizados, com posterior andlise através do software

(Imagel).
c) Lesdo gastrica induzida por indometacina (DJAHANGUIRI, 1969).

O estudo da avaliacdo se deu através do uso de camundongos “Swiss”,
divididos em grupos (n=6), seguindo-se o protocolo experimental: Os animais
foram colocados em jejum por um periodo de 15 a 18 horas, em seguida,
pesados e identificados. Administrou-se tratfamento com o EHAM (200 e 400
mg/Kg. v.0.), o omeprazol (30mg/Kg, para o grupo controle positivo), ou o
veiculo (solucdo salina a 0,9%, 0,1ml/10g para o grupo confrole negativo).
Apods uma hora foi administrado subcutaneamente a indometacina (10mg/Kg)
e apods frés horas da administracdo do agente lesivo, foram repetidos os

fratamentos com o veiculo, o extrato e o omeprazol. Seis horas apds a
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adminisfracdo da indometacina, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e os estbmagos retirados, abertos ao longo da grande

curvatura.

d) Estudo dos Possiveis Mecanismos Envolvidos na Atividade
Gastroprotetora do EHAM.

Para fins de estudo dos mecanismos possivelmente envolvidos no
efeito gastroprotetor do extrato, empregou-se a dose efetiva (efeito com
menor dose), sendo eleita a dose de 200mg/Kg do EHAM. Testaram-se cinco

mecanismos de provavel acdo do extrato, descritos a seguir.

AvaliagcGo do envolvimento do Oxido Nitrico (MATSUDA; LI;
YOSHIKAWA, 1999)

O envolvimento do oxido nitrico foi avaliado pela administracdo do
EHAM (100mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 hora antes do L-NAME, sendo que
apd6s 30 minutos deste foi administrado etanolass (0,2 mL/animal, v.o.).
Decorridos 30 min da administracdo do efanol, os animais foram sacrificados,
os estdbmagos analisados como descrito anteriormente. Para o outro grupo
tratado foi administrado EHAM (200mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 hora antes
da L-arginina (600mg/Kg v.o.) e esta, 30 minutos antes do etanolaes (0,2
mL/animal, v.o.), apds este procedimento, os animais foram sacrificados e os

estdbmagos analisados

Para o grupo controle positivo, empregou-se L-arginina (600mg/Kg v.o.)
01 hora antes do etanolass (0,2 mL/animal, v.o.) e decorridos 30 min da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados e, prosseguiu-se a
andlise dos estbmagos. O grupo confrole foi testado a partir da administracdo

de L-NAME, 30 minutos antes do etanolaps (0,2 mL/animal, v.o.).

Envolvimento dos Canais de K+ dependentes de ATP (RAHGOIZAR et al,
2001)

O envolvimento dos canais de potdssio dependentes de ATP foi
avaliado pela administracdo do EHAM (200mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01
hora antes da Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) € apds 30 minutos, administrou-se

o etanolaps (0,2 mL/animal, v.o.). Decorridos 30 minutos da administracdo do



62

etanol os animais foram sacrificados, os estbmagos analisados conforme &
referido nesse capitulo. O grupo controle foi fratado pela administracdo de
Glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo do etanolabs

(0,2 mL/animal, v.o.)

Estudo do envolvimento das Prostaglandinas (MATSUDA; LI;
YOSHIKAWA, 1999)

O envolvimento das prostaglandinas foi avaliado em dois grupos
tratados. Primeiro, pela adminisfracdo do EHAM (200mg/Kg, v.o. — Grupo
tratado) 01 hora antes da Indometacina (10 mg/kg, v.0.), sendo que apds 2
horas desta foi administrado etanolass (0,2 mL/animal, v.o.). Decorridos 30 min
da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos
analisados. Para o outfro grupo tratado foi administrado EHAM (200mg/Kg, v.o.
— Grupo tratado) 01 hora antes Misoprostol (0,016mg/Kg v.o.) e este, 1 hora

antes do etanolaws (0,2 mL/animal, v.o.),
Envolvimento dos Receptores noradrenérgicos alfa:

O envolvimento dos receptores noradrenérgicos alfaz foi avaliado pela
administracdo do EHAM (200mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 hora antes da
loimbina (2 mg/kg, i.p.) € apds 30 minutos, administrou-se o etanolaps (0,2
mL/animal, v.o.). O grupo controle foi fratado pela administracdo de loimbina
(2 mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracdo do etanolass (0,2 mL/animal,

v.0.).

Envolvimento dos Neurdnios Aferentes Sensiveis a Capsaicina
(MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999)

O envolvimento dos receptores da Capsaicina foi avaliado pela
administracdo do EHAM (200mg/Kg, v.o. — Grupo tratado) 01 hora antes da
Capsaicina (4mg/kg, v.0.) e apds 1 hora, administrou-se o eftanolass (0,2
mL/animal, v.0.). Decorridos 30 minutos da administracdo do etanol os animais
foram sacrificados, os estdbmagos analisados conforme j& referido nesse
capitulo. O grupo controle positivo foi fratado pela administracdo de

Capsaicina (4mg/kg, v.o.) 1 hora antes da administracdo do etanolass (0,2
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mL/animal, v.0.) e com 30 minutos, os animais receberam o sacrificio. O grupo
controle recebeu solucdo salina a 0,9%, 0,1ml/10g v.o. 30 minutos antes da

administracdo do etanolaws (0,2 mL/animal, v.o.).
5.2.2.3 Determinagdo da Motilidade Intestinal (LAPA et al, 2008)

Esse método consiste na administracdo de um marcador colorido
(carvdo ativado) foram utilizados camundongos “Swiss,” ambos sexos, em
jejum de sdlidos por 6 horas,com fornecimento de dgua , divididos em grupos
(n=10), os quais foram tratados com EHAM (200mg/Kg, v.0.), veiculo (solucdo
salina a 0,9%, 0,1ml/10g v.o.), atropina (0,01g/Kg v.o.) e carvdo ativado a 10%
(0,1ml/10g v.o.). Procedeu-se a administracdo do EHAM (Grupo tratado), da
atropina (Grupo controle positivo) e veiculo (Grupo controle), apds 1 hora,
administrou-se o carvéo e decorridos 30 minutos desse, efetuou-se o sacrificio
dos animais por deslocamento cervical. A cavidade abdominal foi aberta,
onde o estdbmago e intestino delgado foram removidos. Com auxilio de uma
régua, foi determinado o comprimento total do intestino delgado de cada
animal (distGncia enfre o piloro até a vdalvula ileocecal), e a distancia
percorrida pelo marcador (até a Ultima porcdo que contenha pelo menos 1
cm continuo do marcador). Os resultados foram expressos em porcentagem
da dist@ncia percorrida pelo marcador em relacdo ao comprimento total do

intestino delgado.
5.2.2.4 Investigacao da Atividade Antibacteriana
a) Linhagens bacterianas (COUTINHO et al., 2005)

Foram utilizadas as seguintes cepas bacterianas: Escherichia coli (EC27)
e Staphylococcus aureus (SA358) com perfil de resisténcia identificado na
tabela 3. Todas as cepas foram mantidas em slants com Heart Infusion Agar
(HIA, Difco Laboratories Ltda.). Antes do ensaio, as células foram cultivadas
durante a noite a 37°C em infusdo cérebro coracdo, BHI, Difco Laboratories
Ltda. (COUTINHO et al., 2005).
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Tabela 3. Origem Bacteriana e Perfil de Resisténcia a antibidticos.

Bactéria Origem Perfil de Resisténcia
E. coli 27 Ferida Aztreonan; Amoxacilina; Ampicilina; Amicacing;
cirdrgica Amoxixilina;  Cefadroxil; Cefaclor; Cefalotfing;
Ceftazidima; Ciprofloxacin; Cloranfenicol;
Imipenem; Kanamicina; Sulfametrim;

Tetraciclina; Tobramicina.

S. aureus 358 Ferida Oxacilinag;, Oxacilina; Tobramicina, Amicacing,
cirdrgica Kanamicina, Neomicing; Paramomicinag;

Butirosina; Sisomicina; Netilmicina.

A  Concentragcdo inibitéria minima (CIM) de cada exirato foi
determinada em um ensaio de microdiluicdo (Javadpour et al, 1996),
utilizando-se um inoculo de 100uL de cada linhagem bacteriana, suspensas em
caldo Brain Heart Infusion — BHI até uma concentracdo final de 105 colony-
forming units/mL em placas de microdiluicGo com 96 pocos, com diluicoes em
série .. Em cada poco foi adicionado 100uL de solucdo de cada extrato. As
concentracdes finais dos extratos foram 512, 256, 128, 64, 32, 16 e 8ug/mL. As
CIMs foram registradas como as menores concentracdes para inibicdo do

crescimento.

O efeito potencializador dos extratos foi testado contra linhagens de
Escherichia coli (EC27) e Staphylococcus aureus (SA358) combinados com os
seguintes agentes antimicrobianos: Gentamicina, Kanamicina, Neomicina e
Amicacina nas concentracoes finais de 1024, 512, 256, 128, 64, 32, 16, 8, 4, 2 e
Tug/mL. As placas foram incubadas aerobicamente por 24 horas a uma

temperatura de 37°C.
5.2.3 Expressdo dos Dados e Andlise Estatistica.

Os resultados foram expressos como médias + erro padrdo das médias

de cinco a sete animais por grupo.
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Todos os dados que obedeceram a uma distribuicdo normal foram
submetidos & andlise de vari@ncia (ANOVA) seguida pelo teste de Newman-
Keuls. Um valor de p menor que 0,05 foi considerado estatisticamente

significativo.
5.3 Aspectos Eticos da Pesquisa.

A adocdo de procedimentos éticos rigorosos e o seguimento de
protocolos validados para ensaios farmacoldégicos com animais e pesquisa
envolvendo seres humanos, que nortearam o desenrolar da pesquisq,
justificam-se pelo entendimento por parte dos pesquisadores, de que ndo se
concebem a redlizacdo de estudos que desrespeitam as recomendacodes e

consensos éticos.

Dessa forma, o estudo esteve em conformidade com as normas e
direfrizes bioéticas vigentes para ensaios envolvendo seres vivos: humanos
(Resolucdo N° 196/1996 e 301/2000 do Conselho Nacional de Saude — CNS),
animais ndo-humanos (Guide for the care and use of laboratory animals, do
NIH - National Institute of Health-EUA, 1996; Principio dos 3R's — Replace,
Reduce and Refine, de Russel e Burch, 1959; Lei Federal N° 11.794/2008;
Principios Eticos da Experimentacdo Animal do Colégio Brasileiro de
Experimentacdo Animal — COBEA); e integridade da fauna e flora (Lei Federal
N° 9605/1998) (BAZZANO, 2006; MACHADO et al, 2006; BRASIL, 2006, 2008).

Este projeto foi submetido ao Comité de Etica em Pesquisa em Animais
da Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte — FMJ e recebeu parecer

favordvel sob niUmero de processo: 2009_ 0438.

5.4 Instituicoes Parceiras e Financiamento

A redlizacdo desse estudo contou com o apoio dos profissionais do

Biotério da Faculdade de Ciéncias Aplicadas Dr. Ledo Sampaio; Biotério da



66

Faculdade de Medicina de Juazeiro do Norte (FMJ); Laboratério de Pesquisa
de Produtos Naturais (LPPN) e Laboratério de Farmacologia e Quimica

Molecular, da Universidade Regional do Cariri — URCA.

