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RESUMO

Psidium guineense Swartz (Myrtaceae) € um arbusto conhecido vulgarmente como aracé,
araca do campo, aracd vedaleiro, aracd mirim, aracd pedra ou aragazinho, e estd amplamente
distribuido pelo Brasil, ocorrendo na Amazdnia, Caatinga, Cerrado e Mata Atlantica. Suas
cascas e raizes sdo usadas popularmente no tratamento de distdrbios gastrointestinais tais
como cOlica, diarreia, gastroenterite e gastrite. A investigacdo fitoquimica revela que a
espécie € rica em flavonoides e taninos, classes de compostos que tém demonstrado potencial
atividade antiulcerogénica. Com base nas suas caracteristicas fitoquimicas e no uso popular, o
objetivo deste estudo foi investigar a acdo antiulcerogénica do extrato aquoso das folhas de
Psidium guineense (EAPgZ) e os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade. O
extrato foi preparado a partir do p6 das folhas por extracdo aquosa. Na toxicidade aguda
administrou-se 0 EAPg por via oral numa dose unica (5 g/kg). A atividade antiulcerogénica
do EAPg (125, 250 e 250 mg/kg) foi avaliada utilizando modelos de ulcera gastrica induzida
por etanol 75% (10 mL/kg) ou indometacina (30 mg/kg). Foram determinados a atividade
antissecretoria basal pelo método da ligadura pildrica, o envolvimento do 6xido nitrico e dos
compostos sulfidrilicos, e quantificados os niveis de muco gastrico e compostos sulfidrilicos.
A atividade anti-Helicobacter pylori foi determinada por ensaio in vitro, utilizando
microplaca. Nenhum sinal de toxicidade ou mortes foi registrado apds a administrac@o oral do
EAPg na dose de 5,0 g/lkg. A administragcao oral do EAPg (125, 250 e 500 mg/kg) foi efetiva
na prote¢do da mucosa géstrica, reduzindo em 45,0; 88,0 € 93,0% a lesdo gastrica induzida
por etanol, respectivamente. Além disso, EAPg reduziu em 53,0, 79,0 e 94,0% a ulcera
géstrica induzida pela indometacina, respectivamente. EAPg (250 mg/kg) aumentou o pH e
reduziu a acidez total, mas ndo alterou o volume da secrecao gastrica, sugerindo uma auséncia
de efeito antissecretdrio. A atividade antiulcerogénica do EAPg ndo esta relacionada ao 6xido
nitrico, mas € dependente da presenca de compostos sulfidrilicos. A administragdo prévia do
EAPg aumentou os niveis basais de muco em 89,4%e de compostos sulfidrilicos em 78,9% na
mucosa gastrica, confirmando assim sua atividade citoprotetora. O EAPg ndo apresentou
atividade anti-H. pylori, apresentando uma concentra¢do inibitéria minima (CIM) de 2
mg/mL. Os resultados obtidos demonstram que o extrato aquoso das folhas de Psidium
guineense apresenta atividade antiulcerogénica. Além disso, contribuem para um maior
conhecimento da espécie e para validar o uso desta espécie no tratamento de distirbios
gastrointestinais.

Palavras-chave: Psidium guineense; ulcera péptica; antiulcerogénico.



ABSTRACT

Psidium guineense Swartz (Myrtaceae) is a popular shrub commonly as arac¢d, arac¢d do
campo, aragd vedaleiro, aragd mirim, aragcd pedra ou aracazinho, and is widely distributed
in Brazil, taking place in the Amazon, Caatinga, Cerrado and Atlantic Forest. Its barks and
roots are used commonly in the treatment of gastrointestinal disorders such as colic, diarrhea,
gastroenteritis and gastritis. The phytochemical research reveals that the species is rich in
flavonoids and tannins, classes of compounds that have shown potential antiulcerogenic
activity. Based on their phytochemical characteristics and in popular usage, the aim of this
study was to investigate the antiulcerogenic activity of aqueous extract of Psidium guineense
(EAPg) and possible mechanisms involved in this activity. The extract was prepared from the
powder by aqueous extraction of the leaves at 60 °C. In acute toxicity, EAPg was
administered orally in a single dose (5g/kg). The antiulcer activity of EAPg (125, 250 and 250
mg/kg) was evaluated using models of gastric ulcer induced by etanol 75% (10 mL/kg) or
indomethacin (30 mg/kg). Were determined baseline antisecretory activity by the method of
pyloric ligation, the involvement of nitric oxide and sulthydryl compounds, and quantified the
levels of gastric mucus and sulfhydryl compounds. The anti-Helicobacter pylori activity was
determined by in vitro assay. No signs of toxicity or death was recorded after oral
administration of EAPg at a dose of 5.0 g/kg. Oral administration of EAPg (125, 250 and 500
mg/kg) was effective in protecting the gastric mucous membrane, reducing by 45.0, 88.0 and
93.0% gastric lesions induced by ethanol, respectively. Furthermore, EAPg reduced by 53.0,
79.0 and 94.0% gastric ulcer induced by indomethacin, respectively. EAPg (250 mg/kg)
increased the pH and reduced the total acidity, but did not change the volume of gastric
secretion, suggesting an absence of antisecretory effect. The antiulcerogenic activity EAPg is
not related to nitric oxide, but is dependent on the presence of sulfhydryl compounds. The
prior administration of EAPg increased basal levels of mucus 89,4% and 78,9% sulthydryl
compounds in the gastric mucosa, thus confirming their cytoprotective activity. The EAPg
showed no bactericidal activity against Helicobacter pylori, having a minimum inhibitory
concentration (MIC) 2000 mg/mL. The results showed that the aqueous extract of Psidium
guineense has antiulcer activity. In addition, they contribute to a better understanding of the
species and to validate the use of this species in the treatment of gastrointestinal disorders.

Keywords: Psidium guineense; peptic ulcer; antiulcerogenic.
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1. INTRODUCAO

O uso de plantas medicinais empregadas tradicionalmente no tratamento de doencas
pela humanidade € milenar e difundido por todo o mundo, seja como medicamento ou em
rituais religiosos (LI; OHIZUMI, 2004). Segundo a Organizacdo Mundial da Saide (OMS),
80% da populacdo global faz uso de plantas medicinais, sendo a maioria em paises em
desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006). As plantas medicinais representam, muitas vezes,
0 Unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos e, dentre os fatores que
determinam o emprego popular das plantas nos cuidados com a sadde, estd o alto preco dos
medicamentos industrializados (GURIB-FAKIM, 2006).

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo, contando com
mais de 55.000 espécies catalogadas, de um total de 550.000, considerando-se que mais da
metade dessas espécies encontram-se nas florestas tropicais, cuja drea corresponde a apenas
7% da superficie da Terra (GUERRA; NODARI, 2004). Muito ainda precisa ser explorado e
conhecido diante de todo esse potencial e variedade vegetal, principalmente no que diz
respeito as plantas medicinais, por isso, estudos que visem aumentar o conhecimento
farmacoldgico de espécies ja utilizadas por determinadas populagdes para o tratamento de
doencas comuns a sua regido, devem ser estimulados, principalmente para oferecer seguranca
e posologias que propiciem uma maior eficdcia no tratamento.

A tlcera péptica é a mais prevalente entre as doencas do trato gastrointestinal na
maior parte do mundo, com 7 a 13 milhOes de novos casos diagnosticados anualmente
(SUNG et al., 2009). Ainda é considerada um problema significativo de satide publica (LAU
et al., 2011), principalmente pela deficiéncia de uma cura eficaz e pela incidéncia de efeitos
adversos da terapéutica. Isso fez com que as pesquisas por novos agentes antiulcerogénicos
crescesse muito nas ultimas décadas, baseando-se principalmente, em avaliar a eficiéncia de
produtos naturais que ja sao utilizados pela populacdo, por meio de testes pré-clinicos com
animais (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). No Brasil existem inimeros
registros de uso de plantas medicinais para o tratamento de distirbios gastrointestinais,
incluindo a ulcera gastrica (CRUZ, 1995).

Viérias espécies  vegetais apresentaram  resultados  promissores como
antiulcerogénicas em estudos cientificos, incluindo Campomanesia xanthocarpa
(MARKMAN et al., 2004), Plinia edulis (ISHIKAWA et al., 2008), Syzygium aromaticum
(AGBAIJE, 2008), Eugenia jambolana (CHATUVERDI et al., 2009), Syzygium jambos
(DONATINI et al., 2009), Melaleuca bracteata (ADESANWO et al., 2009), Eucalyptus
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citriodora (AL-SAYED; EL-NAGA, 2015) e Psidium guajava (RAJA; SUNDAR, 2012),
todas pertencentes a familia Myrtaceae. Em comum, estas espécies possuem altas
concentracdes de taninos, flavonoides e alcaloides, classes de compostos com conhecida
atividade protetora e cicatrizante da mucosa géstrica (JAIN, 2015).

Psidium guineense Swartz € uma espécie vegetal pertencente a familia Myrtaceae,
conhecida vulgarmente como aragd, aracd do campo, aracd vedaleiro, aracd mirim, araca
pedra ou aracazinho, com ampla distribuicdo geografica no Brasil, ocorrendo em estados do
Norte, Nordeste, Centro-Oeste, Sudeste e Sul (GONZALEZ et al., 2005). Esta espécie vegetal
¢ muito utilizada pela populacdo na prevencdo ou tratamento dos distirbios gastrointestinais
como colicas intestinais, diarreia, gastroenterite e gastrite, sendo suas folhas, cascas e raizes
preparadas na forma de decocto (CRUZ, 1995).

Apesar da sua relevancia como planta medicinal e do uso frequente nas regides onde
€ encontrada, ainda ndo existem relatos cientificos sobre o efeito de P. guineense sobre o trato
gastrointestinal. Nesse sentido, este trabalho investigou o efeito antiulcerogénico do extrato
aquoso das folhas de Psidium guineense a fim de contribuir para a validacdo desta espécie

vegetal como planta medicinal.
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2 Revisao Bibliografica

2.1 Ulcera péptica

A tlcera péptica é uma doenca cronica comum, definida como um distirbio na
integridade da mucosa géstrica ou duodenal que causa um dano superficial e que se estende da
camada muscular da mucosa a submucosa, ou mais profundamente, devido a um processo
inflamatorio (FARZAEI et al., 2015). A incidéncia anual de udlcera péptica no mundo €
estimada entre 1500 a 3000 a cada 100.000 habitantes. Apesar dos avangos médicos, o
controle da tulcera péptica e suas complicagdes ainda é um desafio, com altas taxas de
morbidade e mortalidade (MALFERTHEINER et al., 2009).

A etiologia das tlceras pépticas € influenciada por um desequilibrio entre os
mecanismos lesivos e protetores da mucosa géastrica e intestinal. Entre os mecanismos
protetores estdo a secrecdo de muco, producdo de bicarbonato, fluxo sanguineo adequado,
producdo de Oxido nitrico e prostaglandinas, sistema antioxidante enzimatico e nao
enzimatico, e como fatores lesivos podemos citar o excesso de dcido cloridrico e pepsina.
Estas lesdes podem ser agravadas pelo estilo de vida abusivo como tabagismo ou etilismo,
anti-inflamatérios ndo esteroidais e infeccdo no local pela bactéria Helicobacter pylori
(BESERRA et al., 2011).

