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RESUMO

A geoprépolis € um produto obtido a partir da mistura de resinas de plantas
coletadas por abelhas, acrescida de cera, terra ou barro. A geoprépolis produzida
por Melipona fasciculata Smith, conhecida como tiuba, é tradicionalmente utilizada
em processos inflamatorios, gastrite, neoplasias, hemorroidas, afec¢gées do sistema
respiratério e ainda, como cicatrizante. Apresenta em sua composicdo quimica,
predominantemente, acidos fendlicos, triterpenos e taninos hidrolizaveis. Este
estudo teve como objetivo, avaliar a atividade antiulcerogénica e gastroprotetora do
extrato hidroalcodlico liofilizado da geoprépolis de Melipona fasciculata (EHG),
proveniente do cerrado Maranhense. A geoprépolis foi coletada em um meliponario
na cidade de Fernando Falcdo, Maranhao, Brasil. O EHG foi obtido por maceragéao
em uma solucao hidroalcodlica a 70%. No modelo de inducao de Ulcera por etanol a
75%, o tratamento de camundongos com EHG, 50 ou 100 mg / kg, reduziu a area
ulcerada em 66,6% e 93,2%, respectivamente, quando comparado com 0 grupo
controle (127,7 + 9,5 mm?). Na indugédo de Ulcera por indometacina, o tratamento
dos camundongos com EHG nas mesmas doses, reduziu a area ulcerada em 82,9%
e 92,5%, respectivamente, em relagdo ao grupo controle (119,3 + 24,2 mm?). A
analise histopatolégica dos estdbmagos de animais tratados com EHG néao revelou
nenhuma lesdo aguda do epitélio, quando comparado com o grupo controle, que
revelou uma reducao na integridade epitelial. Na avaliacdo da secrecao gastrica, em
ratos, o extrato (100 e 200 mg/Kg) induziu ao aumento da acidez total, reduziu o
volume da secrecao na maior dose e, nao alterou o pH, nas duas doses avaliadas. O
EHG nas doses de 100 e 200 mg/Kg nao alterou o esvaziamento gastrico, mas
diminuiu o transito intestinal de ratos, de forma dependente de dose. O tratamento
com o EHG induziu aumento (p<0,05) na producdo de muco gastrico (236,7 £ 10,4
ug de Alcian blue/ g de tecido glandular, 100 mg / kg). Em camundongos pré-
tratados com N-etilmaleimida (NEM), um inibidor de compostos sulfidrilicos, a
atividade gastroprotetora do EHG, foi reduzida para 34,54%, enquanto que o pré-
tratamento com salina mostrou uma protecdo maior, de 56,4%. Além disso, 0
tratamento oral com EHG aumentou para 18,0 ug/g de tecido, os niveis de grupos
sulfidrilicos da mucosa gastrica, apos lesao induzida pelo etanol (4,9 + 1,0 ug/g de
tecido). Por outro lado, o pré-tratamento com NE nitro-L-arginina (L-NAME), um
inibidor da sintese de NO, ndo influenciou a atividade gastroprotetora do extrato.
EHG reduziu as lesdes de Ulcera, induzida de forma crbnica pelo acido acético, em
59%. Na analise histopatoldgica, o tecido da mucosa gastrica de ratos tratados com
EHG mostrou-se organizado, com fibrose consolidada e diminui¢do da inflamacao.
Neste grupo, a marcacdo com PAS tornou-se mais intensa, com difusa marcagéo
epitelial. A investigacao imunohistoquimica mostrou intensa reatividade para COX -2
e baixa reatividade para Ki -67, na mucosa géstrica dos animais tratados EHG. Em
conjunto, os resultados sugerem que EHG de M. fasciculata apresenta efeito
antiulcerogénico observados nos modelos de indu¢do de Ulcera gastrica aguda e
crdnica e, que a acao gastroprotetora do EHG provavelmente envolve a participacéao
de compostos sulfidrilicos (-SH) néao protéicos. Estes efeitos podem estar
relacionados aos compostos fendlicos presentes na geoprépolis do municipio de
Fernando Falcéo.

Palavras-chave: Ulcera gastrica. Melipona fasciculata. Abelha sem ferrdo.
Geopropolis.