Os recursos financeiros foram advindos do Programa Coordenacdo

de Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior- CAPES.
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6. RESULTADOS
6.1 Pesquisa etonofarmacoloégica

a. Informantes

O perfil dos informantes(n=41), que utilizam a espécie Annona muricata
L. (Graviola), conforme demonstrado na tabela 4, retrata prevaléncia
geogrdfica, 23 (56,00%) entrevistados para o Municipio de Crato — CE, sendo
19 (46,34%) na faixa etdria de 40 a 58 anos, 11 (26,82%) com residéncia na
drea de 50 a 59 anos, 25 (61,00%) do sexo feminino, 30 (73,17%) agricultores e
27 (65,85%) informaram ndo exercer atividade laboral com plantas medicinais.
(Tabela 4)

Tabela 4. Perfil dos informantes da espécie Annona muricata L.
(Graviola) em localidades da Biorregiao do Araripe, Crato — CE, Santana do
Cariri - CE e Exu - PE.

Municipio Localidade N %
Crato-CE Sitio Matinha 01 2,44

Sitio Barreiro Grande 06 14,62

Sitio Minguiriba 09 21,94

Sitio Cajueiro 07 17,00
Exu — PE Sitio Boa Vista 05 12,29
Santana do Cariri— CE  Sitio Lirio 01 2,44

Sitio Guritiba 12 29,27

Faixa etdria

23-38 10 24,39
40-58 19 46,34
60-80 12 29,27
Sexo

Masculino 16 39,00

Feminino 25 61,00
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Tempo de residéncia na drea

<5 anos 01 2,44
25<10anos 02 4,88
210 <20 anos 01 2,44
220 < 30 anos 03 7.31
> 30 < 40 anos 05 12,20
> 40 < 50 anos 10 24,39
2> 50 < 60 anos 11 26,83
2 60 < 80 anos 08 19,51
Ocupacgao

Agricultor(a) 30 73,17
Comerciante 01 2,44
Auxiliar administrativo 01 2,44
Agente comunitdrio de saude 02 4,88
Do lar 02 4,88
Acompanhante de idoso 01 2,44
Aposentado 04 9,75
Atividade laboral com plantas medicinais

Sim 13 31,71
N&o 27 65,85
N&o informado 01 2,44

b. Consideragoes sobre o uso medicinal da espécie Annona muricata L.

Apresenta-se na tabela 5 o nivel de fidelidade identificado para a

espécie Annona muricata L. (Graviola) quanto ao uso medicinal nos seguintes



69

municipios estudados (Crato — CE, Santana do Cariri — CE e Exu — PE). Observa-

se que entre as indicacdes medicinais mais relatadas estdo o cdncer e as

afeccoes respiratérias (gripe) presentes nos relatos das trés localidades

apresentando para o municipio de Crato-CE, nivel de fidelidade de 10,0% e

30,0%, respectivamente. Para o municipio de Santana do Cariri-CE este foi

6,25% e 31,25%, respectivamente. Para a localidade de Exu-PE, o mesmo foi de

60,0% e 80,0%, respectivamente. E importante mencionar o uso para processos

inflamatdrios em 150% e 6,25% para Crato-CE e Santana do Cariri-CE,

respectivamente. O uso para dor e reumatismo foi citado em Crato-CE,

apresentando nivel de fidelidade de 20,0% e 15,0%, respectivamente.

Tabela 5. Comparagdo do Nivel de Fidelidade (FL) sobre as indicagoes
medicinais do Annona muricata L. (Graviola) em dreas da Biorregido do
Araripe, Crato — CE, Santana do Cariri — CE e Exu - PE.

CRATO SANTANA DO EXU
CARIRI (Cearq)

(Pernambuco) (Pernambuco)
DOENCAS FL DOENCAS FL DOENCAS FL
Ferimentos 10.0 Diabetes 125 Cdancer 60.0

- Efeito .

Inflamagao 15.0 emagrecedor 6.25 Cripe 80.0
Inflamacgodes do
Efeito aparelho
emagrecedor reprodutor
100 feminino 6.25
Inflamacdo
vaginal 15.0 Caleulo rena 6.25
Dor 20.0 Febre 6.95
Infeccdo 15.0 Hipertensdo 6.95
Cancer 10.0 Cancer 6.95
Gripe

Doencas da
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prostata 31.25
10.0

Reumatismo 50

Hipertensdo

50.0
Menopausa

50.0
Cdlculo renal 10.0
Doencas
pulmonares

30.0

A descricdo sobre as partes da espécie Annona muricata L., mais
utilizadas pelos informantes para fins medicinais, sendo assim as partes da
planta mais utilizadas sdo as folhas (37 indicacodes) e frutos (4 indicacdes), com

grande prevaléncia do uso das folhas. Tabela 6.

O modo de preparo medicinal para a espécie Annona muricata L.
também foi objeto de investigacdo, para a planta estudada, observou-se que
o decocto com dagua representa o modo mais prevalente, a qual foi indicada

40 informantes (97,56%), e apenas um faz uso do decto com mel (2,44%).

O modo de aplicacdo mais amplamente empregados pela
comunidade foi a ingestdo oral e o banho, sendo relatado um percentual de
97.56% (40 informantes) e 2,44% (01 informante).

A relacdo entre a indicacdo medicinal, a duracdo do tratamento e a
frequéncia da dose empregada no uso da espécie, sdo aspectos importantes.
Pois para cada afeccdo referida, hd uma variagdo na duracdo da terapia e
frequéncia da dose. No entanto, com relacdo ao tempo de tratamento

empregado, pode-se verificar que este variou desde indeterminado até
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remissdo dos sinftomas. E no que diz respeito a freqUéncia da dose, esta esteve

situada entre 2-3 vezes/dia.

Tabela 6. Indicagdo medicinal versus duragdo do tratamento e
frequéncia da dose da espécie Annona muricata L. (Graviola).

Indicagado Frequéncia da dose

(Duragao do tratamento)

Infeccoes

Doencas da prostata
Neoplasias
Reumatismo
Hipertensdo

Cdiculo renal
Afeccoes respiratorias
Dor

Menopausa
Inflamacdo vaginal
Febre

Diabetes

Inflamacdo

Emagrecedor

2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (ARS)
2-3 vezes/dia (l)

Continuo (I)

(ARS): Até remissdo dos sintomas

(1): Indeterminado
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Os dados etnofarmacoldgicos sobre a espécie estudada, foram
complementados com a investigacdo de possiveis restricoes ao seu uUso
significando que a totalidade, ou seja, 100% ndo possue restricdo para sua

utilizacdo
6.2 Teste Hipocratico e de Toxicidade Aguda do EHAM

Realizou-se teste hipocrdtico para toxicidade oral e infraperitoneal
aguda em dose Unica em camundongos, com acompanhamento por 14 dias,
nas doses de 17,5, 55, 175, 550, 2000 e 5000mg/Kg v.o. e esta mesma
seqUéncia de doses por via intraperitoneal. Nesse sentido, ndo houve sinais de
morbidade relevante, nem tampouco mortalidade no grupo tratado por via
oral em todas as doses. No entanto, para os animais que receberam o extrato
via infraperitoneal, ndo foram observados dados relevantes, sendo assim
considerado seguro. Assim, a DLsoz para a administracdo intraperitoneal do

EHAM é de 3162,28mg/Kg, com intervalo de confianca de 95%.

Os animais que receberam as doses por via oral e intraperitoneal
demonstraram diminuicdo da atividade e dispnéia leve, demonstrando
recuperacdo em quatro horas. Excecdo feita ao animal (5000mg/Kg. i.p.) com
o quadro de evolucdo ao o6bito, que se encontra armazenado em local e

temperatura adequada para estudos posteriores.
6.3 Atividade Microbiolégica do EHAM

O EHAM demonstrou atividade antfimicrobiana pouco significativa

contra as linhagens bacterianas testadas, com valor de CIM = 1024.

O EHAM na concenfracdo de 128ul/ml foi combinado com os
antibidticos testados, ver tabela 7, demonstrando efeito potencializador

importante quanto a acdo antibacteriana das drogas utilizadas para controle.
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TABELA 7. Valores de CIM (ug/ml) de aminoglicosideos na presengca e auséncia de
16ug/mL de EHAM, Escherichia coli 27 e Staphylococcus aureus 358.

EC 27 AS358
MIC MIC combinado | MIC MIC combinado
Antibiéticos EHAM EHAM
Garamicina 2500 2.4 39 4,8
Canamicina 2500 62,5 2500 62,5
Amicacina 156,2 9.7 78.1 9.7
Neomicina 312,5 19.5 312,5 78,1
EHAM >1024 - >1024 -

6.4. Avadliagcdo da Atividade Antiulcerogénica

6.4.1. Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) sobre as lesdes gdstricas agudas induzidas por etanolss em

camundongos

A administracdo de etanolaps induziu a producdo de lesdes na mucosa
gdstrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e

hemorragia, com indice total de Ulceras de 18,57 + 2,12;

As ulceracdes na mucosa gdastrica induzidas pela administracdo do
etanolass foram menores (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-tratados
com o EHAM em doses de 50, 100, 200 e 400 mg/kg, podendo ser observado
pela reducdo do indice de lesdes em 92,89%; e, 94,13%, 97,79%, € 96,49%
respectivamente, reduzindo o indice de Ulceras no grupo pré-fratado com o

EHAM. (figura 6 ; anexo ).

Mostrando assim que o EHAM na dose de 200mg/kg v.o, para

fratamento de lesdes gdastricas induzidas pelo o etanolass em camundongos,
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mostrou-se mais efetiva que a droga padrdo utilizada no grupo controle
(omeprazol), seguida da dose de 400 mg/kg, reduzindo o indice de Ulceras em
97.79% e 96,49%, respectivamente (figura 7) Os animais que receberam
omeprazol (30mg/Kg v.o.) fambém demonstraram reducdo significativa nas
dreas gdstricas lesionadas e significativo percentual de reducdo de Ulceras,

sendo estes de 95,79%, com valores de p<0,001 comparado ao confrole.



(A) (B)
¢ ‘
Controle Omeprazol
(Salina  0,9%, (30mg/Kg,
v.0.) v.0)
(©) (D)
EHAM EHAM
(50mg/Kg, (100mg/Kg,
v.0.) v.0.)
(E) (F)
M
EHAM EHAM
(200mg/Kg. (400mg/Kg,
v.0.) v.0.)
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Figura 6. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesées gastricas induzidas por etanol absoluto. Os estdmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D). (E) e (F), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Area gastrica ulcerada (%)

o o B~ & > > mg/kg

OMEPRAZOL EHAM

Etanol absoluto (0,1 mL/10g, v.0.)

Figura 7. - Efeito da administracdo oral do EHAM sobre as lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os animais foram fratados com
veiculo (solucdo salina 0,9%, 0,1 mL/10g, v.o.), o EHAM (50, 100, 200 e 400 mg/Kg, v.0.),
ou o omeprazol (30mg/kg, v.o.). Uma hora apds os tratamentos, os animais receberam
0.2 mL de etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 6 animais. Na andlise
estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e ***p < 0,001, significante quando

comparado ao grupo controle lesionado (CL) (ANOVA e Teste de Student Newman
Keuls)
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6.4.2. Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) via intraperitoneal sobre as les6es gdstricas agudas induzidas por

etanol absoluto em camundongos

A administracdo de etanolass induziu a producdo de lesdes na mucosa
gdstrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com indices de lesdes, de Ulceras e indice total de 26,60+3,43 % (
Figura 9; Tabela anexo 1l). Os animais foram pré-tratados com
EHAM(100mg/Kg, v.0.), e EHAM(100mg/kg, i.p.) ambos os grupos de vias de
administracdo apresentaram significativa (p<0,001) reducdo no indice da drea

ulcerada.(Figura 8)

As ulceracdes na mucosa gdstrica induzidas pela administragcdo do
etanolass foram menores (em tamanho e quantidade) no grupo pre-tratado
com o EHAM na dose de 100mg/kg,v.0, demonstrou significativa (p<0,001)
reducdo de drea ulcerada, podendo ser observado nos indices, de lesdes em
95,90%, reduzindo o indice de Ulceras em relacdo ao grupo controle. J& o
grupo previamente fratado com o EHAM (100mg/kg.i.p), também comprovou
a sua acdo citoprotetora, com reducdes da drea lesionada, com um indice

76,84%, com valores de p<0,001.
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(A)

Controle

(Salina 0,9%, v.o.)