Atualmente, o uso anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) e a infec¢do pela
bactéria Helicobacter pylori sdo os principais fatores responsdveis pelos casos de ulcera
péptica. Os AINEs estdo entre os medicamentos mais prescritos no mundo, sendo que, na
Europa, estima-se que este medicamento represente mais de 7,7% de todas as prescri¢des
(FIORUCCI, 2009). O grande problema relacionado com essas drogas se deve aos efeitos
adversos que sdo comuns, especialmente no trato gastrointestinal (TGI), tais como a formagao
de tlceras, hemorragia e obstrucdo do TGI. Os efeitos dos AINEs ocorrem por meio da
inibicdo da enzima ciclo-oxigenase (COX), que bloqueia a sintese de prostaglandinas (PGs)
(WALLACE, 2008). O resultado desta inibicdo leva a uma diminui¢do da produgdo intra-
gdastrica de muco e do fluxo sanguineo, reduzindo assim a barreira protetora e também a
capacidade das células da mucosa para o reparo (STEWART; ACKROYD, 2011).

A descoberta, em 1984, do envolvimento da bactéria Helicobacter pylori na udlcera
péptica marcou um grande avango para a compreensdao desta patologia (MARSHALL;
WARREN, 1994). Essa bactéria gram-negativa foi reconhecida como sendo responsavel por

até 95% das tlceras duodenais e 70% das ulceras géstricas. H. pylori coloniza a mucosa
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gdstrica, predominantemente no antro e canal pilérico e produz uma enzima chamada urease,
que converte a ureia em amoniaco e diéxido de carbono, compostos que tamponam o dcido
gistrico na sua vizinhanga facilitando a sua sobrevivéncia no ambiente &4cido géstrico
(MALFERTHEINER et al., 2009). Esse ambiente alcalino tem um efeito inibitério sobre as
células D, produtoras de somatostatina, o que impede a inibi¢do da produc¢do de gastrina pelas
células G, levando, consequentemente, a uma hipergastrinemia e uma secre¢do aumentada de

dcido géstrico, culminando na lesdo da mucosa (MAJUMDAR et al., 2010).

2.2 A secrecao gastrica

A regulacdo da secrecdo acida gdstrica € um processo complexo, mediado por
mecanismos neurais, hormonais, pardcrinos e autdcrinos a nivel central e periférico, os quais
convergem para a etapa final da secrecdo de édcido cloridrico (HCI), por meio da atividade da
bomba de préton H/K*- ATPase nas células parietais gdstricas. O estimulo primdrio para que
ocorra todo o processo de secre¢do gdastrica comeca através da excitacdo do cortex cerebral
produzida pela visdo, odor e sabor do alimento (KOEPPEN; STANTON, 2009).

A liberagao do 4cido géstrico ocorre por estimulacdo direta dos receptores do tipo H, da
histamina, muscarinicos do tipo M3 da acetilcolina e CCKp da gastrina; ou por estimulo
indireto, quando a gastrina e acetilcolina estimulam as células enterocromafins (ECL) para
liberar histamina, que juntamente com a gastrina e acetilcolina ativam seus respectivos
receptores € promovem a liberacio de HCI. Os receptores desses secretagogos foram
identificados anatdmica e farmacologicamente na membrana basolateral da célula parietal
(POTRICH, 2009).

O HCI € um fator importante da secrecdo gdstrica, porque € o responsdvel por
acidificar o conteudo géstrico, e com a consequente diminui¢do do pH, possibilita a conversao
do pepsinogéncio (inativo) em pepsina (ativo), para, assim comecar o processo de digestdo
proteica. Quando a acidez aumenta acima do normal, a gastrina € bloqueada por meio de
mecanismo de feedback negativo de forma a proteger a mucosa, além de manter o pH ideal
para o funcionamento das enzimas digestivas (SACHS et al., 2010).

Existem duas vias principais de sinalizacdo na célula parietal: a via dependente de
adenosina monofosfato ciclica (AMPc) e a via dependente do fon célcio (Ca2+). Enquanto a
histamina utiliza a primeira via, a gastrina e a acetilcolina (ACh) exercem seus efeitos por
meio da dltima. A via dependente de AMPc resulta na fosforilacdo das proteinas efetoras da

célula parietal, e a via dependente do Ca** leva a um aumento do Ca”* citos6lico. Ambas as
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vias ativam a H'/K"-ATPase, que consiste em uma grande subunidade o ¢ uma subunidade B
menor. Essa bomba produz o maior gradiente i6nico conhecido nos vertebrados, com um pH
intracelular de cerca de 7,3 e um pH intracanalicular de mais ou menos 0,8 (HOOGERWERF;
PASRICHA, 2005).

Quando ndo estimulada, a atividade da bomba de proténs H/K*-ATPase é mantida
predominantemente dentro de tibulo-vesiculas citoplasmdticas. Sob estimulacdo, estas
vesiculas se fundem com a membrana plasmadtica apical, resultando em extensiva secrecao.
Ao cessar a secre¢do, H'/K'-ATPase € recolhida da membrana apical, e restabelecida ao seu
compartimento tibulo-vesicular. Ndo se sabe ao certo o mecanismo exato desta regulagao,
mas os dados sugerem que microfilamentos de actina, GTPases e também proteinas de
ancoragem/fusdo sejam os responsaveis por este mecanismo (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A 1inibicdo da secre¢do gdstrica é mediada principalmente por agdes da
somatostatina, fatores de crescimento epidérmico e prostraglandinas E; e I, (AIRES, 2008). A
somatostatina inibe a secre¢do de histamina pelas células do tipo ECL e a secrecdo de gastrina
pelas células G. O receptor de somatostatina tipo 2 (SSTR-2) é o principal subtipo que exerce
efeitos de mediacdo da somatostatina na secregdo gastrica. As prostaglandinas (PGs) inibem a
secrecdo de 4cido por acdo direta nas células parietais por inibir a secre¢do induzida pela

histamina (SH, 2015).

2.3 Mecanismos de protecao da mucosa gastrica

Elevadas concentragdes de H' no ldmen géstrico, pepsina, infecgdes por
Helicobacter pylori, ingestao de AINEs e consumo de etanol causam danos a mucosa, que se
mantém integra devido a mecanismos naturais de defesa (WALACE, 2008). As mais
importantes linhas de defesa da mucosa géstrica incluem a barreira muco-bicarbonato-
fosfolipideos, a geracdo continua de prostaglandinas E, (PGE;) e I, (PGI,), a microcirculagcao
na mucosa, a liberagao de 6xido nitrico e grupamentos sulfidrilicos (LAINE et al., 2008).

As prostaglandinas sdo formadas a partir do dcido araquidonico através da via da
cicloxigenase (COX) e sdo fundamentais na manutencao da integridade da mucosa (LAINE et
al., 2008). Dentre suas principais fungdes no trato géstrico estdo incluidas a estimulagao da
secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipideos, inibicdo da secre¢do dcida, aumento do fluxo
sanguineo e cicatrizagdo da mucosa. As PGs exercem protecio por aumentarem tanto a

secrecdo de muco e bicarbonato quanto a resisténcia de células epiteliais contra danos
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causados por citotoxinas, além de manter o fluxo sanguineo da mucosa (KONTUREK et al.,
2005).

O efeito bioldgico das PGs, neste caso da PGE,, é mediado via receptores especificos
de membrana, denominados EP (EP;, EP,, EP; e EP,), que sdao acoplados a proteinas-G de
membrana, ligadas a diferentes vias de transdu¢@o de sinal intracelular. Ligantes de PGE,; a
receptores EP; resultam na liberagdo intracelular de trifosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol
(DAG), ligantes de EP, e EP4 ativam o sistema adenilatociclase-AMPc, porém ligantes EP;
inibem esse sistema (DEY et al., 2006).

Os grupamentos sulfidrilicos, presentes no muco géstrico e em diversas enzimas do
sistema xantina oxidase, estimulam a formacdo de muco e ligam-se e eliminam espécies
reativas de oxigénio (EROs) (KUPAI et al.,, 2010). O seu papel antiulcerogénico ja foi
demonstrado em diversos modelos de indugdo de ulcera (etanol, AINEs e estresse), nos quais
ocorre deplecao destes compostos (BAYIR et al., 2006). O pré-tratamento com bloqueadores
de grupamentos sulfidrilicos como o N-ethylmaleimide (NEM) demonstrou potencializar
significativamente a inducdo de ulceras géstricas (HIRAISHI et al., 1994), enquanto que
aumentos significativos desses grupamentos promovem a gastroprotecdo (SENER-
MURATOGLU et al., 2001). Estes agentes sio também importantes na producdo e
manutencdo do muco gastrico, uma vez que suas subunidades glicoproteicas sdo unidas entre
si por pontes dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossolivel (AVILLA et
al., 1996).

O o6xido nitrico (NO) se apresenta como um importante mediador na defesa da
mucosa gastrica (REFFELMANN; KLONER, 2003). E um neurotransmissor inibitério de
acdo curta no trato gastrointestinal e no sistema nervoso, que € sintetizado a partir do
aminodcido L- arginina por meio da acdo da 6xido nitrico sintase (NOs) (WALLACE, 2008).
Desempenha importante fun¢do na modulaciao da defesa da mucosa géstrica, como regulador
na secrecdo de muco, vasodilatador, produzindo aumento do fluxo sanguineo local, inibidor
da migracdo de neutrdfilos e auxiliar no processo de cicatrizacdo da tlcera géstrica
(WALLACE, 2008). Na cicatrizagdo da ulcera gastrica, o NO possui a¢do importante, pois
induz aumento da deposi¢do de coldgeno pelos fibroblastos, além de estimular a angiogénese
(WALLACE, 2000).

O NO exerce amplo espectro de atividades bioldgicas in vivo dependentes, em parte,
da  guanosina-3’,5’-monofosfatociclica (cGMP) produzida apdés estimulagdo do
guanilatociclase solivel (MONCADA et al., 1991), que nas células musculares lisas, essa

estimulagdo resulta em relaxamento desse tecido. O NO pode atuar também diretamente em
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canais de potdssio dependentes de célcio, levando a uma hiperpolarizacdo dependente do
endotélio, resultando em vasodilatacdo (BOLOTINA et al., 1994).

Um dos papéis do NO ¢ estimular o fluxo sanguineo na mucosa. A manutengdo do
fluxo sanguineo é de fundamental importancia, j4 que este desempenha importantes fungdes,
tais como suprir a mucosa com oxigénio, nutrientes ¢ hormonios, participar na regulacdo da
saida de 4cido e producdo de muco, secrecdo de bicarbonato e remog¢do dos produtos do
tecido, incluindo a retro-difusdo de fons hidrogénio. A redugdo deste estd envolvida na
formacdo das lesdes na mucosa géstrica causadas por estresse, etanol e AINEs (KAWANO;

TSUJI, 1996).

2.4 Tratamento da Ulcera Péptica

O tratamento da ulcera péptica consistiu, por muito tempo, em procedimento
cirdrgico, com altas taxas de morbimortalidade. Também bastante utilizada era a terapia com
neutralizadores de dcido (CHANG; LEUNG, 2002). Isso mudou quando em 1970 ocorreu o
advento dos antagonistas dos receptores histaminérgicos (H,), como a cimetidina, o que
resultou em um grande avanco no tratamento das dlceras e uma reducdo de até 80% dos casos
(YUAN et al., 2006). O grande sucesso dos antagonistas H; se deve a acdo fundamental da
histamina na estimulacdo da secrecdo géstrica, o que pode ser observado quando seus
antagonistas sdo utilizados, ocorrendo um bloqueio de quase 80% na produgdo de acido
gastrico (BEZERRA et al., 2011).