ABSTRACT

Geopropolis is a product obtained from the mixture of plant resins collected by bees
plus wax, earth or clay. Geopropolis produced by Melipona fasciculata Smith, known
as tidba is traditionally used in inflammatory processes, gastritis, cancer,
hemorrhoids, respiratory system disorders, and also as wound healing. It presents in
its chemical composition predominantly phenolic acids, triterpenes and hydrolysable
tannins. This study aimed to evaluate the anti-ulcer activity and gastroprotective
lyophilized hydroalcoholic extract geopropolis of (EHG), from the Maranhense
cerrado. The geopropolis was collected in a meliponary in the city of Fernando
Falcdo, Maranhao, Brazil. The EHG was obtained by maceration in a water-alcohol
solution 70%. In the model ethanol ulcer induction than 75%, treatment of mice with
EHG, 50 or 100 mg / kg reduced the ulcerous area of 66.6% and 93.2%,
respectively, compared with the control group (127.7 + 9.5 mm?). In indomethacin
ulcer induction, treatment of mice with EHG the same doses, reduced the ulcerated
area in 82.9% and 92.5%, respectively, compared to the control group (119.3 + 24.2
mm?). Histopathological analysis of the stomachs of animals treated with EHG
revealed no acute injury of the epithelium when compared with the control group,
which revealed a reduction in epithelial integrity. In evaluating the gastric secretion in
rats, the extract (100 and 200 mg/kg) induced an increase in total acidity, reduced
the volume of secretion in higher dose, and did not alter the pH, the two doses
evaluated. The EHG at doses of 100 and 200 mg / kg did not alter gastric emptying,
but decreased intestinal transit of rats in dose-dependent manner. Treatment with
EHG induced increase (p <0.05) in the production of gastric mucus (236.7 + 10.4 g
of Alcian blue/ g glandular tissue, 100 mg / kg). In mice pretreated with N-
ethylmaleimide (NEM), an inhibitor of sulfhydryl compounds, the gastroprotective
activity of EHG was reduced to 34.54%, whereas pre-treatment with saline showed a
higher protection 56.4 %. Moreover, oral treatment with EHG increased to 18.0 g/ g
tissue levels of sulfhydryl groups of the gastric mucosa from injury induced by
ethanol (4.9 + 1.0 mg / g tissue). Furthermore, pre-treatment with NG-nitro-L-arginine
(L-NAME), an inhibitor of NO synthesis, did not affect the gastroprotective activity of
the extract. EHG reduced the ulcer lesions induced chronically by acetic acid in 59%.
Histological analysis of the tissue gastric mucosa of rats treated with EHG proved
arranged with consolidated fibrosis and decreased inflammation. In this group,
staining with PAS has become more intense, with diffuse epithelial marking. The
immunohistochemical study showed intense reactivity for COX -2 and low reactivity
to Ki-67, the gastric mucosa of animals treated EHG. Taken together, the results
suggest that EHG M. fasciculata has antiulcerogenic effect observed in models of
acute gastric ulcer induction and chronic and that the gastroprotective action of EHG
probably involves the participation of sulfhydryl compounds (-SH) no protein. These
effects may be related to the phenolic compounds present in geopropolis the city of
Fernando Falcao.

Keywords: Gastric ulcer. Melipona fasciculata. Stingless bee. Geopropolis.



2.1.
2.2.
2.3.
2.4.

2.5

SUMARIO

APRESENTACAOQ ....oooiieieeeeeeeeeeeee et 16
INTRODUGAO........cocuioieieeiceeeeeeee et enenen e, 18
REVISAO DE LITERATURA..........coooiieees oot 22
Fisiologia Gastrica: Motilidade e secregao gastricas .........cccceeeeuvveenn. 22
Fatores de agresséo e protecdo da mucosa gastrica...........cccccvvvevnnee. 29
UICEIA PEPHCA. ...t 32
Tratamento Farmacolégico da Ulcera PEptica............ccovovvvueeeeueeenenes 36
Propolis € GEOPropOliS. ......ceueii i 40
JUSTIFICATIVA ot 49
OBUETIVOS. ...t s neee e e neeeeen 51

CAPITULO |
Artigo a ser submetido: “Antiulcerogenic Activity of the
Geopropolis of Melipona fasciculata Smith” ... ............................... 53

CAPITULOII

Artigo a ser submetido: “Gastroprotective mechanisms of action

of geopropolis from Melipona fasciculata
SMIth” ..o e 78
CAPITULO IlI

Patente depositada: “COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA

DISTURBIOS GASTRICOS A BASE DE

GEOPROPOLIS” ...t 108
CONSIDERACOES FINAIS .......oovmmmiie e 112
REFERENCIAS ......oooimmieee e, 114
APENDICES ...t n e 129

ANEXOS ..o 135



Apresentacao



16

APRESENTACAO

A presente tese trata da atividade gastroprotetora da geoprépolis de Melipona

fasciculate Smith, conhecida popularmente como “Tiuba”.

O objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antiulcerogénica e
gastroprotetora do extrato hidroalcodlico liofilizado da geoprépolis de Melipona

fasciculata Smith (tiuba) (EHG), do cerrado maranhense.

A tese esta organizada em revisédo de literatura e trés capitulos. Na revisao de
literatura s&o abordados aspectos relacionados a fisiologia gastrica (motilidade e
secrecao gastricas), fatores de agressdo e protecdo da mucosa gastrica, Ulcera

péptica, tratamento farmacolégico da ulcera péptica, propolis e geoprépolis.

No capitulo | encontram-se os dados no formato de artigo cientifico intitulado
“Antiulcerogenic Activity of the Geopropolis of Melipona fasciculata Smith”, a ser

submetido ao periddico “European Journal of Pharmacology”.

No capitulo Il, o artigo intitulado “Gastroprotective mechanisms of action of
geopropolis from Melipona fasciculata Smith”, a ser submetido ao periddico “Journal

of Ethnopharmacology”.

Por fim, no capitulo Ill o resumo e as reivindicagdes da patente depositada
intitulada “Composicbes farmacéuticas para distarbios gastricos a base de

geopropolis”



Introducao
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1. INTRODUCAO

A Ulcera péptica € um agravo provocado por diversos fatores e que apresenta
sintomatologia ligada aos reflexos orgéanicos que incluem dores estomacais,
nauseas e hemorragia gastrica (INEU et al., 2008). Esse tipo de lesdo leva a
necrose que acomete toda a superficie da mucosa gastrica e também a camada
muscular (ALIMI et al., 2010). As lesGes podem ser resultado da agdo do acido
cloridrico e da pepsina, naturalmente presentes no estdbmago (WALLACE, 2001).
Contudo, outros fatores agressores enddégenos em associacao a fatores exdgenos
predisponentes relacionados as condigbes de vida como estresse, fumo, alcool, uso
continuo de drogas anti-inflamatérias n&o-esteroidais (AINEs), ingestdo de
determinados alimentos, infeccdo por Helicobacter pylori e predisposicdo genética
podem atuar conjuntamente reduzindo os mecanismos de defesa da mucosa
gastrica (WOLFE e SANCHES, 2000; O’'MALLEY, 2003).

No Brasil, o consumo de medicamentos para o tratamento de Ulceras
gastricas é significativo, e os recursos naturais no Brasil sdo inumeros, bem como os
relatos de acao farmacoldgica das plantas existentes. Dentre os produtos naturais
com potencial biolégico utilizado popularmente contra Ulcera e gastrite, encontram-

se a prépolis e seus derivados (ARRAIS, 1997).

A propolis tem sido utilizada extensivamente desde os tempos antigos. Seu
uso popular € amplo e esta disponivel em estado puro ou combinado com outros
produtos naturais em medicamentos, cosméticos e como componente de alimentos
saudaveis. Nas ultimas décadas, muitos estudos cientificos tém sido realizados a fim
de investigar seus constituintes e comprovar suas propriedades biolégicas
(SFORCIN e BANKOVA, 2011). As atividades hipolipemiante (KOLANKAYA et al,
2002), antimicrobiana, anti-inflamatéria (MARCUCCI et al, 2001), anticariogénica
(KOO et al, 2000, DUARTE et al, 2006), anticarcinogénica e antioxidante (CHEN et
al, 2003; NAGAI et al, 2003; ASO et al, 2004; ISHIKAWA et al, 2004; KUMAZAWA et
al., 2004) tém sido descritas, no entanto, a composicao quimica e as atividades
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biolégicas de propolis e seus derivados variam de acordo com o local de origem
(KUMAZAWA et al., 2004).