(B)

©

EHAM

(100mg/Kg, i.p.)

EHAM

(100mg/Kg, v.0.)

Figura 8. Aspectos macroscopicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesées gdstricas induzidas por etanol absoluto. Os estdmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A), (B) e (C), respectivamente, trata-se das drogas,
doses e as vias de administracdo utilizadas.
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401

Area gastrica ulcerada (%)

* !
,\00 ,\00 mg/kg
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Etanol absoluto (0,1 mL/10g,v.0.)

Figura 9. - Efeito da administragdo intraperitoneal do EHAM sobre as lesoes
gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os animais foram tratados
com veiculo (solucdo salina 0,9%, 0,1 mL/10g, i.p.), o EHAM (100 mg/Kg, i.p.). € EHAM
(100 mg/Kg, v.0.). Uma hora apds os tratamentos, os animais receberam 0,2 mL de
etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 10 animais. Na andlise estatistica,
foi considerado ndo significante P > 0,05 e ***P < 0,001 vs CL (ANOVA e Teste de

Student Newman-Keuls).
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6.4.3. Efeito do extrato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) sobre as lesoes gdstricas agudas induzidas por etanol acidificado em
camundongos.

A administracdo de solucdo de etanol a 70% e 0,3M de HCL induziu a
producdo de lesdes na mucosa gdstrica, acompanhada pela perda de
pregas, aparecimento de edema e hemorragia, com indices de lesdes, de

Ulceras e indice total de 23,19+3,09; (Tabela Anexo lll).

As ulceracdes na mucosa gdstrica induzidas pela administragcdo do
etanol a 70% foram menores (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-
fratados com o com o EHAM em doses de 50, 10, 200 e 400mg/kg, podendo
ser observado pela reducdo do indice de lesdes em 38,33 %, 72,05%, 81,06%, e
96,76% respectivamente ( Figura 10 ) reduzindo o indice de Ulceras no grupo

pré-tfratado com o EHAM.

Demonstramos assim, que o EHAM na dose de 400 mg/kg v.o, para
fratamento de lesdes gdstricas induzidas pelo o etanol acidificado em
camundongos, mostrou-se mais efetiva que a dose da droga padrdo utilizada
(omeprazol) , reduzindo o indice de Ulceras em 97,79%, quando comparados
com o grupo controle, Os animais que receberam omeprazol (30mg/Kg v.o.)
também demonstraram reducdo significativa nas areas gdastricas lesionadas e
significativo percentual de reducdo de Ulceras, sendo este de 84,56%,

respectivamente, com valores de p<0,001 comparado ao controle. (Figura 11)
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(A) (B)
|
A g
¥ .
L =
Controle Omeprazol
(Salina 0,9%, v.o.) (30mg/Kg.v.o.)
(©) (D)
EHAM EHAM
(50mg/Kg, (100mg/Kg.
v.0.) v.0.)
(E) (F)
EHAM EHAM
(200mg/Kg. (400mg/Kg,
v.0.) v.0.)

Figura 10. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado. Os estébmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A), (B). (C), (D). (E) e (F). respectivamente,irata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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OMEPRAZOL EHAM

Etanol-HCL (0,1 ml/10g, v.0)

Figura 11 - Efeito do EHAM sobre as lesGes gastricas induzidas por etanol
acidificado em camundongos. Os animais foram tratados com veiculo (solucdo salina
0.9%, 0,1 mL/10g, v.0.), o EHAM (50, 100, 200, 400 mg/Kg, v.0.), ou o omeprazol
(30mg/kg, v.o.). Uma hora apds os tfratamentos, os animais receberam 0,2 mL de uma
solucdo 0,3 M de HCI em etanol 70 %. Cada grupo representa a média de 6 animais.
Na andlise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e @p < 0,001 vs controle
lesionado (CL), bp<0,01 vs CL e ¢p<0,05 vs omeprazol (30mg/kg. v.o.) (ANOVA e Teste
de Student Newman-Keuls).
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6.4.4. Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) sobre as lesoes gdstricas agudas induzidas por DAINES (indometacina)

em camundongos.

A administracdo subcuté@nea de indometacina (10mg/Kg) produziu um
indice de lesdes gdstricas de 12,61+3,27. O pré-fratamento dos animais com as
doses de 200 e 400 mg/kg do EHAM pela via oral, 1 hora antes da
administracdo da indometacina, mostraram alteracdes dos indices

determinados.

As ulceracdes na mucosa gadstrica induzidas pela administracdo de
indometacina (10mg/kg, s.c.), anfiinflamatdrio ndo esteroidal (AINE) que atua
inibindo as acdes das enzimas ciclooxigenase (COX), mostraram resultados
significantes (em tamanho e quantidade) nos grupos pré-tratados com o com
o EHAM em doses de 200 e 400mg/Kg.

A dose de 200mg/Kg do EHAM, mostrou-se a dose mais eficaz,
reduzindo a incidéncia de Ulceras e o indice total em 94,13%, respectivamente
(Figura 12; Tabela Anexo IV). A dose de 400 mg/kg do EHAM, mostrou-se
também significativa, onde reduziu a incidéncia de Ulceras e o indice total em
91,67%, respectivamente. Apresentando assim um indice significante para a
reducdo de Ulceras. O omeprazol 30mg/kg v.o., controle positivo do teste,
reduziu os indices de lesdes, de Ulceras e o total em 96,82%, quando

comparado com o grupo controle (Figura 13.).
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0.9%., v.0.)

(B)

Omeprazol

(30mg/Kg,
v.0.)

©

EHAM

(100mg/Kg,
v.0.)

EHAM

(400mg/Kg,

v.0.)
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Figura 12. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesdes gdstricas induzidas por DAINES (indometacina). Os estdbmagos
foram abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C) e (D), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Figura 13 - Efeito do EHAM sobre as lesdes gdstricas induzidas por DAINE
(Indometacina) em camundongos. Os animais foram fratados com veiculo (solugdo
salina 0,9%, 0,1 mL/10g, v.0.), o EHAM (200, 400 mg/Kg, v.0.), ou o omeprazol (30mg/kg,
v.0.). Uma hora apds a administracdo da indometacina (10mg/Kg, s.c.) e apds trés
horas, foram repetidos os tratfamentos com o veiculo, o EHAM e o omeprazol. Cada
grupo representa a média de 6 animais. Na andlise estatistica, foi considerado ndo
significante p > 0,05 e ***p<0,001, significante quando comparado ao grupo controle
lesionado (CL) (ANOVA e Teste de Student Newman Keuls).
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6.4.5. Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) e o papel do 6xido nitrico (NO) na agdo gastroprotetora em modelos

de les6es gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

A administracdo do veiculo em associacdo ao etanolaws oral, produziu
um indice de lesdes gdstricas de 20,52+2,29%. Os animais que receberam L-
NAME (10mg/kg, ip ) um inibidor da NOS — éxido nitrico sintetase, apresentaram
um percentual de lesdes de 28,73+3,83%, , associado ao etanolass ( 0,2
mL/animal, v.o.). J& os animais que receberam L-Arginina ( 600mg/Kg, v.0.) um
precursor para a sintese de Oxido nitrico, em associacdo ao etanolaps
apresentaram um percentual de Ulceras de 94,88% (Figura 14). Apresentaram
um percentual de reducdo de lesdes significantes (em tamanho e

quantidade).
Um grupo foi tratado com o EHAM (200mg/kg,v.o.),

Nos grupos pré-tratados com o com o EHAM em doses de 200 mg/kg,
mostrou-se uma reducdo de dreas lecionada (em tamanho e quantidade) de
0,4120,14% e 98,57%, respectivamente. (Figura 14; Tabela Anexo V).

Apresentando assim um percentual de reducdo de lesdes significantes .

Nos grupos pré-fratados com o EHAM (200mg/kg, v.o) + L-NAME na
dose de (10mg/kg, i.p), mostrou-se uma reducdo de dreas lesionadas (em
tamanho e quantidade) apresentando um indice de reducdo de 95,58%,

respectivamente.

Nos grupos pré-tfratados com o com o EHAM (200mg/kg, v.o) + L-
ARGININA na dose de (600mg/kg, v.o), mostrou-se uma reducdo de dreas
lesionadas (em tamanho e quantidade) apresentando um indice de reducdo

de 88,54%, respectivamente. (Figura 15).

A dose de 200mg/kg do EHAM, mostrou-se a dose mais eficaz,

reduzindo a incidéncia de Ulceras e o indice total em 98,57%. J& o EHAM
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associado as drogas L-NAME (10mg/kg. v.o ) e L-ARGININA (600mg/kg, v.0)

reduziu os indices de lesdes de Ulceras de maneira significativa, mais com um

efeito parcialmente bloqueado, em 95,58% e 88,54%, respectivamente.

(A)

(B)

(€)
2

Controle L-NAME L-Arginina
(Salina (10mg/Kg, (600mg/Kg,
0,9%., v.0.) v.0.) v.0.),
(D) (F)
EHAM EHAM EHAM
(200mg/Kg. (200mg/Kg. (200mg/Kg.
v.0.), v.0.) v.0.)
+ +
L-NAME L-Arginina
(10mg/Kg, (600mg/Kg.
v.0.) v.0.),

Figura 14. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de roedores em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto. Os estdbmagos foram abertos
pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D). (E) e (F), respectivamente,frata-se das drogas,
doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Figura 15. Papel do éxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EHAM em
modelo de lesées gdstricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.
Administrou-se tratamento com o EHAM (200mg/Kg, v.0.) ou veiculo (solucdo saling,
0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, do L-NAME
(10mg/kg, i.p.) ou L-Arginina (600mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da administracdo do
etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi fratado com o EHAM (200mg/Kg, v.o.),
30 minutos anfes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa a
média de 7 animais. Na andlise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e
ap < 0,001 vs CL, bp<0,001 vs L-NAME (10mg/Kg, v.0.) e <p<0,01 vs CL (ANOVA e feste
de Student Newman-Keuls)
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6.4.6. O papel das prostaglandinas no efeito do extrato hidroalcodlico
das folhas da Annona muricata (EHAM) sobre as lesdes gdstricas agudas
induzidas por etanol absoluto em camundongos

A administracdo do veiculo em associacdo ao etanolass oral, produziu
um indice total de lesdes gdstricas de 18,57£2,12%. Os animais receberam
Indometacina (10mg/kg, v.0.) um inibidor da sintese de prostaglandinas,
associado ao etanolass (0,2 mL/animal, v.o0.) apresentaram um percentual de
lesdes de 12,33+1,88%. Os animais pré-tratados que receberam misoprostol
(0,016mg/Kg, v.0.), um andlogo sintético da prostaglandina, em associacdo
ao etanoles, obtiveram reducdo de drea lesionada (95.37%), antes da

administra¢gdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal).

As ulceragcdes na mucosa gdstrica induzidas pela administracdo de
etanolass oral (0,2ml/kg) 12,33+1,88% (Figura 16; Tabela Anexo VI). Mostraram
resulfados, onde apresentaram um percentual de reducdo de lesdes

significantes (em tamanho e quantidade).

Nos grupos pré-fratados com o EHAM na dose de 200mg/kg, observou-
se uma reducdo de dreas lesionadas (em tamanho e quantidade) de

0,41+0,14 % e 96,67%, respectivamente (Figura 17; Tabela Anexo V).