Ainda no final da década de 1980, outro avango significativo ocorreu com a
descoberta dos bloqueadores da bomba de prétons. Os farmacos dessa classe entram na célula
parietal a partir do sangue e acumulam-se nos canaliculos secretores dcidos da célula parietal,
onde sdo ativados por um processo catalisado por prétons, que resulta na formacdo de uma
sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico (WILLIAMS; POUNDER, 1999). Essa forma ativada
reage por meio de ligagdo covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio
extracelular da H", K" ATPase, as quais sdo essenciais para a inibi¢do da produgio 4cida. Esse
bloqueio € irreversivel e inibe a secre¢do de 4cido gastrico em até 90%. Os principais
representantes desta classe de fadrmacos sdo omeprazol, lansoprazol e pantoprazol, os quais
sao considerados atualmente como 0s anti-secretores mais potentes, pois bloqueiam a etapa
final da secrecdo acida (STEWART; ACKROYD, 2011).

Apesar dos avancos advindos com esta terapéutica, as chances de reincidéncia estdo

entre 65-80%, um ano apds a cura, e quase 100% depois de dois anos (FAN et al., 2005).
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Além disso, esses farmacos tém mostrado a incidéncia de efeitos adversos, interacdes
medicamentosas e recorréncia apds o tratamento. A terapia geralmente € prolongada, estando
associada a um alto custo (DEVAULT,; TALLEY, 2009). Por essas razdes, € constante a
busca de novas substancias antiulcerogénicas efetivas, e que apresentem o minimo possivel de

reacoes adversas.

2.5 Familia Myrtaceae

A familia Myrtaceae (do grego Myrtus = perfume) é uma familia botinica com cerca
de 140 géneros e aproximadamente 5.600 espécies de arvores e arbusto (WILSON et al.,
2001) e que possui a América do Sul, Africa e Austrilia como seus dois principais centros de
desenvolvimento, embora ocorra em outras regides do mundo. E considerada uma das mais
importantes familias em diversidade de espécies nos neotrépicos, compreendendo de 10 a
15% da vegetacdo ao longo da Mata Atlantica e do Cerrado brasileiros (OLIVEIRA-FILHO;
FONTES, 2000).

A familia Myrtaceae possui inimeras espécies com registros de uso como plantas
medicinais para o tratamento de diversas afeccdes, entre elas as do trato gastrointestinal.
Classes de substancias quimicas com atividades farmacoldgicas importantes ja foram isoladas
de plantas dessa familia, tais como flavonoides, monoterpenos, triterpenos, sesquiterpenos e
taninos, o que explica as inumeras atividades terapéuticas associadas as espécies dessa
familia, muitas delas com estudos ji comprovados em testes bioldgicos, a exemplo:
Eucalyptus citriodora (AL-SAYED; EL-NAGA, 2015) e Psidium guajava (RAJA;
SUNDAR, 2012). Psidium guajava, a goiaba, e o Psidium guineense, o aracd, sao
reconhecidamente utilizadas como plantas medicinais, para o tratamento dos distirbios do
trato urindrio, bem como os do trato gastrointestinal, tais como célica, diarreia, gastroenterite

e gastrite (GUTIERREZ et al., 2008).

2.6 Psidium guineense Swartz

A espécie Psidium guineense Swartz, popularmente conhecida como aracd, aracd do
campo, araca vedaleiro, aragd mirim, aracd pedra ou aracazinho, é um arbusto de 2 a 2,5 m de
altura, pertencente a familia Myrtaceae, nativo e de ampla dispersdo na América do Sul. Seu

tronco possui uma casca lisa, que se descama. Seus frutos lembram a goiaba, embora sejam
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mais dcidos e de perfume mais acentuado. Além disso, os frutos sdo pequenos e globosos, as
vezes ovoides, pedunculados, de cor amarela-clara quando maduros e apresentam polpa de
COr creme cCOm numerosas sementes (GONZALEZ et al., 2005). O aragazeiro apresenta
potencial para explora¢do econdmica devido a boa aceitagdo de seus frutos para consumo in
natura, pelo elevado teor de vitamina C e minerais, além da alta capacidade de dispersao,
frutificacdo e resisténcia a doencas e pragas (RASEIRA e RASEIRA, 1994). A propagac¢do do
aragazeiro di-se predominantemente por sementes, uma vez que a propagagdo vegetativa nao

tem apresentado resultados satisfatérios (NACHTIGAL; FACHINELLO, 1994).

Figura 1. Psidium guineense Swartz (A), destaque para seus frutos (B) e flores (C).

Fonte: Google imagens.

Psidium guineense é também utilizada no tratamento de diversas afeccdes, entre elas,
em doencas do trato geniturindrio, € em problemas do trato gastrointestinal (CRUZ, 1995). As
folhas, cascas e raizes sdo os 6rgdos mais utilizados, sendo preparadas na forma de decocg¢do e
utilizadas para o tratamento de célicas intestinais, diarreia, gastroenterite e gastrite (ANESINI
E PEREZ, 1993; CRUZ, 1995). Seu uso popular impulsionou estudos sobre o seu potencial
farmacoldgico, j4 se tendo relatos de sua atividade antimicrobiana (ARAfJJ 0, 2010;

FERNANDES et al., 2011; GONZALEZ et al., 2005; RODRIGUES et al., 2014), bactericida
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e antifingica (LAPENA et al., 2003), antioxidante (GORDON et al., 2011), hipoglicemiante
(BALISTEIRO et al., 2011), no tratamento da gota (THEODULOZ et al., 1988) e ainda
estudo de toxicidade no ensaio com Artemia salina (SANCHEZ; NEIRA, 2005). Estes autores
associam os resultados com a composi¢dao fitoquimica da planta, que em sua maioria, €
composta por flavonoides e taninos (FERNANDES et al., 2011), e as folhas produzem
também rico 6leo essencial, composto principalmente por B-bisaboleno e a-pineno (TUCKER
et al., 1995).

Diante do exposto, € relevante ressaltar que os produtos naturais se apresentam como
uma valiosa fonte de compostos com potencial atividade bioldgica. Considerando que sdo
escassas as publicacdes referentes a espécie Psidium guineense, e ainda que dados
etnofarmacoldgicos regionais indiquem-na para enfermidades do estdmago, com o estudo pré-
clinico proposto, esperamos fornecer dados que possam viabilizar a espécie como fonte

alternativa para obten¢do de novos medicamentos, utilizaveis no controle de tdlceras pépticas.
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3. Objetivos
3.1 Geral

» Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato aquoso de Psidium guineense

Swart (EAPg) em camundongos.

3.2 Especificos

* Analisar a toxicidade aguda pré-clinica do EAPg;

» Investigar a atividade antiulcerogénica do EAPg em modelos de tlcera aguda;

= Verificar a atividade antissecretéria gastrica do EAPg;

* Determinar o efeito do EAPg sobre a produ¢do de muco gastrico;

= Verificar a influéncia do 6xido nitrico e dos grupamentos sulfidrilicos no efeito
antiulcerogénico do EAPg;

= Avaliar a atividade antioxidante in vivo do EAPg sobre a producdo de compostos
sulfidrilicos na mucosa géstrica;

» Investigar a atividade anti-Helicobacter pylori do EAPg.
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RESUMO

Relevancia etnofarmacologica: Psidium guineense Swartz (Myrtaceae) é conhecida vulgarmente
como aracd e estd amplamente distribuida pelo Brasil. Suas cascas e raizes sdo usadas popularmente
no tratamento de distirbios gastrointestinais tais como cdlica, diarreia, gastroenterite e gastrite.
Objetivos do estudo: Investigar a atividade antiulcerogénica do extrato aquoso das folhas de Psidium
guineense (EAPg) e os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesta atividade.

Material e métodos: A atividade antiulcerogénica do EAPg (125, 250 e 250 mg/kg) foi avaliada
utilizando modelos de ulcera géstrica induzida por etanol 75% (10 mL/kg) ou indometacina (30
mg/kg), ambos administrados uma hora apés os tratamentos. Foram determinados a atividade
antissecretéria basal pelo método da ligadura pilérica, o envolvimento do 6xido nitrico e dos
compostos sulfidrilicos, e quantificados os niveis de muco géistrico e compostos sulfidrilicos. A
atividade anti-Helicobacter pylori foi determinada por ensaio in vitro por microdilui¢do em placa.
Resultados: A administrag@o oral do EAPg (125, 250 e 500 mg/kg) foi efetivo na protecdo da mucosa
géstrica, reduzindo em 45,0, 88,0 e 93,0% a lesdo gastrica induzida por etanol, respectivamente. Além
disso, EAPg reduziu em 53,0, 79,0 e 94,0% a ulcera gastrica induzida pela indometacina,
respectivamente. EAPg (250 mg/kg) aumentou o pH e reduziu a acidez total, mas ndo alterou o
volume da secre¢do gastrica, sugerindo uma auséncia de efeito antissecretério. A atividade
antiulcerogénica do EAPg ndo estd relacionada ao 6xido nitrico, mas € dependente da presenca de
compostos sulfidrilicos. A administracdo prévia do EAPg aumentou os niveis basais de muco em
89,4% e de compostos sulfidrilicos em 78,9% na mucosa gastrica, confirmando assim sua atividade
citoprotetora. O EAPg ndo se mostrou eficaz contra a bactéria Helicobacter pylori apresentando uma
concentracao inibitéria minima (CIM) de 2 mg/mL.

Conclusdo: Os resultados obtidos demonstram que o extrato aquoso das folhas de Psidium guineense
apresenta atividade antiulcerogénica e potente atividade anti-Helicobacter pylori. Além disso,
contribuem para um maior conhecimento da espécie e para validar o uso popular desta espécie no
tratamento de disttirbios gastrointestinais.

Palavras-chave: Psidium guineense; tlcera péptica; antiulcerogénico.
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1. INTRODUCAO

As ulceras pépticas sdo lesdes na mucosa géstrica e duodenal que podem ser
desencadeadas e agravadas pelo estresse, consumo excessivo de dlcool, tabagismo, uso de
anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINEs) e pela presenca da bactéria Helicobacter pylori no
trato gastrointestinal. Atualmente, a grande maioria das pesquisas cientificas sobre as ulceras
pépticas, direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta infec¢ao
bacteriana e os AINEs como os maiores responsaveis pela sua incidéncia (Stewart e Ackroyd,
2011).

A importancia clinica e epidemioldgica das ulceras pépticas levou ao
desenvolvimento de drogas capazes de aliviar os sintomas e at€é mesmo possibilitar a cura
desta doenga (Malfertheiner et al., 2009). As op¢des disponiveis para o tratamento das ulceras
gdstricas incluem o uso de inibidores da secre¢do acida géstrica (histaminérgicos do tipo H2
ou inibidores da bomba de prétons) ou a combinacdo de terapia antissecretéria com um
antibiotico, para erradicacao da infec¢do por H. pylori, quando esta se faz presente (Fock et
al., 2009). Entretanto, esses farmacos t€ém mostrado incidéncia de efeitos adversos, interagdes
medicamentosas e recorréncia apds o tratamento (Devault e Talley, 2009). Por essas razdes, é
constante a busca de novas substancias antiulcerogénicas efetivas, e que apresentem o minimo
possivel de reacdes adversas.

As plantas sdo algumas das fontes mais atraentes para a descoberta de novos
farmacos e t€m revelado resultados promissores quando empregadas no tratamento de ulceras
géistricas (Schmeda-Hirschmann e Yesilada, 2005). Virias espécies vegetais apresentam
registro de uso popular para o tratamento de distirbios géastricos e atividade antiulcerogénica
comprovada cientificamente como € o caso de Campomanesia xanthocarpa (Markman et al.,
2004), Plinia edulis (Ishikawa et al., 2008), Syzygium aromaticum (Agbaje, 2008), Eugenia
jambolana (Chatuverdi et al., 2009), Syzygium jambos (Donatini et al., 2009), Melaleuca
bracteata (Adesanwo et al., 2009), Eucalyptus citriodora (Al-Sayed e El-Naga, 2015) e
Psidium guajava (Uduak et al., 2012), todas pertencentes a familia Myrtaceae. Em comum,
estas espécies possuem altas concentracdes de flavonoides, taninos, monoterpenos, triterpenos
e sesquiterpenos, classes de compostos com conhecida atividade protetora e cicatrizante da
mucosa gastrica (Jain, 2015).