As analises da composi¢cao quimica da propolis identificaram pelo menos 300
compostos (CASTRO, 2001; ALENCAR et al., 2007). As atividades bioldgicas da
prépolis sao atribuidas principalmente aos componentes fendlicos tais como
flavonoides (YANG et al.,, 2014). Os flavonoides tém sido reportados por
apresentarem uma ampla gama de atividades, incluindo antibacteriana (CUSHNIE e
LAMB, 2011), antiviral (KANG et al., 2012), anti-inflamatéria (SALEEM et al., 2011) e
vasodilatadora (RODRiGUEZ—RAMOS et al.,, 2013). Além disso, os flavondides
inibem a peroxidacao lipidica, a agregacao plaquetaria, a permeabilidade capilar, a
fragilidade osmotica, e a atividade de sistemas enzimaticos, incluindo ciclo-
oxigenase e lipoxigenase (HAVSTEEN, 2002; MOREIRA et al, 2008).

O estado do Maranhao apresenta um grande potencial apicola e meliponicula
mas, pesquisas cientificas relacionadas aos temas sao incipientes, o que justifica o
estudo das caracteristicas farmacoldgicas da geoprépolis maranhense (DUTRA et
al., 2008).

Os meliponineos sao encontrados em regides tropicais e sub-tropicais, até
30° de latitude norte e sul. Estas abelhas tém a caracteristica peculiar de
apresentarem o ferrdo atrofiado, por isso sdo conhecidas como abelhas sem ferrao
ou "stingless bees" (PRONI e MACIEIRA, 2004).

Dentre as abelhas sem ferrdo existentes no Brasil, destacam-se aquelas
pertencentes a familia Apidae e subfamilia Meliponinae. Estas abelhas misturam o
material resinoso que coletam das plantas, com cera e terra, formando a geoprépolis
(CASTALDO e CAPASSO, 2002; ARAUJO et al., 2010).

Amostras da geoproépolis, produzida pela abelha da espécie Melipona
fasciculata Smith, conhecida pela populacdo como tiuba, originada da regido do

cerrado maranhense, tem cheiro, odor e sabor caracteristico, e sdo ricas em
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substancias quimicas das classes dos compostos fendlicos e dos triterpenos
(NOGUEIRA et al, 2004). Gomes et al. (2003) mostraram as atividades
antiinflamatéria e analgésica do extrato hidroalcodlico de geoprépolis da tiuba.
Duailibe (2004) observou em seu estudo que o0 uso de bochecho da solugédo do
extrato alcodlico da geopropolis da tilba diminuiu o numero de colénias de
Streptococcus mutans na saliva dos pacientes. Dutra et al. (2008) identificaram altas
concentracbes de flavonoides na geoprépolis de Melipona fasciculata Smith,
podendo, estes componentes apresentarem estreita relacdo com as atividades

biologicas ja relatadas.

Em relacdo a atividade da geoproépolis no trato digestivo, apenas o trabalho
de Ribeiro-Junior et al. (2015), relata que a geoprdpolis produzida pela abelha da
espécie Melipona scuterallis, originada da Bahia, apresenta efeito gastroprotetor. Os
autores propuseram que esta atividade envolve a produgcdo de éxido nitrico e

prostaglandinas, que sao fatores protetores da mucosa gastrica.

Portanto, considerando que no estado do Maranh&o os produtos obtidos de
Melipona fasciculata Smith, conhecida como tiuba, sdo utilizados tradicionalmente
no tratamento de doencas do trato gastrintestinal, e que a literatura nao refere
estudos que comprovem a atividade da geopropolis desta abelha nestas patologias,
o presente trabalho propbe avaliar o efeito gastroprotetor do extrato hidroalcodlico
da geoprépolis da tilba, a fim de contribuir para a validacao de suas propriedades

medicinais.
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2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 Fisiologia Gastrica: Motilidade e secrecao gastricas

A motilidade gastrica é complexa e sujeita a diversos impulsos reguladores.
As quatro etapas da motilidade géastrica sdao: enchimento, armazenamento, mistura e
esvaziamento (SCHUBERT, 2005).

O estdbmago vazio pode acomodar uma mudanc¢a de 20 vezes no volume sem
alteracdo significativa em suas paredes, pois em seu interior existem dobras
profundas. Tais dobras adaptam-se a medida que o estébmago é preenchido. Este
relaxamento reflexo presente no estdémago quando o mesmo recebe alimento é
denominado relaxamento receptivo. Tal fenbmeno tem como finalidade aumentar a
capacidade estomacal de acomodar o alimento, com pouco aumento da presséo. O
relaxamento receptivo € ativado pelo ato de comer e mediado pelo nervo vago
(SOYBEL, 2005).