Nos grupos pré-tratados com o com o EHAM (200mg/kg, v.o) +
INDOMENTACINA na dose de (10mg/kg, v.o), observou-se uma reducdo de
dreas lesionadas (em tamanho e quantidade) apresentando um indice de
reducdo de 9,85+2,50% e 20,11%, respectivamente. (Figura 17; Tabela Anexo
Vi).

Nos grupos pré-tfratados com o EHAM (200mg/kg, v.o) + MISOPROSTOL
na dose de (0,016, mg/kg. v.0), um andlogo das prostaglandinas do fipo El
(PGE 1), observou-se uma reducdo de dreas lecionada (em tamanho e
quantidade) apresentando um indice de reducdo de 0,57+0,25% e 95,37%,

respectivamente . (Figura 17; Tabela Anexo V).
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A dose de 200mg/kg do EHAM, mostrou-se a dose mais eficaz, reduzindo
a incidéncia de Ulceras e o indice total em 98,57%.(Figura 17; Tabela Anexo VI).
J&d o EHAM associado as drogas Indometacina (10mg/kg, v.o) e Misoprostol
(0,016,mg/kg, v.o) reduziu os indices de lesdes de Ulceras em 95,37%, quando
associado a indometacina o EHAM , teve o seu efeito bastante reduzido, uma

vez que a sua acdo junto com o Misoprostol potencializou ainda mais a acdo

do extrato.
(A) (B) (©
o X q '3
Controle Indometacina Misoprostol
(Salina 0,9%. (10mg/Kg, v.0.) (0,016mg/Kg, v.0.),
v.0.)
(D) (E) (F)
¥ i "
EHAM EHAM EHAM
(200mg/Kg, (200mg/Kg, v.0.) (200mg/Kg, v.0.)
v.0.)
+
+
Misoprostol
Indometacina
(0,016mg/Kg,
(10mg/Kg, v.0.) | v.0.)

Figura 16. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesées gastricas induzidas por etanol absoluto. Os estdmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A), (B), (C), (D). (E) e (F), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Figura 17. Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHAM em
modelo de lesées gdstricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.
Administrou-se tratamento com o EHAM (200mg/Kg, v.o.) ou veiculo (0,1ml/10g para o
grupo confrole lesionado) por via oral, 1 hora antes, da indometacina (10mg/Kg, v.o.),
ou Misoprostol (0,016mg/Kg, v.0), 2 horas e 1 hora, respectivamente, antes da
administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi tratfado com o EHAM
(200mg/Kg., v.o.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo
representa a média de 7 animais. Na andlise estatistica, foi considerado ndo
significante p > 0,05 e 9p < 0,001 vs controle lesionado (CL), Pp<0,01 vs CL, cp<0.01 vs
indometacina, 9p<0,001 vs indometacina na combinagcdo com o EHAM (ANOVA e
Teste de Student Newman-Keuls).
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6.4.7. Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata (EHAM)
sobre as lesdoes gastricas agudas induzidas por etanol absoluto (o papel dos

receptores noradrenérgicos alfaz).

A administracdo de etanolass induziu a producdo de lesdes na mucosa
gdstrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com indices de lesdes, de Ulceras e indice total de 18,57+2,12%
(tabela Anexo VIL.). Os animais que receberam ioimbina (10mg/Kg, i.p.). um
agente antagonista dos receptores noradrenérgicos alfaz, associado ao
etanolebs (0,2 mL/animal, v.o.) apresentaram extensa drea ulcerada
(26,52+3,75%).

As ulceracdes na mucosa gdstrica induzidas pela administragcdo do
etanolass foram reduzidas (em tamanho e quantidade) no grupo pré-tratado
com o EHAM na dose de 200mg/kg, (p<0,001), (reducdo do indice de lesdes
em 98,45%), (Figura 18; Tabela Anexo VII).

Foi demonstrado assim que o EHAM, associado a ioimbina (10mg/kg,
i.p), para tratamento de lesdes gdstricas induzidas pelo o etanolas em
camundongos, bloqueou parte da sua acdo citoprotetora. A Ulcera causada
por etanolaws foi significativamente aumentada pela acdo da ioimbina e o pré-
tratamento com o EHAM diminuiu significativamente a Ulcera causada pela

associacdo do etanol+ioimbina.
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(A) (B)

Controle loimbina

(Salina 0,9%, v.o.) (2mg/Kg. v.o.)
(9] (D)

g

EHAM EHAM

(200mg/Kg, v.0.) (200mg/Kg. v.o.)

+

loimbina

(2mg/Kg, v.0.)

Figura 18. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de les6es gdstricas induzidas por etanol absoluto. Os estémagos foram
abertos pela grande curvatura, (A). (B)., (C) e (D), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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IOIMBINA IOIMBINA EHAM
200 mg/kg
EHAM

Etanol absoluto (0,1 ml/10g, v.0)

Figura 19: Papel dos receptores noradrenérgicos alfaz no efeito gastroprotetor
do EHAM em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos. Administrou-se tratamento com o EHAM (200mg/Kg, v.0.) ou veiculo
(0,1mlI/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da ioimbina
(2mg/Kg, i.p.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal).
Um grupo foi tratado com o EHAM (200mg/Kg., v.o.), 30 minutos antes da
administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 7 animais. Na
andlise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e 9p < 0,001 vs controle

lesionado (CL), Pp<0,001 vs ioimbina (2mg/kg, i.p.) (ANOVA e teste de Student
Newman-Keuls)
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6.4.8. O papel dos Canais de K+ dependentes de ATP. No efeito do
extrato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata (EHAM) sobre as lesoes
gastricas agudas induzidas por etanol absoluto em camundongos,

A administracdo de etanolass induziu lesdes na mucosa gdstrica,
acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com indices de lesdes total de 17,17+2,44% ( Tabela Anexo VIiI). Os
animais que receberam glibenclamida (5mg/Kg, i.p.), um bloqueador dos
canais de K+ dependentes de ATP, associado ao etanolass (0,2 mL/animal, v.o.)

apresentaram extensa drea ulcerada (13,30£2,25%).

As ulceracdes na mucosa gdstrica induzidas pela administracdo do
etanolass foram reduzidas (em famanho e quantidade) no grupo pre-tratado
com o EHAM (200mg/kg), v.o, (reducdo do indice de lesdes em 96,21%),
respectivamente ( Figura 20 ) reduzindo o indice de Ulceras no grupo pré-

tfratado com o EHAM em relacdo ao grupo controle.

Mostrando assim, que o EHAM associado a Glibenclamida (5mg/kg
i.p), bloqueou parte da sua acdo citoprotetora, o EHAM demonstrou a sua
acdo eficaz para reducdo de lesdes estomacais em camundongos (reducdo

nas areas gastricas lesionadas de 89,09%). (Figura 21 ).
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(A) (B)

Controle Gliblenclamida

(Salina  0,9%, (5mg/Kg, v.0.)

EHAM EHAM

(200mg/Kg, (200mg/Kg.
v.0.) v.0.)

+
Gliblenclamida

(5mg/Kg, v.o.)

Figura 20. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de les6es gdstricas induzidas por etanol absoluto. Os estbmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A). (B)., (C) e (D), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Figura 21. Papel dos Canais de K+ dependentes de ATP no efeito
gastroprotetor do EHAM em modelo de lesdes gdstricas induzidas por etanol absoluto
em camundongos. Administrou-se fratamento com o EHAM (200mg/Kg, v.0.) ou
veiculo (0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
glibenclamida (5mg/Kg, i.p.), 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto
(0,2 mL/animal). Um grupo foi tfratado com o EHAM (200mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes
da administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 7 animais.
Na andlise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e @p < 0,001 vs controle

lesionada (CL), Pp < 0,001 vs glibenclamida (ANOVA e Teste de Student Newman-
Keuls).
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6.4.9. Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHAM em associagdo a
capsaicina em modelo de les6es gdastricas induzidas por etanol absoluto em

camundongos.

A administracdo de etanolaws induziu a producdo de lesdes na mucosa
gdstrica, acompanhada pela perda de pregas, aparecimento de edema e
hemorragia, com indices de lesdes de Ulceras de 23,80+3,80% ( Tabela Anexo
IX'). Os animais que receberam capsaicina (4mg/Kg, v.o.), um agente protetor
gdstrico, associado ao etanolas (0,2 mL/animal, v.o.) apresentaram

significativa (p<0,001) e percentual de reducdo de Ulcera de 93,27%.

As ulceracdes na mucosa gdstrica induzidas pela administracdo do
etanolass foram menores (em tamanho e quantidade) no grupo pré-tratado
com o EHAM na dose de 200mg/kg. v.o, (0,4120,14% e 97,79%),

respectivamente ( Figura 22; Tabela Anexo IX ).

Foi demostrado assim, que o EHAM, associado a Capsaicina (4mg/kg
v.0), para tratamento de lesdes gdstricas induzidas pelo o etanolass em
camundongos, manteve sua acdo eficaz, demonstrando reducdo significativa
nas dreas gdstricas lesionadas e significativo percentual de reducdo de

Ulceras, (90,63%), com valores de p<0,001. ( Figura 23 )
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+
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+
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EHAM

(200mg/Kg,
v.0.)

Figura 22. Aspectos macroscépicos da mucosa estomacal de camundongos
em modelo de lesdes gdstricas induzidas por etanol absoluto. Os estdmagos foram
abertos pela grande curvatura, (A), (B)., (C) e (D), respectivamente, trata-se das
drogas, doses e as vias de administracdo utilizadas.
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Figura 23. Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHAM em associagdo a
capsaicina em modelo de lesées gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos. Administrou-se tratamento com o EHAM (20mg/Kg, v.0.) ou veiculo
(0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da capsaicina
(4mg/Kg, v.o; 0,2 mg/kg, v.0), 1 hora antes da administra¢cdo do etanol absoluto (0,2
mL/animal). Um grupo foi tfratado com o EHAM (20mg/Kg, v.0.), 30 minutos antes da
administracdo do etanol absoluto. Cada grupo representa a média de 7 animais. Na
andlise estatistica, foi considerado ndo significante p > 0,05 e **p < 0,001 vs controle
lesionado (CL) (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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6.5 Efeito do exirato hidroalcodlico das folhas da Annona muricata
(EHAM) sobre o transito intestinal em camundongos.

Nos animais controle, o carvdo ativado percorreu 82,77 £ 4,29 % do
infestino delgado dos animais. A administracdo do EHAM (200mg/kg, v.o),
apresentou um indice 70,14 % + 6,48 %, que ndo mostra significGncia na
alteracdo do transito intestinal dos animais na dose testada com relacdo ao

controle ( Figura 24; Tabela Anexo X).

A afropina (0,01g/Kg, v.o.), um antagonista muscarinico, redutor da
motilidade intestinal, diminuiu a dist@ncia percorrida para 63,21+2,05%, quando
comparado ao grupo confrole veiculo (solucdo salina a 0,9%, v.o.), p<0,05 (

Figura 24; Tabela Anexo X).

100+

80+

60+

Distancia percorrida pelo marcador (%)

o S

O
Qs ‘»Q

Atropina (0,01g/Kg, v.0.) EHAM (200mg/kg, v.0.)