Psidium guineense Swartz, é um arbusto pertencente da familia Myrtaceae e
popularmente conhecida como aracd, aracd do campo, ara¢d vedaleiro, aracd mirim, araca

pedra ou aragazinho, com ampla distribuicdo geografica no Brasil (Gonzdlez et al., 2005). P.
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guineense ¢ utilizada tradicionalmente pela populacdo no tratamento dos distirbios
gastrointestinais, apresentando registros de seu uso para este fim sdo encontrados no
continente Africano e nas Américas do Sul e do Norte (Aguilar et al., 1994; Anesini e Perez,
1993; Berlin e Berlin, 2015). As folhas, cascas e raizes sdo os 6rgdos mais utilizados, sendo
preparadas na forma de decocgdo e utilizadas para o tratamento de coélicas intestinais, diarreia,
gastroenterite e gastrite (Anesini e Perez, 1993; Cruz, 1995).

Poucos relatos sobre as propriedades farmacoldgicas de Psidium guineense sao
descritos na literatura, incluindo atividade antimicrobiana (Aradjo, 2010; Fernandes et al.,
2011; Gonzaléz et al., 2005; Rodrigues et al., 2014), antifingica (Lapena et al., 2003),
antioxidante (Gordon et al., 2011), hipoglicemiante (Balisteiro et al., 2013), no tratamento da
gota (Theoduloz et al., 1988). Em todos estes estudos, os autores fazem uma correlagdo entre
atividade observada e a composicao fitoquimica da espécie que € composta por flavonoides e
taninos. Apesar da sua releviancia como planta medicinal, ainda ndo existe comprovacao
cientifica sobre o efeito de Psidium guineense sobre o trato gastrointestinal. Nesse sentido,
este trabalho investigou o efeito antiulcerogénico do extrato aquoso das folhas de Psidium

guineense a fim de contribuir para a validacdo desta espécie vegetal como planta medicinal.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Material vegetal e preparacio do extrato

As folhas de Psidium guineense Swartz foram coletadas no municipio de Sao José de
Ribamar, Maranhao (W:-44.131876; S:-2.555392) durante o més de setembro de 2013. A
planta foi identificada pelo Prof. Dr. Eduardo Bezerra de Almeida Junior e a exsicata se
encontra depositada no Herbario do Maranhao da Universidade Federal do Maranhao, onde
estd catalogada sob nimero 01492.

Para o preparo do extrato as folhas foram secas a temperatura ambiente, trituradas
em moinho de facas. Foram pesados 50 g do pd, ao qual foi adicionado 1000 mL de agua
destilada a 60 °C e submetido a agitagdo a cada 5 minutos, durante 30 minutos. A solucdo foi
filtrada em filtro de papel e o solvente foi evaporado a 40 °C sob pressdo reduzida, obtendo-se
o extrato aquoso de Psidium guineense (EAPg), com rendimento de 17,5%. A anélise
fitoquimica do EAPg foi realizada por meio de testes qualitativos para a deteccdo de
metabolitos secundérios de acordo com Matos (2009) que revelou a presenca majoritdria de

taninos e flavonoides, metabdlitos secundarios.
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2.2 Animais

Foram utilizados camundongos da variedade Swiss, espécie Mus musculus, adultos
(30 — 40 g), de ambos os sexos, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal do
Maranhdo. Os animais foram mantidos sob ciclo claro-escuro de 12 horas, em um ambiente
com temperatura controlada (21 + 2 °C), com fornecimento de dgua filtrada e racio Nuvilab®
(Nuvital) ad libitum. Os protocolos experimentais foram desenvolvidos de acordo com o
Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal e foram aprovados pelo Comité de Etica em

Uso de Animais da Universidade Federal do Maranhdo, (CEUA) sob o niimero 16/2015.

2.3 Toxicidade Aguda

O estudo de toxicidade aguda foi realizado com camundongos adultos, de ambos os
sexos, de acordo com o protocolo da Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitdria (ANVISA,
2013). Os animais foram separados em dois grupos (n = 12/grupo; seis machos e seis fémeas)
e mantidos em jejum por 12 horas, com acesso livre a dgua. O grupo EAPg foi tratado por via
oral com o extrato aquoso de Psidium guineense (EAPg), em dose oral dnica de 5,0 g’kg e o
grupo controle recebeu dgua destilada (10 mL/kg). Os animais foram observados aos 30, 60,
120, 180 e 240 min apds os tratamentos e diariamente, por 14 dias. Sinais clinicos de
toxicidade, peso dos animais, consumo de alimento e de dgua foram registrados diariamente.
Ao final desse periodo os animais foram eutanasiados e a necropsia foi realizada para andlise

macroscépica do figado, pulmao, coracao, rins e baco (Malone, 1977).

2.4 Atividade Antiulcerogénica

1.4.1 Lesdo gdstrica induzida por etanol

Os animais ap0s jejum de 18 horas, foram tratados por via oral com &4gua (grupo
controle, 10 mL/kg), carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) ou EAPg (125, 250 e 500 mg/kg).
Uma hora apds o pré-tratamento, a lesdo géstrica foi induzida pela administracdo oral de
etanol a 75% por gavagem (10 mL/kg v.o0.) de acordo com a metodologia descrita por Robert
et al., 1979. Os animais foram eutanasiados em uma camara de CO, gasoso 1 h apds a

inducdo das lesdes. Os estdmagos foram removidos, abertos ao longo da grande curvatura e
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fotografados para determinacdo da drea da lesdo géstrica. A drea de lesdo gastrica foi medida
por planimetria (mm?) em relagdo a drea total do corpo gastrico usando o Software ImageJ ®e

expressa como porcentagem de drea ulcerada.
2.4.2 Lesdo gdstrica induzida por indometacina

Os animais ap0s jejum de 18 horas, recebem dgua (10 mL/kg v.0.), carbenoxolona
(CBX, 100 mg/kg v.0.) ou EAPg (125, 250 e 500 mg/kg v.o.). Uma hora apds o pré-
tratamento, a lesdo géstrica foi induzida por administragdo subcutanea de indometacina (30
mg/kg) de acordo com a metodologia descrita por Djahanguiri, 1969. Os animais foram
eutanasiados em uma camara de CO, gasoso 6 h apds a administracdo de indometacina. Os
estdbmagos foram removidos abertos ao longo da grande curvatura e fotografados para a

quantificac@o das dreas das lesdes ulcerativas, conforme descrito no item 2.4.1.
2.5 Avaliacao dos fatores de protecio da mucosa gastrica
2.5.1 Avaliacdo dos pardmetros da secregdo gdstrica

Os animais apds jejum de 18 horas, foram divididos em trés grupos: 1) grupo
controle, 2) grupo cimetidina e 3) grupo EAPg (250 mg/kg). Em seguida, foram anestesiados
com xilazina (10 mg/kg) e cetamina (50mg/kg) por via intraperitoneal (i.p.) € através de uma
incisdo no abdomen, o estdbmago foi localizado e o piloro amarrado com linha (Visscher et al.,
1954). Imediatamente apds a ligadura do piloro, administrou-se por via intraduodenal, dgua
(10 mL/kg), cimetidina (100 mg/kg) ou EAPg (250 mg/kg) aos seus respectivos grupos. Apds
os tratamentos, a parede abdominal foi suturada. Transcorridas quatro horas, os animais foram
eutanasiados em uma camara de CO, gasoso, o estdbmago foi removido, o conteido géstrico
foi coletado, transferido para tubos de ensaio e submetido a centrifugacdo a 680 x g, durante
10 minutos. O sobrenadante foi transferido para uma proveta graduada para afericio do
volume. Em seguida, foi determinado o pH da secre¢do géstrica utilizando-se um pHmetro
digital. A acidez total do suco géstrico foi determinada por titulacdo com NaOH a 0,1N,
utilizando-se fenolftaleina como indicador dcido-base. A concentracdo da acidez total foi

expressa como mequiv.[H"]/mL/4h
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2.5.2 Avaliagdo dos efeitos do EAPg no conteiido de muco gdstrico

Os animais, em jejum de 18 horas, foram divididos em quatro grupos, os quais
receberam seus respectivos tratamentos: 1) grupo Sham (dgua, 10 mL/kg), 2) grupo controle
(dgua, 10 mL/kg), 3) grupo Carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) e EAPg (250 mg/kg). Uma
hora apds o tratamento, administrou-se etanol a 75% (10 mL/kg) aos grupos, exceto ao grupo
Sham. Decorrida uma hora, os animais foram eutanasiados em uma camara de CO, gasoso
para retirada dos estdomagos. O tecido glandular dos estomagos foi removido, pesado e
transferido para um tubo contendo Alcian Blue 0,1%, e mantido por duas horas. O corante
complexado ao muco foi extraido com cloreto de magnésio (0,5 mol/L); agitando-se por 1
minuto a cada 30 minutos, durante duas horas. Em seguida, 5 mL da solu¢do aquosa
resultante foi agitada vigorosamente com 5 mL éter etilico. A emulsio obtida foi centrifugada
e a absorbancia da fase aquosa lida em comprimento de onda de 598 nm, em
espectrofotometro. Os resultados da leitura foram interpolados em uma curva padrao de

Alcian Blue, e expressos em pg de Alcian Blue/mL/g de tecido (Corne et al.,1974).

2.5.3 Avaliagao do envolvimento do oxido nitrico na gastroprotecdo promovida pelo EAPg

Os animais, em jejum de 18 horas, foram divididos em 6 grupos, dos quais trés foram
pré-tratados por via intraperitoneal com dgua (10 mL/kg), e trés foram pré-tratados com L-
NAME (Ng-nitro-L-arginina metil éster, 70 mg/kg), um inibidor da enzima 6xido nitrico
sintase (Matsuda e Yoshikawa, 1999). Trinta minutos apds o pré-tratamento, aos animais
foram administrados por via oral dgua, carbenoxolona (100 mg/kg) ou EAPg (250 mg/kg).
Ap6s 1 h todos os grupos receberam etanol a 75% (10 mL/kg) para indugdo das lesdes
gastricas. Decorrida 1 h da administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados em uma

camara de CO, gasoso, para a determinagdo das lesdes géstricas.

2.5.3 Avaliacdo do envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecdo promovida

pelo EAPg

Os animais, em jejum de 18 horas, foram divididos em 6 grupos, dos quais trés foram

pré-tratados por via intraperitoneal com dgua (10 mL/kg), e trés foram pré-tratados por via
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intraperitoneal com NEM (N-etilmaleimida, 10 mg/kg), um inibidor dos grupamentos
sulfidrilicos(Matsuda e Yoshikawa, 1999). Trinta minutos apds o pré-tratamento, aos animais
foram administrados por via oral dgua, carbenoxolona (100 mg/kg) ou EAPg (250 mg/kg).
Ap6s 1 h todos os grupos receberam etanol a 75% (10 mL/kg) para indugdo das lesdes
gdstricas. Decorrida 1 h da administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados em uma

camara de CO, gasoso, para a determinacao das lesdes géstricas.

2.5.4 Quantificagdo dos grupamentos sulfidrilicos da mucosa gdstrica

Os animais apds jejum de 18 horas, foram divididos em quatro grupos, os quais
receberam seus respectivos tratamentos: 1) grupo sham (dgua, 10 mL/kg), 2) grupo controle
(4gua, 10 mL/kg), 3) grupo carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) e EAPg (250 mg/kg). Uma
hora apds o tratamento, administrou-se etanol a 75% (10 mL/kg) aos grupos, exceto ao grupo
sham. Uma hora depois os animais foram eutanasiados em uma camara de CO, gasoso para
retirada dos estomagos. O tecido glandular do estdmago foi pesado e homogeneizado em uma
solugdo de EDTA (0,02 mol/L). Em seguida, retirou-se 400 pL do homogenato e adicionou-se
80 uL de acido tricloroacético 50 %. A mistura foi entdo centrifugada a 400 x g, durante 15
minutos, a 4 °C. Apés a centrifugacao, retirou-se 400 uL do sobrenadante e adicionou-se 800
uL de Tris 0,4 M e 20 uL de DTNB (5,5-ditiobis-acido 2-nitrobenzéico) a 0,01 M. A mistura
foi, em seguida, agitada em vortex durante 3 minutos € a absorbancia lida a 412 nm,
utilizando espectrofotometro. Os resultados foram interpolados em uma curva padrdo de

glutationa e expressos em pg de grupos —SH/g de tecido (Sedlak e Lindsay, 1988).

2.6 Avaliacao da Atividade anti-Helicobacter pylori

A bactéria Helicobacter pylori ATCC 43504 (resistente a metronidazol, VacA+ e
CagA+) foi obtida do Instituto Nacional de Controle de Qualidade em Saide, Fundacio
Oswaldo Cruz (Rio de Janeiro, Brasil) e mantida em meio Brain Heart Infusion (BHI) com
20% de glicerol a -80° C. A concentracdo inibitéria minima (CIM) do EAPg foi determinada
pela técnica de microdiluicao em microplacas, de acordo com a metodologia descrita segundo
anorma M100-S15 do 15° suplemento do Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI,
2005). Os orificios das microplacas foram preenchidos com 160 pL. de caldo Mueller-Hinton
(CMH) suplementado com 10% de soro fetal bovino (pH 7,2) mais 20 pL. do extrato aquoso

de Psidium guineense (EAPg), através de dilui¢des seriadas, obtendo concentragdes de 0.015
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a 2.0 mg/mL. Ciprofloxacina (0,4 a 0,003 mg/mL) foi usada como droga padrdo e dgua
destilada estéril foi utilizada como controle. Em seguida, foi inoculado 1 pL. da suspensao de
Helicobacter pylori contendo 6 x 10° UFC/mL (turbidez equivalente a escala 2 de
McFarland) em cada poco. A microplaca foi incubada a 37°C em atmosfera contendo 5% de
CO; por 3 dias. Apos o periodo de incubagdo, 5 uL do contetido de cada pogo foi repicado em
placas contendo &dgar-sangue (dgar Columbia + 5% de sangue de carneiro) e mantidos
incubados por 3 dias. Em seguida, em cada poco da microplaca foi inoculado 30 pL de
solucdo de resazurina a 0,02% (um indicador de oxidacdo-reducao utilizado para avaliar a
viabilidade bacteriana) e as placas foram novamente incubadas por 1 h em microaerofilia para
determina¢do da CIM. A CIM foi definida como a concentracdo mais baixa da amostra capaz
de inibir o crescimento microbiano, ou seja, onde ndo houve mudancga da coloracdo de azul

para rosa (Palomino et al., 2002).

2.7 Analise Estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo das médias (e.p.m.). A
andlise dos dados foi realizada utilizando-se a andlise de varidncia (One-way ANOVA),
seguido do teste de Newman-Keuls, empregando-se o software GraphPad Prism 5.0° As

diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.
3. RESULTADOS
3.1 Toxicidade aguda

O extrato aquoso das folhas de Psidium guineense administrado por via oral em dose
unica (5,0 g/kg) ndo provocou alteragdes comportamentais ou mortes nos animais. Nenhuma
diferenca significativa no consumo de dgua e racdo, ou na massa corporal dos animais foi
observada entre os grupos controle e EAPg (5,0 g/kg). Na necrépsia, o exame macroscopico
dos 6rgdos nao detectou qualquer alteracdo ou lesdo no figado, rins, bago, coracdo e pulmao

dos animais.

3.2 Atividade antiulcerogénica do EAPg
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No modelo de udlcera géstrica induzida por etanol a 75%, o EAPg mostrou protecao
gdstrica significativa em todas as doses administradas. No modelo de udlcera géstrica induzida
pelo anti-inflamatério ndo esteroidal indometacina, o EAPg também reduziu a drea ulcerada

em todas as doses testadas. Os resultados de ambos os testes estdo apresentados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeito do extrato aquoso das folhas de P. guineense (EAPg) em modelos de lesdo gastrica

aguda induzidas por etanol a 75% e indometacina (30 mg/kg) em camundongos.

Agente Lesivo Tratamento Dose Area Ulcerada Inibicao
(v.0.) (mg/kg) (%) (%)
Etanol Agua - 10,33 1,26 -
carbenoxolona 100 2,887+ 0,39 72,00
EAPg 125 5,71+ 0,99 45,00
250 1,147+ 0,46 88,00
500 0,727 +0,38 93,00
Indometacina Agua -- 25,60 + 3,06 -
carbenoxolona 100 12,1277 £ 1,78 53,00
EAPg 125 13,557 + 1,89 52,90
250 5,507+ 1,86 79,00
500 1,4277°+£0,82 94,00

Os resultados s@o expressos como médias £ erro padrao das médias (n=6). Estatisticamente diferente do grupo
controle (‘p<0,05, “p < 0,01 ¢ ““p < 0,001). ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

3.3 Efeito do EAPg sobre parametros da secrecdo gdstrica

Os parametros avaliados da secre¢do gastrica de camundongos, submetidos ao
tratamento com EAPg por via intraduodenal mostraram que o extrato aumentou o pH em
54,8% e reduziu a acidez total gastrica em 68,43%, porém nao alterou o seu volume (580 pL),
quando comparado ao grupo controle (700 uL). A cimetidina, reduziu a acidez total em

78,94%, aumentou o pH em 124,67% e diminuiu o volume em 52,4% (Tabela 2).
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Tabela 2. Efeito do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense (EAPg) sobre pardmetros da

secrecdo gastrica de camundongos submetidos a ligadura do piloro.

Tratamento Dose Volume pH Acidez total
(mg/kg) (uL) (unidades) (mequiv[H"]/mL/4h)

Controle - 700 + 1,80 3,08 £0,19 0,57 +0,82

cimetidina 100 mg/kg 333+ 1,20 6,92 +0,24" 0,12+0,12"

EAPg 250 mg/kg 580 + 0,25 4,77 +0,28" 0,18 +0,54"

Os resultados sdo expressos como médias + erro padrdo das médias (n=06). Estatisticamente diferente do grupo
controle (*p < 0,05). ANOVA seguido do teste de Newman-Keuls.

3.4 Efeitos do EAPg na producdo de muco gdstrico

O teste de quantificagdo do muco gastrico mostrou que a administragdo de etanol
promoveu uma diminui¢do significativa nos niveis de muco no grupo controle (4,37 + 0,54 ug
de Alcian blue/g de tecido), quando comparado ao grupo sham, que ndo recebeu etanol (14,46
+ 1,49 ng de Alcian blue/g de tecido) conforme mostra a Figura 1. O tratamento com EAPg
(250 mg/kg) aumentou a produgdo de muco em 89,47%, quando comparado ao grupo controle
(8,28 + 0,77 nug de Alcian blue/g de tecido). O grupo tratado com carbenoxolona também
apresentou efeito significativo com um aumento de 140,0% do conteido de muco géstrico

(10,49 £ 1,25 pg de Alcian blue/g de tecido).
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Figura 1. Efeito do extrato aquoso de Psidium guineense (EAPg) sobre o muco aderido a mucosa géstrica de
camundongos. Os grupos foram tratados com dgua (10 mL/kg), carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) e EAPg (250
mg/kg). Os resultados sio apresentados como média * erro padrdo das médias (n=6). ANOVA, seguida pelo
teste de Newman-Keuls. Estatisticamente diferente do grupo controle ( p < 0,05).
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3.5 Papel do oxido nitrico e dos grupamentos sulfidrilicos na atividade antiulcerogénica do
EAPg

A Tabela 3 mostra que, quando os camundongos foram pré-tratados com L-NAME,
um inibidor da NO-sintase, o EAPg (250 mg/kg) continuou exercendo o seu efeito protetor
gdstrico. Porém, o mesmo ndo foi observado em animais pré-tratados com NEM, um inibidor
dos grupamentos sulfidrilicos, quando o efeito antiulcerogénico do EAPg nédo foi observado

(Tabela 4).

Tabela 3. Efeito do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense (EAPg) sobre lesdes géstricas

induzidas por etanol, em camundongos pré-tratados com L-NAME (70 mg/kg).

Pré-tratamento Tratamento Dose Area Ulcerada Inibicao
(i.p.) (v.0.) (mg/kg) (%) (%)
Controle Agua - 10,78 =+ 1,80 -
carbenoxolona 100 4,85 +1,50 55,00
EAPg 250 3,45+ 0,89 68,00
L-NAME (10mg/kg) Agua -- 15,04"+ 3,40 -
carbenoxolona 100 6,537+ 1,10 56,00
EAPg 250 7,26+ 0,62 52,00

Os resultados sdo expressos como médias + erro padrio das médias (n=6). *p < 0,05 comparado ao grupo

controle + 4gua, *p < 0,05, **p <0,0le mp< 0,001 comparado com L-NAME + dgua. ANOVA seguida do teste
de Newman-Keuls.

Tabela 4. Efeito do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense (EAPg) sobre lesdes gastricas

induzidas por etanol, em camundongos pré-tratados com NEM.

Pré-tratamento Tratamento Dose Area Ulcerada Inibicao
(i.p.) (v.0.) (mg/kg) (%) (%)
Controle Agua -- 15,24 + 0,98 --
carbenoxolona 100 4,207 +1,90 72,00
EAPg 250 7,407 +1,23 51,00
NEM (10 mg/kg) Agua - 26,84+ 2,51 -
carbenoxolona 100 21,00°+ 1,14 22,00
EAPg 250 25,00 + 1,80 7,00

Os resultados sdo expressos como médias * erro padrdo das médias (n=6). *» < 0,05 comparado ao grupo
controle + dgua, p < 0,05, "p < 0,01 e " p< 0,001comparado com NEM + dgua. ANOVA seguida do teste de

Newman-Keuls.
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3.6 Quantificacdo de grupamentos sulfidrilicos (—-SH) na mucosa gdstrica

Os animais do grupo Sham, que ndo receberam etanol, apresentaram 33,17 + 3,78 ug
de —SH/g de tecido. A administracdo do etanol produziu uma redugao neste contetido, no qual
os animais tratados apenas com 4gua apresentaram uma média de 17,60 + 1,65 ng de -SH/ g
de tecido. Os grupos tratados com EAPg (250 mg/kg) e CBX (100 mg/kg) mantiveram o
conteiido de —SH semelhante ao grupo sham, com niveis de 31,49 + 4,51 ug de —SH/g de
tecido para o EAPg e 37,63 + 6,04 ug de—-SH/g de tecido para o CBX (Figura 2).
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Figura 2. Efeito do tratamento oral com o extrato aquoso de P. guineense (EAPg) sobre o contetido gastrico de
grupamentos sulfidrilicos, em camundongos apés a administracdo de etanol a 75%. Os grupos foram tratados
com 4gua (10 mL/kg), carbenoxolona (CBX, 100 mg/kg) e EAPg (250 mg/kg). Os resultados sdo apresentados
como média + erro padrio das médias (n=6 animais). ANOVA, seguida pelo teste de Newman-Keuls.