Carvao ativado 10% (0,1ml/10g, v.0)

Figura 24. Efeito do EHAM sobre a motilidade intestinal em camundongos. Os animais
foram tratados com veiculo (solugdo salina 0,9%, 0,1 mL/10g, v.0.), o EHAM (200
mg/Kg, v.o.) e atropina (0,01g/Kg, v.0.). Uma hora apds os tratamentos, os animais
receberam carvdo ativado 10% (0,1ml/10g, v.0.). Cada grupo representa a média de
10 animais. Na andlise estatistica, foi considerado ndo significante P > 0,05 e *P < 0,05

vs C (controle salina) (ANOVA e Teste de Student Newman-Keuls).
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7. DISCUSSAO

Os estudos de um novo medicamento, incluindo os fitoterdpicos,
costumam ser divididos em etapas sequenciais. A primeira etapa do estudo é
a selecdo do material a ser testado. E essencial garantir a uniformidade
quimica e a estabilidade do produto a ser utilizado durante todo o ensaio.
Nesse senfido, os estudos envolvendo as plantas medicinais oferecem
dificuldades ja na fase preliminar. Primeiramente, porque é comum a confusdo
botdnica entre espécies afins; em segundo lugar, porque exemplares de uma
mesma espécie, colhidos em épocas diferentes, ou de locais diferentes, ndo
tém necessariamente a mesma atividade bioldgica e; em terceiro lugar,
porque é dificil controlar quimicamente um extrato vegetal em virtude do

grande numero de substdncias normalmente presentes (LAPA et al., 2000).

A investigacdo etnofarmacolégica da Annona muricata L.(Graviola) na
Bioregido da Chapada do Araripe, na zona rural dos Municipios de Crato-CE,
Exu-PE, Santana do Cariri-CE, mostrou que os maiores niveis de fidelidade
indicam o uso medicinal da planta para o tratamento de doencas do frato
respiratdério, sequidos do uso para inflamacdo em geral, cGncer e dores, por
outro lado a revisdo bibliografica demonstrou que esta espécie vegetal é
usada popularmente, também como anti-reumdatica, antiinflamatdria,
anfiespasmaodica, antitussigena, adstringente, fambém para o tratamento de

neoplasias e doencas renais (JUNQUEIRA et al.,1999)

Dados da literatura confirmam o uso da indicacdo das folhas da
Annona muricata L. (Graviola). Muitos compostos bioativos e fitoquimicos sdo
enconfrados na graviola, e vdrios estudos tém mostrado acdo hipotensiva,
antiespasmaodica, vasodilatadora, relaxante do musculo estomacal e
atividade citotdxica contra células cancerigenas a partir dos extratos das
folhas e tfroncos. Evidéncias cientificas revelam o uso da graviola para fins
nutricionais e terapéuticos, podendo ser utilizada em sua fotalidade, as folhas,
as flores e os brotos, as pesquisas indicam que a graviola possui um NOvVo grupo
de fitoquimicos denominados acetogeninas anondceas que atuam na

deplecdo dos niveis de ATP ao inibir o complexo | na cadeia de transporte de
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elétrons nas mitocdndrias, e inibindo a NADH oxidaose de membranas

plasmdaticas principalmente de células tumorais (ALALI et al., 1999) .

Pesquisas revelam que a graviola possue uma grande concentracdo de
compostos, entre eles os compostos fendlicos, incluindo taninos e flavondides
qu tém seus usos terapéuticos como agentes anfiinflamatdrios, antifUngicos,
anfioxidantes e ainda, propriedades cicatrizantes (ZUANAZZI; MONTANHA,
2004). Os taninos teriam papel importante papel antiinflamatdrio e por isso o
uso no tratamento de ferimentos. Os flavondides participariam da ativacdo de
enzimas nos processos  antiinflamatdérios (MIDDLETON;  KADASWAMI;
THEOHARIDES, 2008; OKUDA, 2005).

A graviola pode ser utilizada sob a forma in natura, sob a forma de chds
preparados como cataplasmas que sdo sobrepostos diretamente nas
afeccdoes cutlneas e também em cdpsulas que contém os principios
nutricionais desta espécie. (JUNQUEIRA et al, 1999).

Os taninos promovem a cicatrizacdo de feridas por acdo antioxidante,
atuando como sequestradores de radicais de oxigénio, favorecendo o
processo de fibroplastia, a reorganizacdo do leito capilar, a proliferacdo de
queratfindcitos e a diferenciacdo celular (FERNANDEZ et al., 2000; DETERS et al.,
2001).

Investigacdes etnofarmacoldgicas de espécies da Biorregido do
Araripe, no Nordeste Brasileiro, representam a possibilidade de subsidios para a
realizacdo de estudos promissores por pesquisadores regionais, sobre as
propriedades bioativas de plantas largamente empregadas pelas

comunidades locais como recursos terapéuticos.

A frequéncia relativa de citacdo — RFC da espécie Annona muricata
L., foi de 0,56 para o Municipio do Crato-CE, 0,32 em Santana do Cariri-CE e
0,12 em Exu-PE, com RFC totfal de 1,00. Evidencia-se, portanto que o maior RFC
determinado foi para o municipio de Crato-CE, localidade esta que deteve o

maior nimero de informantes no estudo.

O conhecimento etnofarmacolégico sobre a espécie Annona muricata

L. & relevante e promissor para subsidiar pesquisas com vistas a explorar o
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potencial bioldgico desta planta, como modo de melhorar o acesso a
medicamentos por grupos populacionais que possuem dificuldade na

disponibilidade de servicos de saude de maior custo.

Os resultados desta pesquisa etnofarmacoldgica, relatam o uso da
espécie para uma variedade de afeccoes, dentre as quais, destacam-se as
doencas pulmonares, processos inflamatdrios, infecciosos, dor e cdéncer.
Quanto as partes da planta utilizadas, a pesquisa pode revelar a
predomindncia da utilizacdo das folhas, empregadas em sua maioria sob a
forma de decocto em dgua por via oral. Em se tratando da duracdo do
fratamento e da frequéncia das doses utilizadas, verificou-se que a
terapéutica empregada geralmente foi até a remissédo dos sinfomas com a
dose de 1 a 3 vezes/dia. Os informantes relataram ainda ndo haver restricdes

de uso para a espécie.

Este estudo ressalta a importdncia do conhecimento empirico das
comunidades da Biorregido do Araripe, bem como a necessidade da
preservacdo cultural e bioldgica deste patrimdnio local, com vistas a contribuir

para o uso sustentdvel desta biodiversidade.

Uma das maiores riquezas do Ceard estd na biodiversidade da Floresta
Nacional do Araripe, por outro lado encontra-se uma populacdo nativa
utilizando-se de plantas medicinais e preparacdes caseiras, onde estas
preparacdes assumem importédncia fundamental no fratamento das
patologias, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a influéncia
da tfransmissdo oral dos hdbitos culturais € a disponibilidade da flora (FLONA)
(MATOS, 1989, LIMA; LIMA; TEIXEIRA, 1984). Neste contexto os produtos
derivados de plantas sdo uma das mais promissoras fontes de novas drogas e
tém mostrado resultados safisfatérios no tratamento das Ulceras gdstricas
(ALKOFAHI et al., 1999; ZAYACHKIVSKA et al., 2004, ZAYACHKIVSKA et al., 2005).

Na prospeccdo fitoquimica feita com o extrato bruto hidroalcodlico de
Annona muricata L.(EHAM), identificou-se a presenca das seguintes classes de
metabdlitos: taninos pirogdlicos, flavonas, flavonondis, flavononas e alcaldides,
corroborando com a literatura que demonstra a identificacdo destas
identidades quimicas, (ANDRADE et al., 2003; LEBOUEF et al., 1982).
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Levando em consideracdo a import@necia de se conhecer os efeitos
toxicos do extrato investigado e considerando, a inexisténcia de estudos
anteriores a partir do extrato bruto (EHAM) das folhas da Annona muricata L.
em forno da toxicidade da espécie vegetal ora avaliada, observamos que o
EHAM possui uma baixa toxicidade. A Dlsox do EHAM por via oral foi
determinada como sendo maior ou igual a 5000mg/Kg, sendo a mesma para
a via intraperitoneal.. Nesta faixa de DL50%, segundo HODGEN E STERNER, 1949,

um substdncia é considerada de toxicidade baixa.

A atividade antibacteriana dos flavondides e polifendis foi relacionada
aos patégenos humanos, devido a sua capacidade em proteger plantas que
os contém, confra a invasdo de microorganismos (HARBONE & WILLIAMS,
2000). Desta forma relizou-se a andlise microbioldgica, que ndo revelou
atividade significativa quando empregada a técnica de microdiluicdo. No
entanto, o EHAM na concentracdo de 128ul/ml, em combinacdo com os
anfibiéticos amicacina, garamicina, canamicina e neomicina, apresentou
atividade importante na potencializacdo do efeito anfibacteriano desses

farmacos.

O EHAM demonstrou atividade antimicrobiana ndo significativa contra
as linhagens bacterianas testadas do ponto de vista clinico, com valor de CIM
>1024.

Para a espécie Annona muricata L., a investigacdo da atividade
moduladora do extrato obtido das folhas representa um ensaio pioneiro e
promissor para o desenvolvimento de novas drogas anfimicrobianas. Estudos
sobre o sinergismo entre produtos naturais e farmacos antibacterianos vém
sendo realizados com outras espécies vegetais, a exemplo da Mentha arvenis
(Coutinho et al, 2009d), do Hyptis martuisii Benth (Coutinho et al, 2009c¢), da
Momordica charantia L. (Coutinho et al, 2009a) e da Turnera ulmifolia L.
(Coutinho et al, 2009b).

O uso de plantas medicinais para fins e fratfamento de cura de doencas
€ empregado pela humanidade a partir da disseminacdo do conhecimento
em geracdo em geracdo, sendo motivo de inquietacdo de pesquisadores

qgue buscam confirmacdo cientifica para as prdticas populares. A avaliacdo
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do potencial terapéutico de plantas medicincis € de alguns de seus
constituintes, tais como flavondides, alcaldides, taninos, lignanas, etc, tem sido
objeto de incessantes estudos, onde sdo comprovadas as acoes
farmacoldégicas através de testes pré-clinicos com animais. Muitas destas
subst@ncias tém grandes possibilidades de futuramente virem a serem
aproveitadas como agentes medicinais (CECHINEL FILHO & YUNES, 1998).

Os fadrmacos disponiveis no comércio para o tfratamento de doencas
gastrintestinais, incluindo antidcidos, inibidores da bomba de protons,
anficolinérgicos e antagonistas histaminérgicos, produzem inumeros efeitos
adversos, como ginecomastia, alteracdes hematopoiéticas, nefrite intestinal
aguda (RA & TOBE, 2004), trombocitopenia (ZLABEK & ANDERSON, 2002),
reacoes andafilaticas (GONZALEZ et al., 2002), nefrotoxidade e hepatotoxidade
(FISHER & LE COUTEUR, 2001

Os produtos naturais podem contribuir para a terapéutica dos
distUrbios gdstricos, através de tratamentos mais acessiveis, atendendo uma
grande parcela da populacdo brasileira (70-80%) que ndo tem poder
aquisitivo suficiente para participar do mercado consumidor (FERREIRA et al.,
1998). Este fato, aliado a grande biodiversidade de nossa regido, estimula a
pesquisa por novas drogas gastroprotetoras a partir de produtos naturais.
Dessa forma, os estudos nortearam, fambém, da acdo gastroprotetora do
EHAM, em modelos animais de Ulcera gdstrica aguda, bem como na

investigacdo dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos.