Estatisticamente diferente do grupo ('p < 0,05).

3.7 Atividade anti-Helicobacter pylori do EAPg

A concentragdo inibitéria minima (CIM) do extrato aquoso de P. guineense (EAPg)
foi avaliada pelo método de microdilui¢io em caldo, com suas concentracdes variando de
0,015 a 2,0 mg/mL. Verificou-se que nas condicdes testadas o EAPg ndo inibiu o crescimento
da cepa de H. pylori, apresentando uma CIM de 2,0 mg/mL. O ciprofloxacino, usado como

controle positivo, apresentou CIM de 0,03 mg/mL.

4. DISCUSSAO

O presente estudo avaliou a atividade antiulcerogénica e atividade anti-Helicobacter

pylori do extrato aquoso das folhas de Psidium guineense em diferentes modelos
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experimentais de ulcera gastrica, investigando seus provaveis mecanismos antiulcerogénicos.
Este é o primeiro artigo que reporta a atividade antiulcerogénica do extrato aquoso desta
espécie.

A andlise fitoquimica do extrato aquoso de Psidium guineense (EAPg) revelou a
presenca majoritdria de taninos e flavonoides, metabdlitos secundarios que também foram
detectados em outras andlises, como a realizada por Fernandes et al (2012) que analisou o
extrato metandlico das folhas de P. guineense. Uma revisdo bibliogrifica sobre plantas
medicinais que apresentaram atividade antiulcerogénica observou que a maioria dos autores
atribufa a atividade farmacoldgica a presenca de flavonoides e taninos, classes de compostos
com conhecida atividade protetora e cicatrizante da mucosa géstrica (Jain, 2015).

Psidium guineense € uma espécie vegetal conhecida tradicionalmente por apresentar
varias propriedades terapéuticas, sendo frequentemente utilizada pela populacdo para o
tratamento de distdrbios gastrointestinais (Lorenzi e Matos, 2008). Inicialmente antes de
realizarmos os testes de atividade antiulcerogénica, verificamos os possiveis efeitos toxicos
do EAPg por meio do teste de toxicidade aguda. Nenhum sinal de toxicidade tais como
piloerecdo, diarreia, sedacao, contor¢cdes abdominais e alteracdes na atividade locomotora ou
mortes foi registrado apds a administracao oral do EAPg na dose de 5,0 g/kg, o que sugere
uma DLsy (dose letal mediana) acima de 5,0 g/kg.

A atividade antiulcerogénica do EAPg foi avaliada em modelos de tlcera aguda
induzida por etanol e pela indometacina. O etanol € um agente que induz ulcera géstrica
devido ao aumento do contetdo de perdxidos lipidicos e radicais livres derivados de oxigénio
que causam danos as membranas, morte celular, esfoliacdo e erosdo epitelial (Birdane et al.,
2007), além de dissolver o muco géstrico concomitantemente diminuindo o potencial de acdo
transmucosa, aumentando assim o fluxo de Na* e H" no liimen e estimulando a secre¢io de
histamina, pepsina e fons H" (Szabo e Brown, 1987). O EAPg nas doses de 125, 250 e 500
mg/kg diminuiu significativamente de forma dependente de dose, a drea ulcerada pelo etanol
no estdbmago, atingindo seu efeito maximo na dose de 250 mg/kg.

Os efeitos toxicos da indometacina no tecido gdstrico sdo mais graves do que os de
outros AINEs (Suleyman et al., 2002), ela inibe ambas as enzimas ciclo-oxigenase (COX-1 e
COX-2) e consequentemente, inibem a sintese de prostaglandinas (PG), especialmente a
PGE2, o que aumenta a susceptibilidade de lesdes na mucosa gastrica (Polat et al., 2011). O
EAPg reduziu significativamente a ulcera gastrica induzida pela indometacina com todas as
doses testadas, demonstrando assim uma ac¢do citoprotetora eficaz e sugerindo o possivel

envolvimento de prostaglandinas e/ou a producdo de muco em sua atividade.
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A hipersecrecdo de dcido no meio estomacal também é um dos fatores envolvidos na
patogénese da ulcera péptica. Devido a isso a terapéutica atual para o tratamento desta
condicao se baseia principalmente no bloqueio da secre¢do acida (Beserra et al., 2011). Neste
trabalho, investigamos a influéncia do EAPg sobre pardmetros da secrecdo géstrica (volume,
pH e acidez total) utilizando o modelo da ligadura do piloro, no qual ocorre o actimulo de
secrecdo 4cida durante um periodo de quatro horas apds a cirurgia (Shay et al., 1945). O
tratamento com EAPg na dose de 250 mg/kg aumentou significativamente o pH e diminuiu a
acidez total da secrecdo gastrica, quando comparados ao grupo controle, de modo similar ao
efeito exercido pela cimetidina, um firmaco anti-dcido, antagonista dos receptores
histaminérgicos H,. Porém, o EAPg ndo apresentou alteracdes no volume da secrecdo
géstrica.

Considerando que as propriedades ulcerogénicas do etanol e dos AINEs decorrem da
diminui¢do dos mecanismos de defesa da mucosa, tais como a prostaglandinas, muco, fluxo
de sangue adequada, 6xido nitrico e os compostos sulfidrilicos (Konturek et al., 2005), pode-
se sugerir que a atividade antiulcerogénica do EAPg, observada nestes modelos
experimentais, pode ser atribuida a estimulacdo de fatores protetores das mucosas. Por esta
razdo, para avaliar outros mecanismos de acdo associados a atividade antiulcerogénica do
EAPg, investigamos a sua influéncia na producdo de muco géstrico, bem como participagao
do 6xido nitrico (NO) e compostos sulfidrilicos (—-SH) nesta atividade.

O muco cria uma barreira fisica contra bactérias, acido e toxinas, além de agir como
lubrificante o que reduz os efeitos abrasivos sobre a mucosa géastrica (Wallace, 2007). E
também um importante sequestrador de radicais livres, em funcdo da sua composi¢ao
glicoproteica (Mojzis et al., 2000). Em relacdo a quantificacdo de muco, a administracdo
prévia do EAPg aumentou os niveis basais de muco géstrico, confirmando assim a atividade
citoprotetora do extrato sobre a mucosa do estomago. Este efeito pode ser devido a acdo de
taninos e flavonoides, encontrados em concentracdo maior no extrato, uma vez que estes
metabolitos secunddrios estimulam a sintese de PGE; (Alanko, 1999) e inibem a peroxidacao
lipidica, atuando como antioxidantes (Cuvelier, 1994).

O o6xido nitrico (NO) se apresenta como um importante mediador na defesa da
mucosa gastrica (Reffelmann e Kloner, 2003). E um neurotransmissor inibitério de acdo curta
no trato gastrointestinal e no sistema nervoso, que ¢ sintetizado a partir do aminodcido L-
arginina por meio da acdo da enzima O6xido nitrico sintase (NOS) (WALLACE, 2008).
Desempenha importante fun¢do na modulacido da defesa da mucosa géstrica, como regulador

na secrecao de muco, vasodilatador, produzindo aumento do fluxo sanguineo local, inibidor
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da migracdo de neutrdfilos e auxiliar no processo de cicatrizacdo da tlcera géstrica
(WALLACE, 2008). O envolvimento do NO na atividade do EAPg foi avaliado pelo pré-
tratamento dos animais com L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico sintase. Neste teste
concluimos que o 6xido nitrico ndo participa do mecanismo de agdo antiulcerogénico do
EAPg, porque mesmo na auséncia de NO, o extrato manteve sua atividade antiulcerogénica.

Os compostos sulfidrilicos presentes no muco gastrico e em diversas enzimas do
sistema xantinaoxidase, estimulam a formacdo de muco e ligam-se e eliminam espécies
reativas de oxigénio (EROs) (KUPAI et al.,, 2010) e seu efeito gastroprotetor ja foi
demonstrado em diversos modelos de indu¢do de udlcera (etanol, AINEs e estresse), nos quais
ocorre deplecdo destes compostos (BAYIR et al., 2006). Quando investigada a participacdo
destes compostos, os resultados mostraram que a atividade antiulcerogénica do EAPg na dose
de 250 mg/kg foi reduzida em animais pré-tratados com NEM (um inibidor dos compostos
sulfidrilicos), sugerindo que a atividade antiulcerogénica do EAPg ¢é dependente da
presenca/producdo de compostos sulfidrilicos. A quantificacdo destes compostos sulfidrilicos
foi realizada com o intuito de confirmar esta dependéncia e revelou que o tratamento com o
EAPg na dose de 250 mg/kg, aumentou significativamente os niveis basais dos compostos
sulfidrilicos, confirmando assim seu envolvimento na atividade antiulcerogénica observada.

Considerando o envolvimento da bactéria Helicobacter pylori na etiologia das
ulceras gastricas (Marshall e Warren, 1984) e o comprovado efeito de cura da dlcera quando a
mesma € eliminada do trato gastrointestinal (Testerman e Morris, 2014), nds avaliamos a
atividade anti-Helicobacter pylori do EAPg. Em estudo de Castillo-Juarez et al. (2009) foi
confirmada atividade anti-Helicobacter pylori in vitro para diversos extratos de plantas
utilizadas na medicina tradicional para o tratamento de distirbios gastrointestinais; e atribuida
forte acdo antibacteriana para extratos aquosos com valores de concentragdo inibitoria minima
(CIM) inferiores a 250 pg/mL. Ainda, segundo estes mesmos autores, os extratos aquosos
com valores de CIM >1000 ug/mL sdo considerados como de atividade antibacteriana nula.
Em nosso estudo, o EAPg ndo apresentou atividade antibacteriana, uma vez que sua CIM foi
de 2,0 mg/mL.

Os resultados obtidos neste estudo mostram que o extrato aquoso das folhas de
Psidium guineense apresenta atividade antiulcerogénica. Além disso, contribuem para um
maior conhecimento da espécie e para validar o uso desta espécie no tratamento de distirbios
gastrointestinais. Outros testes de investigacdo do mecanismo de acdo antiulcerogénico como

dosagem de Oxido nitrico, avaliacdo da secrecdo gdstrica estimulada, avaliacdo do
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envolvimento de enzimas antioxidantes, poderdo ser realizados para melhor caracterizar a

atividade do extrato.
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5. CONCLUSAO

O presente estudo nos permite concluir que o extrato aquoso de P. guineense
apresentou efeito antiulcerogénico, com preservacdo da mucosa géstrica. Os resultados
obtidos demonstraram que a atividade antiulcerogénica do EAPg € modulada por um aumento
do muco géstrico, além da dependéncia dos compostos sulfidrilicos, importantes anti-
oxidantes in vivo e essenciais para manuntencdo da camada de muco. Dessa forma, Psidium
guineense, mostrou ter eficaz atividade antiulcerogénica sendo um alvo promissor para

pesquisa de um novo farmaco para o tratamento da tlcera gastrica.



32

REFERENCIAS BIBLIOGRAFICAS

AGBAIJE, E. O. Gastrointestinal effects of Syzigium aromaticum (L) Merr. & Perry
(Myrtaceae) in animal models. Nigerian Quarterly Journal of Hospital Medicine, 137-141,

2008.