Os protocolos envolvendo animais exercem um papel importante na
busca de novas drogas com propriedades gastroprotetoras. Considerando
gue a etiologia da Ulcera € multifatorial, as lesdes na mucosa gdastrica podem
ser induzidas por diferentes modelos experimentais, ufilizando diversos
mecanismos (SAMONINA ef al,. 2004). Alguns dos modelos agudos mais
utilizados para avaliacdo de subst@ncias antiulcerogénicas em animais sGo os
de lesdo gdstrica induzida por etanol absoluto e por indometacina (PANDIAN
et al., 2002). No presente frabalho, além de utilizar esses modelos, foi, também
avaliado o efeito do EHAM em modelo de ulceracdo gdstrica induzida por

etanol acidificado.
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As Ulceras pépticas afetam um nUmero considerdvel de pessoas no
mundo. As lesdes na mucosa gdstrica ocorrem quando existe um desequilibrio
entre os fatores agressores (como a secrecdo dacida gdstrica) e os fatores
protetores da mucosa gdstrica (como as sulfidrilas enddgenas, as
prostaglandinas e o o6xido nitrico) (GLAVIN e SZABO, 1992; WALLACE e
GRANGER, 1996). As drogas disponiveis atualmente para o tratamento das
Ulceras pépticas desempenham seu efeito por reduzir fatores agressivos da
mucosa gastrica (como os antidcidos e inibidores da secrecdo dcida gdstrica)

ou por estimular fatores defensivos (como o andlogo de prostaglandina).

De acordo com vdarios autores a Ulcera induzida por etanol € um dos
testes mais comuns aplicados para avaliacdo de atividade anti-Ulcera ou
citoprotetora. O dano gdstrico induzido por etanol pode ser devido a estase
do fluxo sangUineo gdstrico, que confribui para o desenvolvimento de
aspectos de hemorragia, erosdo e necrose da injuria tecidual. Esta acdo é
direta no epitélio gdstrico, podendo causar perturbacdo de mastocitos e
liberacdo de mediadores vasoativos tais como a histamina; este mediador
age na microvasculatura, desencadeando uma série de eventos que

conduzem a possibilidade de danos ao tecido submucoso.

O EHAM nas doses de; 50, 100, 200 e 400mg/Kg, via oral, foi capaz de
prevenir as lesdes gdstricas induzidas pela administracdo de etanol absoluto
(0,TmI/10mg, via oral). As doses inibiram em 92,78 e 96,49%, assim como o
omeprazol (30mg/Kg, via oral), um conhecido inibidor da bomba de prétons,
que inibiu 95,79%. Resultados estes que manteve a eficdcia citoprotetora do
EHAM ( nas mesmas doses supra citadas via oral) frente ao modelo de Ulcera

gdstrica induzida pela administracdo de etanol acidificado.

Farmacos que agem inibindo o metabolismo do dcido araquidénico
pela via das ciclooxigenases (COX), como indometacina e aspirina, sdo
conhecidas por induzir dano gdstrico por multiplos mecanismos, incluindo
acdo irritante local, aumento da secrecdo dcida gdstrica, reducdo do fluxo
sanguineo e reducdo da biossintese de prostaglandinas por inibicdo da via
das cicloxigenases (constitutivas) do metabolismo do dcido araquiddnico.
Estas prostaglandinas fortalecem fatores defensivos da mucosa gdstrica, tais

como a estimulagcdo da sintese de muco promovendo a manutencdo da
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mucosa gdstrica; por isso, 0 modelo de Ulcera induzida por indometacina é
um teste bastante utilizado para estudo de drogas antivlcerogénicas (LANZA
et al, 1995; WAGNER et al, 1995; GONZALEZ et al, 2001 e WHITTLE et al., 1985).

A acdo local na mucosa gdstrica pode ser descartada jd que a
indometacina foi administrada por via subcutdnea, evidenciando assim que 0s

danos causados foram em conseqUéncia da inibicdo da COX.

Tendo em vista a capacidade do EHAM em inibir os danos gastricos
causados pelos DAINEs (drogas antiiflamatérias ndo-esteroidais), efetuamos um
modelo cldssico de inducdo da lesdo gdstrica por indometacina (10mg/Kg,
via subcutdnea). O EHAM (via oral), nas doses de 200mg/Kg (0,74+0,21% e
94,13%) e 400mg/Kg (1,05+0,38% e 91,67%), foi capaz de prevenir o
aparecimento de lesdes gdstricas em animais submetidos ao tratamento com
esta droga, evidenciando resultados significantes com p<0,001 em todas as

doses quando comparado ao controle lesionado.

O oxido nitrico € um fator relevante na prevencdo e reparo de injurias
no trato gastro intestinal (TGI), participando no confrole da producdo de muco
e secrecdo de bicarbonato, na regulacdo do fluxo sanguineo capilar da
parede gastrintestinal, além de atuar como agente citoprotetor,
antfinflamatério e como complemento aqos efeitos protetores das
prostaglandinas no estébmago (WALLACE & GRANJIER, 1996; MUSCARA &
WALLACE, 1999). O NO reduz efefivamente a injuria na mucosa gdstrica
provocada por agentes quimicos, além de facilitar a cicatrizacdo do tecido
lesado e a inibicdo da sua sintese aumenta a susceptibilidade do estbmago a
injuria provocada por agentes quimicos como o etanol (MASUDA et al., 1995;
KAWANO & TSUJI, 2000). A presenca de NO em baixas concenfracdes estd
associada aos efeitos benéficos no TGI, engquanto o NO em altas
concentracdes pode induzir a formacdo de radicais derivados do nitrogénio,
gue sdo altamente citotdxicos (WALLACE & MILLER et al., 2000). O mesmo tem
um papel chave na perfusGo e regulacdo vascular por promover a
vasodilatacdo pela sinalizacdo da célula muscular lisa (SHAH et al., 2004). O
principal fluxo sangUineo para o TGl chega afravés da veia mesentérica, e a
regulacdo do fluxo até as arteriolas mesentéricas € um passo importante para

a regulacdo do fluxo sanguineo intestinal geral e local (SHAH et al., 2002).
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O excesso na producdo de NO associado com estados inflamatdrios é
caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da funcdo
da barreira de muco. Assim, os niveis de producdo de NO, a isoforma
geradora de NO e o estado redox das células epiteliais podem determinar os
efeitos do NO na permeabilidade da mucosa e protecdo. (SHAH et al., 2004)
Estudos clinicos tém demonstrado que a co-administracdo de agentes
doadores de NO com AINE podem proteger contfra a inducdo da Ulcera pelos
AINE, e a combinacdo aos AINE de uma molécula que libere NO pode resultar
em menos dano a mucosa, quando comparada com os fradicionais inibidores
de COX, e podem até aumentar a reparacdo do tecido mucoso (SHAH et al.,
2002).

Na presente pesquisa, do papel do éxido nitrico no efeito gastroprotetor
do EHAM no modelo de lesdo gdstrica induzida por etanol em camundongos,
revelam que, os animais que receberam L-NAME (um inibidor ndo especifico
das enzimas NO sintetases), na dose de 10mg/Kg, i.p., apresentaram uma
extensa drea gdstrica ulcerada (28,73£3,83%), apds a administracdo do etanol
absoluto, semelhante ao grupo confrole veiculo lesionado (20,52+2,29%). O
EHAM (200mg/Kg, v.0.) inibiu o aparecimento das lesdes gdstricas em cerca
de 98,57% e esse efeito gastroprotetor foi revertido com o pré-fratamento com
L-NAME (10mg/Kg. i.p.), onde o extrato nesta situacdo apresentou percentual
de reducdo de Ulcera de 95,58%. De forma semelhante, observamos que a L-
arginina (um substrato da NO sintetase), na dose de 600mg/Kg, v.o., reduziu o
percentual de drea gdstrica ulcerada (1,47+0,38%), em comparacdo com o
grupo conftrole veiculo lesionado. Na associagcdo do EHAM com a L-argining,

foi observado pequeno percentual de drea gdstrica ulcerada (3,29+0,88%).

A mucosa gdastrica, acdo protetora das prostaglandinas, € mediada
pelo aumento na producdo de muco e secrecdo de bicarbonato, modulacdo
da secrecdo do dcido gdstrico, inibicdo da liberacdo de mediadores
inflamatodrios por mastécitos e na manutencdo do fluxo sanguineo durante a
exposicGo a agentes irritantes. Onde a prostaglandina E2 possui uma acdo
gastroprotetora contra a lesdo provocada pelo etanol pelo aumento da
guanosina-3’,5’-monofosfato ciclica (BATISTA et al., 2004, SAKAl et al., 1995)
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Na andlise de participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor
do EHAM, o misoprostol, um andlogo das prostaglandinas do fipo E1 e a
indometacina, um inibidor da sintese de prostaglandinas, foram utilizados para
a investigacdo do provavel envolvimento desta via. O misoprostol inibe a
secrecdo de dcido gdstrico, aumenta o fluxo sanguineo da mucosa e a
secrecdo de muco e bicarbonato, por outro lado a indometacina € um
agente ulcerogénico onde as Ulceras induzidas por este DAINE localizam-se
predominantemente na porcdo glandular do estébmago (RANG et al., 2004 e
NWAFOR et al., 2007).

As prostaglandinas tém efeito na motilidade, secrecdo e citoprotecdo
do trato gastrointestinal. As PGE2 podem influenciar de duas maneiras a
secrecdo dcida gdstrica. Em baixas concentracdes inibem a secrecdo acida
através da interacdo com receptores EP3 e em concentracdes maiores
estimulam a secrecdo dcida através da interacdo com receptores EP4. Ambos
0s receptores estdo presentes nas células parietais e nas células principais da

mucosa gdstrica (DING et al, 1997).

Segundo Takeuchi et al. (2001) muitas prostaglandinas (PG) incluindo
PGE2 e PGI2 previnem a formacdo da Ulcera por um mecanismo adicional a
inibicdo da secrecdo gdstrica, chamado de citoprotecdo gdstrica. A
secrecdo de muco e bicarbonato, a vasodilatacdo e a rédpida regeneracdo
epitelial sdo alguns dos componentes de defesa da mucosa que sdo
regulados pelas PG (WALLACE & GRANGER, 1996). A inibicGo da producdo de
PG enddgena, como a que ocorre pela ingestdo de AINE, leva a formacdo de
Ulceras no estdbmago e intestino. A identificagdo de duas isoformas de PG
sintase (ciclooxigenase, COX) no comeco dos anos 90, direcionou as atencoes
para a possibilidade de que a supressdo da isoforma COX-2 poderia produzir
muitos dos efeitos antiinflamatdrios dos AINE, mas poupando a sintese de PG

gdstrica e, assim, causando menos irritacdo ao estébmago (FLOWER, 2003).

Algumas  observagcdes  sugerem  que a COX-2  contribui
significativamente para a defesa da mucosa gdstrica. Por exemplo, a inducdo
de lesdo gdstrica em ratos induzido por AINE, requer a inibicdo de ambas as
isoformas, a inibicdo selefiva de somente uma isoforma de COX ndo causa
significativo dano gdstrico (WALLACE et al.,, 2000). Alem disso, dados de
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estudos com animais e humanos fem mostrado que a combinacdo de aspirina
com inibidores seletivos de COX-2 resulta em aumento do dano gdstrico maior
do que o0s danos observados quando as duas drogas sdo administradas
sozinhas. (FIORUCCI, et al., 2002).

Na pesquisa, da avaliacdo do papel das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do EHAM no modelo de lesdo gdstrica induzida por etanol em
camundongos, revelam que, os animais que receberam indometacina na
dose de 10mg/Kg, v.0.) apresentaram uma grande drea gdstrica ulcerada
(12,33%1,88%), apds a administracdo do etanol absoluto, proximo ao grupo
conftrole veiculo lesionado (18,57+£2,12%). O EHAM (200mg/Kg, v.0.) conseguiu
inibir o aparecimento das lesdes gdastricas em cerca de 95,37% e esse efeito
gastroprotetor foi revertido com o pré-tratamento com indometacina
(10mg/Kg, i.p.), onde o exirato nesta situacdo apresentou percentual de
reducdo de Ulcera de 20,11% (ndo significativo). De forma semelhante,
observamos que o misoprostrol na dose de 0,016mg/Kg. v.o., reduziu o
percentual de drea gdstrica ulcerada (0,57+0,25%), em comparacdo com o
grupo conftrole veiculo lesionado. Na associacdo do EHAM com a misoprostol,
foi observado pequeno percentual de drea gdstrica ulcerada (1,15+0,66%).
Estes resultados sugerem que o efeito gastroprotetor do EHAM esteja
possivelmente envolvido com o papel das prostaglandinas, pois a inibicdo das

prostaglandinas reverteu seu efeito gastroprotetor.

Os receptores noradrenérgicos a2 pré-sindpticos estdo envolvidos na
regulacdo da secrecdo do dcido gdstrico e sdo efetivos na protecdo contra
agentes quimicos, como DAINE's e etanol, sendo que os seus efeitos anti-
secretérios podem ser mediados por esses receptores centrais e periféricos ,
por oufro lado a modulacdo da atividade dos receptores a2 periféricos,
localizados nos ganglios parassimpdticos inframural, diminui a descarga vagal
da acetilcolina, a qual reduz a secrecdo e motilidade gdstrica e aumenta o
fluxo sanguineo, um representante destes agentes € a ioimbina, um alcaldide
extraido da casca de uma drvore africana que age pelo bloqueio alfa2 pré-
sindpticoutilizado para reduzir ou melhorar problemas de erecdo (YELKEN et al.,
1999, GYIRES et al., 2000, HOFFMAN, 2007).
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No nosso estudo, a administracdo de ioimbina (10mg/Kg, i.p.), ndo foi
capaz de reverter o efeito gastroprotetor do EHAM. Estes resultados indicando
que o EHAM ndo afua via modulacdo da atividade dos receptores a2

periféricos para a promocdo do seu efeito gastroprotetor

As sulfoniluréias exercem a sua principal acdo sobre as células,
estimulando a secrecdo de insulina, reduzindo, assim, o nivel plasmdatico de
glicose. Existem receptores de alta afinidade das sulfoniluréias nos canais de
Karr na membrana plasmdatica das células e a ligacdo de vdarias sulfoniluréias
acompanha sua poténcia na estimulacdo da liberacdo de insulina. O
farmaco reduz a permeabilidade das células ao K* ao bloquear os canais de
Karr, causa despolarizacdo, entrada de Ca?z* e secrecdo de insulina. A
participacdo dos canais de Karr nas Ulceras induzidas por etanol, poderia estar
aclopada a um sistema de abertura dos canais de K+ sensiveis ao ATP, com
conseqUente relaxamento endotelial na vasculatura gdstrica e aumento do
fluxo sangUineo na regido afetada, impedindo assim a formacdo de Ulceras.
(KATZUNG, 2008, CAMPOS, 2008)

Nossa pesquisa evidenciou que 0 EHAM (200mg/Kg, v.0.) quando associado a
glibenclamida (5mg/Kg, ip.), manteve o seu efeito protetor gastrico de forma
significativa (p<0,001) com percentual de area ulcerada (1,45+0,57%) e percentual de
reducdo de ulceras de 89,09%. Indicando que possivelmente os principios ativos do
extrato ndo possuem mecanismo de acdo gastroprotetora pela via da estimulacdo dos
canais de potdssio ATP-dependentes.

A capsaicina € extraida da pimenta vermelha (Pipper), esta substancia age sobre
0s neurdnios sensoriais estimulando os receptores de membrana, predominantemente
receptores vanildides, liberando neuropeptideos. Em pequenas doses, a capsaicina
funciona como um potente gastroprotetor, estimulando a microcirculagdo géstrica,
porém em altas doses, ela destrdi seletivamente as terminacdes neuronais das fibras C
resultando em uma inativa¢do dos nervos sensoriais e perda dos reflexos nos quais estes
nervos estdo envolvidos (SZOLCSANYI & BAETHO, 2001; EVANGELHISTA,
2006). Evidéncias mostram que, no estdbmago, os nervos sensoriais aferentes sensiveis a
capsaicina estdo envolvidos no mecanismo de defesa local contra a formagao de tlceras
gastricas e que a administracdo oral de capsaicina exerce protecdo contra lesdes

géstricas induzidas por etanol (PARK et al., 2000).
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Com base no exposto acima, procuramos avaliar a possivel acio do EHAM
como potencializador do efeito gastroprotetor da capsaicina. Verificamos que quando o
EHAM (200mg/Kg, v.0.) teve administracdo associada com a capsaicina (4mg/Kg,
v.0.), manteve seu efeito gastroprotetor de forma significativa (p<0,001) com percentual
de area ulcerada (2,23+0,96%), e que este resultado ndo foi significante quando
comparado ao percentual de redugdo de area ulcerada (1,60+0,49%) do grupo onde foi
administrado somente a capsaicina (4mg/Kg, v.o0.). Assim, observamos que a associagao
de EHAM a capsaicina nao modifica de forma significativa o potencial gastroprotetor
da droga.

Outra via em que o EHAM poderia estar atuando para promover a prote¢do da
mucosa gdstrica seria através do aumento da motilidade gastrintestinal, assim, o transito
intestinal aumentado promoveria uma aceleracdo do esvaziamento géstrico diminuido o
efeito agressor do acido no estdmago e duodeno. A via colinérgica que inerva a camada
de musculo circular do TGI, atuando nos receptores muscarinicos M1 e M3, € a
principal responsédvel pela motilidade gastrointestinal (HANSEN, 2003).

Na pesquisa, a ndo participagdo do sistema colinérgico no mecanismo de acao do
EHAM foi confirmada pela auséncia de efeito do extrato sobre a motilidade
gastrintestinal, observada no modelo de determinagdo do transito intestinal realizado em
camundongos. Evidenciando assim, que 0 EHAM ndo alterou de forma significativa o
transito intestinal dos camundongos quando em comparacdo com o grupo veiculo
(carvao ativado 10%) e o grupo que recebeu atropina (0,01g/Kg, v.o.)droga bloqueadora
da acdo muscarinica da acetilcolina.

Na tentativa de determinar pela primeira vez uma possivel acdo gastroprotetora
das folhas de Amnona muricata L, foi possivel observar que esta planta oferece
gastroprotecdo contra lesdo gastrica aguda induzida por etanol absoluto, etanol
acidificado e indometacina em camundongos. Indicando uma acao associada envolvido
com o papel das prostaglandinas. As folhas de Annona muricata L. possuem diversos
compostos que possivelmente age em sinergismo para a ativacao de fatores defensores e
na reducdo de fatores agressores da mucosa géstrica, o que torna este extrato promissor
para o desenvolvimento de novas terapias no combate a gastropatias associadas a
DAINES e doenga ulcerosa péptica.

No presente frabalho, podemos sugerir que as folhas da Annona
muricata L. apresentam um potencial fitoterdpico para o tratamento de

algumas dispepsias, como Ulceras e gastrites da mucosa estomacal, pois,
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enqguanto, as drogas disponiveis para o tratamento das Ulceras pépticas
desempenham seu efeito apenas por reduzir fatores agressores do Trato Gastro
Intestinal ou por estimular fatores citoprotetores (como o andlogo de
prostaglandina), folhas da Annona muricata L. possuem diferentes compostos
que agem em conjunto na ativacdo de fatores protetores e na reducdo de

fatores agressores da mucosa gdstrica.



115

8. CONCLUSOES

O conjunto de nossos resultados, permite sugerir que o EHAM possui

acdo de efeito ciprotetor e fornece evidéncias que a Annona muricata L., é

uma espécie promissora para o desenvolvimento de novas terapias no

combate a gastropatias associadas & DAINE's e Ulceras induzidas pelo etanol.

As folhas da espécie Annona muricata L. sdo utilizadas pelos
infegrantes das comunidades tradicionais da Biorregido do Araripe
para fins medicinais em doencas do frato respiratério, seguidos do
uso para inflamagcdo em geral, cncer e dores.

A toxicidade relativa do extrato hidrodlcoolico da Annona muricata
L é baixa apds administracdo, tanto por via oral como
intraperitoneal.

O extrato hidrodlcoolico da Annona muricata L ndo apresentou
atividade antimicrobiana significativa pela técnica de microdiluicdo,
com valores de CIM = 1024, no entanto, o mesmo apresentou
importante acdo moduladora frente as drogas antimicrobianas
utilizadas no controle;

O extrato hidrodlcoolico da Annona muricata L, por via oral,
demonstrou importante atividade gastroprotetora contra lesdes
gdstricas induzidas por etanol absoluto, assim como confra as
induzidas por etanol acidificado e também contra lesdes gdstricas
induzidas por DAINE's (indometacina), todos com intervalo de
confianca de 99,99%.

O estudo dos possiveis mecanismos de acdo gastroprotetora do
extrato aquoso da Annona muricata L. revelou que este tem sua
atividade gastroprotetora revertida na presenca de indometacing,
associado ao etanol absoluto, sugerindo que a atuacdo deste

extrato esta envolvido no papel protetor das prostaglandinas.

e O extrato hidrodlcoolico da Annona muricata L. ndo alterou a

motilidade gastrintestinal dos camundongos, demonstrando ndo
apresentar atividade sobre o sistema colinérgico a nivel de

receptores muscarinicos.
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UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REITORIA DE POS-GRADUAGAO E PESQUISA
MESTRADO EM BIOPROSPECCAO MOLECULAR

APENDICE A - MODELO DE FORMULARIO PARA PESQUISA
ETNOBOTANICA SOBRE A Annona muricata L.(GRAVIOLA)

1. LOCAL DE COLETA DAS INFORMAGOES:

MUNICIPIO: UF:

LOCALIDADE:

2, DADOS DO INFORMANTE:
NOME

IDADE: SEXO:F () M () NATURALIDADE:

TEMPO EM QUE RESIDE NA AREA:

OCUPACAO:
TRABALHA DIRETAMENTE COM PLANTAS MEDICINAIS NA COMUNIDADE:

SIM NAO

CASO SIM, ESPECIFIQUE:




3. DADOS SOBRE A PLANTA E SEU USO:

139

Nome(s) popular Parte Via de Modo Indicagac
(es) da planta usada admin. de preparo
GRAVIOLA
4 - DADOS COMPLEMENTARES:
QUEM MAIS UTILIZAZ (H, M, C, 1)
INDICACAO versus DURACAO DO TRATAMENTO:

VARIACAO NO MODO DE UTILIZACAO versus INDICACAO:

FREQUENCIA DA DOSE versus INDICACAO:

RESTRICOES AO USO:

RESULTADOS GERAIS OBTIDOS COM ©)

uSOz

Modelo de formuldrio adaptado de Matos (1998)
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UNIVERSIDADE REGIONAL DO CARIRI - URCA
PRO-REIRORIA DE POS-GRADUAGCAO E PESQUISA

MESTRADO ACADEMICO EM BIOPROSPECGCAO MOLECULAR

APENDICE B - MODELO DE TERMO DE CONSETIMENTO PARA PESQUISA
ETNOBOTANICA SOBRE A Annona muricata L.(GRAVIOLA)

TERMO DE CONSENTIMENTO LIVRE E ESCLARECIDO

Eu, , declaro estar ciente da
pesquisa: BIOPROSPECCAO FARMACOLOGICA DE PLANTAS MEDICINAIS CULTIVADAS
NO NORDESTE DO BRASIL: AVALIACAO DO EFEITO CITOPROTETOR E ANTIMICROBIANO

DA Annona muricata Linnaeus. (GRAVIOLA), a qual fem como objetivo realizar o

estudo das atividades bioldgicas destas plantas.