ADESANWO, K. J., SHODE, F. O., AIYELAAGBE, O. O., RABIU, O. O., OYEDE, R. T,
OLUWOLE, F. S. Antisecretory and antiulcerogenic activities of the stem bark extract of
Melaleuca bracteata and isolation of principles. Journal of Medicinal Plants Research,

822-824, 20009.

ALANKO, J., RIUTTA, A., HOLM, P., MUCHA, 1., VAPAATALO, H., METSA-KETELA
T. Modulation of arachidonic acid metabolism by phenols: relation to their structure and

antioxidanti/prooxidant properties. Free Radical Biology and Medicine, 193-201, 1999.

AL-SAYED, E., EL-NAGA, R. N. Protective role of ellagitannins from Eucalyptus citriodora
against ethanol-induced gastric ulcer in rats: impact on oxidative stress, inflammation and

calcitonin-gene related peptide. Phytomedicine, 5-15, 2015.

ANVISA. Geréncia de Avaliacdo de Seguranca e Eficicia. Guia para a conducio de
estudos nao clinicos de toxicologia e seguranca farmacoldgica necessarios ao

desenvolvimento de medicamentos. Brasilia, jan. 2013.

ARAUJO, E. R. S. Avaliacio da biocompatibilidade e determinacio da atividade
antimicrobiana de Psidium guineense Swartz. Dissertacdo. Programa de P6s-Graduacdo em

Patologia, Univeridade Federal de Pernambuco, 2010.

ARRIETA, J., BENITEZ, J., FLORES, E., CASTILLO, C., NAVARRETE, A. Purification of
gatroprotective triterpenoids from the stem bark of Amphipterygium adstringens; roles of
prostaglandins, sulthydryls, nitric oxide and capsaicin- sensitive neurons. Planta Médica,

905- 909, 2003.

AVILA, J., LA LASTRA, C. A., MARTIN, M. J., MOTILVA, V., LUQUE, I., DELGADO,
D., ESTEBAN, J., HERRERIAS, J. Role of endogenous sulphydryls and neutrophilin

filtration in the path ogenesis of gastric mucosal injury induced by piroxicam in rats.

Inflammation Research, 83-88, 1996.



33

BALISTEIRO, D. M., ALEZANDRO, M. R., GENOVESE, M. 1. Characterization and effect
of clarified aracd (Psidium guineense Sw.) juice on postprandial glycemia in healthy subjects.

Ciéncia e Tecnologia de Alimentos, 66-74, 2012.

BAYIR, Y., ODABASOGLU, F., CAKIR, A., ASLAN, A., SULEYMAN, H., HALICI, M.,
KAZAZ, C. The inhibition of gastric mucosal lesion, oxidative stress and neutrophil

infiltration in rats by the lichen constituent diffractaic acid. Phytomedicine, 584-590, 2006.

BESERRA, A. M. S. S., CALEGAR]I, P. I, SOUZA, M. C., SANTOS, R. A. N,, LIMA, J. C.
S., SILVA, R. M., BALOGUN, S. O., MARTINS, D. T. O. Gastroprotective and Ulcer-
Healing Mechanisms of Ellagic Acid in Experimental Rat. Food Chemistry, 6957-6965,
2011.

BIRDANE, F. M., CEMEK, M., BIRDANE, Y. O., GULCIN, 1., BUYUKOKUROGLU, M.
E. Beneficial effects of Foeniculum vulgare on ethanol-induced acute gastric mucosal injury

in rats. World Journal of Gastroenterology, 607-611, 2007.

BOLOTINA, V. M., NAJIBI S., PALACINO, J. J., PAGANO, P. J., COHEN, R. A. Nitric
oxide directly activates calcium-dependent potassium channels in vascular smooth muscle.

Nature, 850-853, 1994.

BORRELLI F., IZZO A. A. The plant kingdom as a source of anti-ulcer remedies.
Phytotherapy Research, 14: 581-591, 2000.

CAMPOS, L. Z. O. Etnobotanica do género Psidium L. (Myrtaceae) no Cerrado brasileiro.

Dissertacdo (Mestrado em Botanica) - Universidade de Brailia, Brasilia, 2011.

CHATURVEDI, A., BHAWANI G., AGARWAL, P. K., GOEL, S., SINGH, A., GOEL, R.
K. Ulcer healing properties of ethanolic extract of Eugenia jambolana seed in diabetic rats:
study on gastric mucosal defensive factors. Indian Jornal of Physiology and

Pharmacology, 16-24, 2009.

Clinical and Laboratory Standards Institute (CLSI). National Committee for Clinical
Laboratory Standards, Performance standards for Antimicrobial Susceptibility Testing;
15th Informational supplement M100-S15. Wayne: Clinical and Laboratory Standards
Institute, 177p, 2005.



34

CORNE, S. J., MORRISSEY, S. M., WOODS, R. J. A method for the quantitative estimation
of gastric barrier mucus. Journal of Phisiology. 116 -117, 1974.

CRUZ, G. L. Dicionario das Plantas Uteis do Brasil. 5° Edicao, Bertrand Brasil, 1995.

DJAHANGUIRI, B. The production of acute gastric ulceration by indomethacin in the rat.

Scandinavian Journal of Gastroenterology, 265, 1969.

DEVAULT, K. R.,, TALLEY, N. J. Insights into the future of gastric acid suppression.
Nature Reviews Gastroenterology and Hepatology, 524-532, 2009.

EMBRAPA. Roberto Fontes Vieira et al. (editores). Frutas nativas da regiao Centro-QOeste.

Brasilia, Distrito Federal: Embrapa Recursos Genéticos e Biotecnologia. 42-57, 2006.

ESPINOSA, J. F. P., GARCIA, O. A.,, VALENCIA, G. G., LINARES, E., BYE, R,
ROMERO, 1. Evidence of the anti-Helicobacter pylori, gastroprotective and anti-

inflammatory activities of Cuphea aequipetala infusion. Journal of Ethnopharmacology,

990-998, 2014.

FARZAEI, M. H., ABDOLLAHI, M., RAHIMI, R. Role of dietary polyphenols in the
management of peptic ulcer. World Journal Gastroenterology, 6499-6517, 2015.

FERNANDES, T. G., MESQUITA, A. R. C.,, RANDAU, K. P., FRANCHITTIL, A. A,
XIMENES, E. A. In Vitro Synergistic Effect of Psidium guineense (Swartz) in Combination
with Antimicrobial Agents against Methicillin-Resistant Staphylococcus aureus Strains. The

Scientific World Journal, 1-7, 2012.

FOCK, K. M. et al. Second Asia-Pacific Consensus Guidelines for Helicobacter pylori
infection. Journal of Gastroenterology and Hepatology, 1587—1600, 2009.

GARRO, M. F., IBANEZ, A. G., VEJA, A. E,, SOSA, A. C., PELZER, L., SAAD, J. R,,
MARIA, A. O. Gastroprotective effects and antimicrobial activity of Lithraea molleoides and

isolated compounds against Helicobacter pylori. Journal of Ethnopharmacology, 1-26,
2015.

GONZALEZ, A. M. N., GONZALEZ, M. B. R, PINTO, N. L. S. Estudio fitoquimico y
actividad antibacterial de Psidium guineense Sw (choba) frente a Streptococcus mutans,

agente causal de caries dentales. Revista Cubana de Plantas Medicinales, 2005.



35

GORDON, A., JUNGFER, E., SILVA, B. A., MAIA, J. G. S., FRIEDHELM, M. Phenolic
constituents and antioxidant capacity of four underutilized fruits from the Amazon region.

Journal of agricultural and food chemistry, 2011.

GUERRA, M. P., NODARI, P. O. Biodiversidade: aspectos bioldgicos, geograficos, legais e
éticos. In: Farmacognosia: da planta ao medicamento. Simdes et al., orgs. 5* ed. Rev. ampl.

Porto Alegre/Florianépolis: Editora de UFRGS/editor da UFSC, p 13-28, 2004.
GUPTA, M. B., BRANS, Y. W. Gastric retention in neonates. Pediatrics, 26-29, 1978.

GURIB-FAKIM, A. Medicinal plants: traditions of yesterday and drugs of tomorrow.
Molecular Aspects of Medicine, 1-93, 2006.

HIRAISHI, H., TERANO, A., OTA, S., MUTOH, H., SUGIMOTO, T., HARADA, T.,
RAZANDI, M., IVEY, K. J. Protection of cultured rat gastric cells against oxidant-induced
damage by exogenous glutathione. Gastroenterology, 1199-1207, 1994.

HIRUMA-LIMA, C.A. et al. Gastroprotective effect of aparisth man, a diterpene isoleted
from Aparisthmium cordatum, on experimental gastric ulcer models in rats and mice.

Phytomedicine, 94-100, 2001.

ISHIKAWA, T., DONATINIL R. S., DIAZB, 1. E. C., YOSHIDA, M., BACCHI, E. M.,
KATO, E. T. M. Evaluation of gastroprotective activity of Plinia edulis (Vell.) Sobral
(Myrtaceae) leaves in rats. Journal of Ethnopharmacology, 527-529, 2008.

JAIN, P. Secondary metabolites for antiulcer activity. Natural Product Research, 1-17,

2015.

LAINE, L., TAKEUCHI, K., TARNAWSKI, A. Gastric mucosal defense and cytoprotection:
bench to bedside. Gastroenterology, 41-60, 2008.

LAU, J. Y., SUNG, J., HILL, C., HENDERSON, C., HOWDEN, C.W., METZ, D. C.
Systematic review of the epidemiology of complicated peptic ulcer disease: Incidence,

recurrence, risk factors and mortality. Digestion, 102—-113, 2011.

LI, Y., OHIZUMI, Y. Search for constituents with neurotrophic factor potentiating activity
from the medicinal plants of Paraguay and Thailand. Yakugaku Zassh, 417-424, 2004.



36

LUTTERODT, G. D. Inhibition of gastrointestinal release of acetylcholine by quercetin as a
possible mode of action of Psidium guajava leaf extracts in the treatment of acute diarrhoeal

disease. Journal of Ethnopharmacology, 235-247, 1989.

KANGWAN, N., PARK, J. M., KIM, E. H., HAHM, K. B. Quality of healing of gastric
ulcers: Natural products beyond acid suppression. World Journal Gastroenterology, 40-47,
2014.

KAWANQO, S., MURAKAMI, M., SAITA, H., TSUJI, S. Effect of lansoprazole in mono-,
dual-, or tiple therapy on Helicobacter pylori eradication. Journal of Gastroenterology, 41-

43, 1996.

KENNEDY, G. L., FERENZ, R. L., BURGESS, B. A. Estimation of acute oral toxicity in rats
by determination of the aproximate lethal dose rather than the LD50. Journal of Applied
Toxicology, 145-148, 1986.

KOEPPEN, B. M., STANTON, B. A. Berne & Levy Fisiologia. 6. Ed. Rio de Janeiro:
Elsevier, 2009. Cap. 26-30, p. 491-543.

KUPAI K., SZUES, G., CSEH, S., HAJDU, 1., CSONKA, C. Matrix metalloproteinase
activity assays: importance of zymography. Journal of Pharmacology and Toxicology, 205-
209, 2010.

S.J. KONTUREK, S. J., KONTUREK, P. C., BRZOZOWSKI, T., KONTUREK, J. W,
PAWLIK, W. W. Form nerves and hormones to bacteria in the stomach: nobel prize for

achievements in gastrology during last century. Journal of Physiology and Pharmacology,
v. 56, p. 507-530, 2005.

MALONE, M. H. Pharmacological approaches to natural product screening and evaluation.
In: H. Wagner and P. Woulff (Eds.), New natural products and plant drugs with
pharmacological, biological or therapeutical activity, Springer Verlag, Berlin, 23-53, 1977.

MADALOSSO, R. C., OLIVEIRA, G. C., MARTINS, M. T., VIEIRA, A. E. D., BARBOSA,
J., CALIARI, M. V., CASTILHO, R. O., TAGLIATI, C. A. Campomanesia lineatifolia Ruiz
& Pav. as a gastroprotective agente. Journal of Ethnopharmacology, 772-779, 2012.



37

MALFERTHEINER, P., CHAN, F. K., MCCOLL, K. E. Peptic ulcer disease. Lancet, 1449-
1461, 2009.

MARKMAN, B. E. O.,, BACCHI, E. M., KATO, E. T. M. Antiulcerogenic effects of

Campomanesia xanthocarpa. Journal of Ethnopharmacology, 55-57, 2004.

MARSHALL, B. J., WARREN, J. R. Unidentified curved bacilli in the stomach of patients
with gastritis and peptic ulceration. Lancet, 1311-5, 1984.

MATOS, F. J. A. Introducdo a Fitoquimica Experimental. 3* Edicdo, UFC, Fortaleza,
20009.

MATSUDA H, LI Y, YOSHIKAWA M. Roles of capsaicin-sensitive sensory nerves,
endogenous nitric oxide, sulphydryls and prostaglandins in gastroprotection by mormodin, an

oleanolic acid oligoglycoside, on ethanol-induced gastric mucosal lesion in rats. Life Sciences

65:27-32, 1999.

MONCADA, S., PALMER, R. M., HIGGS, E. A. Nitric oxide: physiology, pathophysiology,
and pharmacology. Pharmacological Reviews, 109-142, 1991.

MORIMOTO, Y., SHIMOHARA, K., OSHIMA, S., SUKAMOTO T. Effects of the new anti-
ulcer agent KB-5492 on experimental gastric mucosal lesions and gastric mucosal defensive

factors, as compared to those of teprenone and cimetidine. Japan Journal Pharmacology,

495-505, 1991.
MORTON, J. F. Brazilian Guava. In: Fruits of warm climates. Miami, 365-367, 1987.

NACHTIGAL, J. C.; FACHINELLO, J. C. Efeito da época de coleta das estacas de
aracazeiro. In. CONGRESSO BRASILEIRO DE FRUTICULTURA, 13, 1994. Salvador.
Resumos..., Salvador: SBF, 1994.

PANDAY, K., GONA, A., HUMPHREY, M. B. Medication-induced osteoporosis: screening

and treatment strategies. Therapeutic Advances Musculoskeletal Disease, 185-202, 2014.

PRADO, L. C. S., SILVA, D. B,, SILVA, G. L. O., HIRAKI, K. R. N.,, CANABRAVA, H. A.
N., SILVA, L. B. B. S. The Gastroprotective Effects of Eugenia dysenterica (Myrtaceae) Leaf



38

Extract: The Possible Role of Condensed Tannins. Biological and Pharmaceutical Bulletin,
722-730, 2014.

OECD/OCDE. 420. Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Procedure. Oecd Guideline For
Testing Of Chemicals. Adopted: 17th December, 2001.

RASEIRA, A.; RASEIRA, M. C. B. “Ya - cy”, Cultivar de aragazeiro lancada pela
EMBRAPA/ CPACT. Hirti Sul, Pelotas, v.3, n.1, p.37-39, 1994.

REFFELMANN, T., KLONER, R. A. Therapeutic potential of phosphodiesterase 5 inhibition

for cardiovascular disease. Circulation, 239- 244, 2003.

RICKARD, J. Surgery for Peptic Ulcer Disease in sub-Saharan Africa: Systematic Review of
Published Data. Journal of Gastrointestinal Surgery, 1-11, 2015.

ROBERT, A. et al. Cytoprotection by prostaglandins in rats: Prevention of gastric necrosis
produced by alcohol, HCI, NaOH, hypertonic NaCl and thermal injury. Gastroenterology,
433-443, 1979.

RODRIGUES, G. C., FERREIRA, R. B., MENDES, C. S. O., REIS, R. J., VALERIO, H. M.,
BRANDI, I. V., OLIVEIRA, D. A. Antibacterial activity of tannins from Psidium guineense
Sw. (Myrtaceae). Journal of Medicinal Plants Research, 1095-1100, 2014.

SCHMEDA-HIRSCHMANN, G., YESILADA, E. Traditional medicine and gastroprotective
crude drugs. Journal of Ethnopharmacology, 61-66, 2005.

SENER-MURATOGLU, G., PASKALOGLU, K., ARBAK, S., HURDAG, C., YANOGLU-
DULGER, G. Protective effect of famotidine, omeprazole, and melatonin against

acetylsalicylic acid-induced gastric damage in rats. Disgetive Diseases and Sciences, 318-

330, 2001.

SHEEN, E., TRIADAFILOPOULOS, G. Adverse Effects of Long-Term Proton Pump
Inhibitor Therapy. Disgetive Diseases and Sciences, 931-950, 2011.

SCHUBERT, M., PEURA, D. A. Control of gastric acid secretion in health and disease.
Gatroenterology, v. 134, p. 1842-1860, 2008.



39

SHUBERT, M. L. Functional anatomy and physiology of gastric secretion. Current Qpinion
in Gastroenterology, 479-485, 2015.

SILVA, C. M., PETRY, C. M., BERTE, T. E., BECKER, R. G., ZANATTA, F., MONACHE,
D. F., CECHINEL FILHO, V., ANDRADE, S. F. Phytochemical analyses and
gastroprotective effects of Eugenia umbelliflora (Myrtaceae) on experimental gastric ulcers.

Natural Products Communications, 911-916, 2009.

SOSTRES, C., GARGALLO, C. J., LANAS, A. Nonsteroidal anti-inflammatory drugs and
upper and lower gastrointestinal mucosal damage. Arthritis Research and Therapy, 121-

132, 2010.

STEWART, D. J., ACKROYD, R. Peptic ulcers and their complications. Oesophagus and
stomach, 568-574, 2011.

STICKNEY, J. C., NORTHUP, D. W. Effect of gastric emptying upon propulsive motility of
small intestine of rats. Proceedings of the Society for Experimental Biology and Medicine,

1959.

SUNG, J.J. Y., KUIPERS, E. J., EL-SERAG, H. B. Systematic review: The global incidence
and prevalence of peptic ulcer disease. Alimentary Pharmacology & Therapeutics, 938-
946, 2009.

TADIC, V. M., DOBRIC, S., MARKOVIC G. M., DORDEVIC, S. M., ARSIC, 1. A.,
MENKOVIC, N. R., STEVIC, T. Anti-inflammatory, gastroprotective, free radical
scavenging, and antimicrobial activities of Hawthorn berries ethanol extract. Journal of

Agricultural and Food Chemistry, 7700-7709, 2008.

TAKAYAMA, C. TAKAYAMA, C., FARIA, F. M., ALMEIDA, A. C., VALIM, D. A. A.,
REHEN, C. S., DUNDER, R. J., SOCCA, E. A, MANZO, L. P, ROZZA, A. L,
SALVADOR, M. J., PELLIZZON, C. H., HIRUMA-LIMA, C. A., LUIZ-FERREIRA, A.,
SOUZA-BRITO, A. R. Gastroprotective and ulcer healing effects of essential oil from Hyptis
spicigera Lam. (Lamiaceae). Journal of Ethnopharmacology, 147-155, 2011.

TAKEUCHI, K., TANAKA, A., HAYASHI, Y., KUBO, Y. Functional mechanism
underlying COX-2 expression following administration of indomethacin in rat stomachs:

importance of gastric hypermotility. Digestive Diseases and Sciences, 180-187, 2004.



40

THEODULOZ, C., FRANCO, L., FERRO, E., RARSCHMANN, G. S. Xanthine oxidase
inhibitory activity of paraguayan myrtaceae. Journal of Ethnopharmacology, 179-183,
1988.

TUCKER, A. O., MACIARELLO, M. J., LANDRUM, L. R. Volatile Leaf Oils of American
Myrtaceae. IIl. Psidium cattleianum Sabine, P. friedrichsthalianum (Berg) Niedenzu, P.
guajava L., P. guineense Sw., and P. sartorianum (Berg) Niedenzu. Journal of Essential Oil

Research, 1995.

SATOH, H., AMAGASE, K., TAKEUCHI, K. Exacerbation of nonsteroidal anti-
inflammatory drug-induced small intestinal lesions by antisecretory drugs in rats: the role of
intestinal motility. Journal of Pharmacology and Experimental Therapeutics, 270-277,

2012.

SEDLAK, J., LINDSAY, R. H. Estimation of total protein bound and nonprotein sulfhydril
groups in tissues with Ellman’s reagent. Analytical Biochemistry, 192-205, 1988.

USTUN, O., OZCELIK, B., AKYON, Y., ABBASOGLU, U. Flavonoids with anti-
Helicobacter pylori activity from Cistus laurifolius leaves. Journal of Etnopharmacology,

457-461, 2006.

VASCONCELQS, P. C. P., ANDREO, M. A., VILEGAS, W., HIRUMA-LIMA, C. A.,
PELLIZZON, C. H. Effect of Mouriri pusa tannins and flavanoids on prevention and
treatment against experimental gastric ulcer. Journal of Ethnopharmacology, 146-153,

2010.

VISSCHER, F. E., SEAY, P. H.,, TAZELAAR, A. P. JR., VELDKAMP, W., BROOK, M. J.
V. Pharmacology of pamine bromide. Journal of Pharmacology and Experimental

Therapheutic, 188-204, 1954.

WALLACE, J. L. Prostaglandins, NSAIDs, and gastric mucosal protection: why doesn't the
stomach digest itself? Physiological Reviews, 1547-1565, 2008.

WANG, L., ZHOU, Y., PENG, J., ZHANG, Z., JIANG, D. J., LI, Y. J. Role of endogenous
nitric oxide synthase inhibitor in gastric mucosal injury. Canadian Journal of Physiology

and Pharmacology, 97-104, 2008.



41

WU, T., HE, M., ZANG, X., ZHOU, Y. et al. A structure-activity relationship study of
flavonoids as inhibitors of E.coli by membrane interaction effect. Biochimica et Biophysica

Acta, 2751-2756, 2013.

YUAN, Y., PADOL, I. T., HUNT, R. H. Peptic ulcer disease today. Nature Clinical Practice
Gastroenterology & Hepatology, 80-89, 2006.



ANEXO

42



Tabela 7: Adaptado de MALONE, M.H., 1997

43

ACAO

PARAMETROS

CTRL

TEMPO DE INJECAO

MINUTOS

HORAS

5 110]20]30]60

4 18 [24[72]120] 168

nwmHZPpOCocZ T Hnm

>motilidade

>freq. respiratdria

Piloerecdo

Exoftalmia

Lamber patas

Cocar focinho

Morder cauda

Convulsao tdonica

Tremores finos

Tremores grosseiros

Sialorréia

Fascicula¢des

Midriase

Erecdo da cauda

Tremores da cauda

CrrmHZEOEAQ OO <AIOZ pZm—HR—T®W
wmR”OVNLm®EmTHY

<motilidade

<freq. respiratéria

Sedacdo

Catatonia

Analgesia

Anestesia

Ataxia

Dispneia

<tonus dorsal

Alienacdo ambiente

Passividade

Perda da preensdo da pata

Paralisia trem posterior

Palidez

Cianose

Hiperemia

Aumentada

Reduzida

Coloracao

vwoH-mTH »>Z-RC|>ICTEO

Diarreia

Contor¢do

Reacdo de fuga

Agressividade

Grunhidos
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