Estou ciente, também, de que tenho direito a esclarecimentos a qualquer
momento e que os mesmos se fizerem necessdrios, de que tenho plena liberdade de
recusar a participar desta pesquisa, ou, mesmo tendo aceitado e assinado este termo,
de excluir meu consentimento, no fodo ou em parte dos dados em qualguer fase do
processo, sem que disso resulte algum prejuizo, e que os dados sdo confidenciais e
serdo mantidos em sigilo, conforme assegura a Resolucdo n° 196, de 10 de outubro de
1996 do Conselho Nacional de Saude. Estou ciente de que ndo haverd despesas
pessodis para o participante em qualquer fase do estudo. Também ndo haverd

compensacdo financeira relacionada & sua participacdo.

Tendo compreendido perfeifamente tudo o que me foi informado sobre a
minha participacdo no mencionado estudo e estando ciente dos meus direitos, das
minhas responsabilidades, da isencdo de despesas, dos riscos e dos beneficios que a
minha participacdo implica, concordo em dele participar e para isso eu DOU O MEU
CONSENTIMENTO SEM QUE PARA ISSO EU TENHA SIDO FORCADO OU OBRIGADO e
permito que os pesquisadores utilizem os resultados da andlise do formuldrio com

confidencialidade, inclusive para publicacdo. Assinatura do sujeito do estudo
Elizangela Beneval Bento Pesquisadora

Data: / /
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Anexo 1. Efeito do EHAM no modelo de lesdes géstricas induzidas por etanol absoluto

em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA PERCENTUAL DE
(mg/kg;via) ULCERADA (%) REDUCAO

Controle Lesionado - 18,57+2,12 -

(veiculo)

Controle positivo 30,v.o. 0,78+0,34 % 95,79

(Omeprazol)

EHAM 50,v.0. 1,3240,25%** 92,89
100,v.o. 1,09+0,49%*%* 94,13
200,v.0. 0,41£0,14%*%* 97,79
400,v.o. 0,65+0,45%*** 96,49

Os valores estdao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdstrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM, o
omeprazol ou o veiculo (0,Iml/10g para o grupo controle lesionado), por via oral, 30
minutos antes da administragdo oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal). Os animais
foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol. Foram utilizados 6
animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste de Student Newman-
Keuls).
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Anexo II. Efeito do EHAM (via intraperitoneal) no modelo de lesdes gastricas

induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS DOSE AREA GASTRICA | PERCENTUAL
ULCERADA (%) DE REDUCAO
(mg/kg;via)
(%)

Controle Lesionado - 26,60+3,43 -
(veiculo)
EHAM 100,i.p. 6,160,902 76,84
EHAM 100,v.o0. 1,090,493 95,90

Os valores estdo expressos como média

erro padrdo da média (E.P.M.) da

percentagem de area gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM (i.p. e

v.0.) ou o veiculo (0,1ml/10g, i.p., para o grupo controle lesionado), 30 minutos antes

da administracdo oral de etanol absoluto (0,2 mlL/animal). Os animais foram

sacrificados 30 minutos apds a administragdo do etanol. Foram utilizados 10 animais

por grupo. ***p<0,001 vs controle lesionado (ANOVA, Teste de Student Newman-

Keuls).
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Anexo III. Efeito do EHAM no modelo de lesoes gastricas induzidas por etanol

acidificado em camundongos.

GRUPOS | DOSE AREA GASTRICA PERCENTUAL
(mg/kg;via) ULCERADA (%) DE REDUCAO
Controle Lesionado - 23,19+3,09 -
(veiculo)
Controle positivo 30,v.0. 3,58+0,56%** 84,56
(Omeprazol)
EHAM 50,v.o. 14,30+£2,66** 38,33
100,v.o0. 6,48+0,93#%* 72,05
200,v.0. 4,59+1,73%** 81,06
400,v.0. 0,7520,26%** 96,76

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM, o
omeprazol ou o veiculo (0,Iml/10g para o grupo controle lesionado), por via oral, 30
minutos antes da administracdo oral de etanol acidificado (0,2 mL/animal). Os animais
foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol. Foram utilizados 6
animais por grupo. ***p<0,001, **p<0,01 vs controle (ANOVA, Teste de Student

Newman-Keuls).
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Anexo 1V. Efeito do EHAM no modelo de lesdes gastricas induzidas por DAINES

(indometacina) em camundongos.

GRUPOS | DOSE AREA GASTRICA PERCENTUAL
(mg/kg;via) DE REDUCAO
gke; ULCERADA (%) ¢
Controle Lesionado - 12,61+3,27 -
(veiculo)
Controle positivo 30,v.0. 0,40+0,24 *** 96,82
(Omeprazol)
EHAM 200,v.0. 0,74+0,21 *** 94,13
400,v.0. 1,0540,38*** 91,67

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM, o
omeprazol ou o veiculo (0,1ml/10g para o grupo controle lesionado). Ap6s uma hora foi
administrado subcutaneamente a indometacina (10mg/Kg) e apds trés horas, foram
repetidos os tratamentos com o veiculo, o extrato e o omeprazol. Seis horas apds a
administracdo da indometacina, os animais foram sacrificados. Foram utilizados 6
animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste de Student Newman-
Keuls).
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Anexo V. Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor do EHAM em

modelos de lesoes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

GRUPOS | DOSE (mg/kg;via) | AREA PERCENTUA
GASTRICA L DE
ULCERADA (%) | REDUCAO
Controle Lesionado
- 20,52+2.29 -
(veiculo)
Controle Lesionado +
10,i.p. 28,73+3,83* -
L-NAME
Controle Lesionado +
600,v.0. 1,474+0,38** 94,88
L-ARGININA
EHAM 200,v.0. 0,41+0,14** 98,57
EHAM + L-NAME 200,v.0. + 10,i.p. 4,14+0,76%* 95,58
EHAM + L-
200,v.0. + 600,v.0. 3,2940,8&** 88,54
ARGININA

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM ou
veiculo (0,1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, do L-
NAME por via intraperitoneal, ou L-ARGININA por via oral, 30 minutos antes da
administracio do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi tratado com o0 EHAM,
30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados
30 minutos ap6s a administragdo do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo.

**%p<0,001, **p<0,01 vs controle (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Anexo VI. Papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor do EHAM em

modelos de lesoes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.

DOSE AREA GASTRICA | PERCENTUAL
GRUPOS -
(mg/kg;via) ULCERADA (%) | DE REDUCAO
Controle Lesionado
(veiculo)
- 18,57+2,12 -
Controle Lesionado +
indometacina
10,v.0. 13,09+1,92 -
Controle Lesionado +
misoprostol
0,016,v.0. 0,57+0,25%* 95,64
EHAM 200,v.0. 0,41+0,14*=** 96,67
EHAM +
indometacina
200,v.0. + 10,v.0. 9,85+2,50** 20,11
EHAM + misoprostol
200,v.0. + 1,1540,66%** 90,67
0,016,v.0.

Os valores estdo expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdstrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM ou
veiculo (0,Iml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
Indometacina por via oral, ou Misoprostol por via oral, 2 horas e 1 hora,
respectivamente, antes da administracdo do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo
foi tratado com o EHAM, 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto. Os
animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do etanol. Foram utilizados
7 animais por grupo. ***p<0,001, **p<0,01 vs controle (ANOVA, Teste de Student

Newman-Keuls).
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Anexo VII. Papel dos receptores noradrenérgicos alfa, no efeito gastroprotetor do
EHAM em modelos de lesoes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos.

AREA
, PERCENTUAL
GRUPOS DOSE (mg/kg;via) GASTRICA ~
DE REDUCAO
ULCERADA (%)
Controle Lesionado
- 23,2242 08 -
(veiculo)
Controle Lesionado +
10,i.p. 30,34+4,96 -
Toimbina
EHAM 200,v.0. 0,41+0,14*** 98,45
EHAM + Ioimbina 200,v.0. + 10,i.p. 3,31+0,65%** 87,51

Os valores estdao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM ou
veiculo (0,I1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
ioimbina por via intraperitoneal, 30 minutos antes da administracdo do etanol absoluto
(0,2 mL/animal). Um grupo foi tratado com o EHAM, 30 minutos antes da
administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a
administracao do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle

(ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Anexo VIII. Papel dos Canais de K+ dependentes de ATP no efeito gastroprotetor

do EHAM em modelos de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em

camundongos.
GRUPOS DOSE AREA PERCENTUAL
(mg/kg;via) GASTRICA DE REDUCAO
ULCERADA (%)
Controle Lesionado 17,17+2.,44
(veiculo)
Controle Lesionado +
Glibenclamida
5,1.p. 13,30+£2,25 -
EHAM 200,v.0. 0,41+0,14*** 96,91
EHAM + Glibenclamida 200,v.0. + 5,i.p. 1,4540,57#** 89,09

Os valores estdao expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdstrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM ou
veiculo (0,Iml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
glibenclamida por via intraperitoneal, 30 minutos antes da administragdo do etanol
absoluto (0,2 mL/animal). Um grupo foi tratado com o EHAM, 30 minutos antes da
administracdo do etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a
administracio do etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle

(ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Anexo IX. Envolvimento do efeito gastroprotetor do EHAM em associacao a

capsaicina em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em

camundongos.

GRUPOS DOSE ,AREA PERCENTUAL

(mg/kg;via) GASTRICA DE
ULCERADA (%) | REDUCAO(%)

Controle Lesionado - 23,80+3,80 -
(veiculo)
Controle Lesionado + 0,2,v.0. 6,94+0,96%** 70,84
capsaicina
Controle Lesionado + 4.v.0. 1,60+0,49*** 93,27
capsaicina
EHAM 20,v.0. 5,57+1,81*** 76,59
EHAM + capsaicina 20,v.0. +0,2,v.0. 8,38+2 3Q*** 64,78

Os valores estdao expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da
percentagem de drea gdastrica ulcerada. Administrou-se tratamento com o EHAM ou
veiculo (0,I1ml/10g para o grupo controle lesionado) por via oral, 1 hora antes, da
Capsaicina por via oral, 1 hora antes da administracdo do etanol absoluto (0,2
mlL/animal). Um grupo foi tratado com o EHAM, 30 minutos antes da administracdo do
etanol absoluto. Os animais foram sacrificados 30 minutos apds a administracdo do
etanol. Foram utilizados 7 animais por grupo. ***p<0,001 vs controle (ANOVA, Teste

de Student Newman-Keuls).
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Anexo X. Efeito do EHAM sobre o transito intestinal em camundongos.

GRUPOS DOSE/VIA DISTANCIA PERCORRIDA
PELO MARCADOR (%)
Controle (veiculo) - 82,77+4,29
EHAM 200mg/kg,v.o. 70,14+6,48
Atropina 0,01g/kg,v.o. 63,21+2,05%

Os valores estdo expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) da distancia

percorrida pelo marcador. Administrou-se tratamento com o EHAM, atropina ou o

veiculo (0,1ml/10g, para o grupo controle lesionado), 1 hora antes da administracdo oral

de carvao ativado 10% (0,1 mL/10g, v.0.). Os animais foram sacrificados 30 minutos

ap6s a administracdo do marcador. Foram utilizados 10 animais por grupo. *p<0,05 vs

controle (veiculo) (ANOVA, Teste de Student Newman-Keuls).
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Baixar livros de Literatura

Baixar livros de Literatura de Cordel
Baixar livros de Literatura Infantil
Baixar livros de Matematica

Baixar livros de Medicina

Baixar livros de Medicina Veterinaria
Baixar livros de Meio Ambiente
Baixar livros de Meteorologia
Baixar Monografias e TCC

Baixar livros Multidisciplinar

Baixar livros de Musica

Baixar livros de Psicologia

Baixar livros de Quimica

Baixar livros de Saude Coletiva
Baixar livros de Servico Social
Baixar livros de Sociologia

Baixar livros de Teologia

Baixar livros de Trabalho

Baixar livros de Turismo
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