Um grupo de células marca-passo (células intersticiais de Cajal) localizado na
regiao superior do fundo do estdbmago gera potenciais de onda lenta que percorrem
o estbmago em direcdo ao esfincter pilérico. Este padrdo sucessivo de
despolarizagbées espontaneas — ou ritmo elétrico basico do estobmago (REB) ocorre
continuadamente e pode ou ndo ser acompanhada pela camada muscular lisa do
estbmago. A onda peristaltica se propaga pelo fundo e pelo corpo até o antro e o
esfincter pilérico. Em fungdo da variagdo de camadas musculares nas diferentes
regides do estbmago, no fundo e no corpo as contragdes peristélticas sao fracas,
enquanto no antro as contracbes sao mais fortes e vigorosas (SOYBEL, 2005;
ZHANG et al, 2016).

As fortes contracdes peristalticas do antro misturam o alimento com a
secrecao gastrica para produzir o quimo, e o direciona ao esfincter pilérico.
(SOYBEL, 2005; GRONEBERG et al., 2015).
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Além de misturar o conteudo gastrico, as contragbes peristalticas do antro
também sdo as forcas de impulsdo para o esvaziamento gastrico. A intensidade do
peristaltismo no antro pode variar notavelmente sobre a influéncia de diferentes
sinais do estdbmago e do duodeno (Quadro 1). Esses fatores influenciam a
excitabilidade do estémago, que, por sua vez, € um determinante da atividade
peristaltica do antro. Quanto maior a atividade peristaltica no antro, mais rapida a
taxa de esvaziamento gastrico (LAMMERS, 2015; GYAWALI e PATEL, 2014;
BESANKO et al, 2014).



Quadro 1: Fatores que regulam a motilidade e o esvaziamento gastrico

Fatores

Dentro do estdmago
Volume de Quimo

Grau de Fluidez

Dentro do duodeno
Presenca de gordura,
acido, hipertonicidade

ou distensao

Emocéao

Dor intensa

Modo de Regulacao

A distensao tem um efeito

direto sobre a excitabilidade
do mausculo liso gastrico, além
de atuar por meio dos plexos
intrinsecos, do nervo vago e

da gastrina.

Efeito direto; o conteddo deve
estar em forma fluida para ser

evacuado.

Inicia o reflexo enterogdstrico
ou ativa a liberagdo de
enterogastronas (secretina,

colecistoquinina).

Fora do sistema digestorio

Altera o equilibrio autonémo

Aumenta a atividade simpatica

Efeitos sobre a
mobilidade e o
esvaziamento gastrico

O maior volume estimula
a mobilidade e 0]

esvaziamento.

Maior fluidez permite o
esvaziamento mais

rapido.

Esses fatores no duodeno
inibem maior motilidade
gastrica e esvaziamento

até que o duodeno tenha

lidado com fatores ja
presentes.

Estimula ou inibe a
mobilidade e 0

esvaziamento.

Inibe a motilidade e o

esvaziamento.

Adaptado: SHERWOOD, 2011.
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A superficie da mucosa géstrica é recoberta pelas células epiteliais colunares

que secretam muco que protege o epitélio da lesdo mecéanica e do acido gastrico

(SILVA, 2010).
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Funcionalmente, a mucosa gastrica possui a area glandular, constituida de
varios tipos celulares (Quadro 2). A por¢ao glandular oxintica compreende as células
parietais secretoras de acido cloridrico, localizadas no fundo e corpo, células
principais (produtoras de pepsinogénio), células produtoras de somatostatina
(células D), células do tipo enterocromafins (ECL) que liberam histamina e células
produtoras de muco. A porcdo glandular pilérica apresenta os mesmos tipos
celulares que as glandulas oxinticas, excetuando as células principais e incluem as

células G, produtoras de gastrina (JAIN et al., 2007).

Quadro 2: Caracteristicas da Mucosa estomacal e glandulas gastricas

Tipo de célula Produto Estimulos para Func¢oes do produto
secretoria secretado secrecao secretado
Células exocrinas
Células mucosas Muco alcalino Estimulacéo Protege a mucosa
mecéanica pelo contra ferimentos, da

conteudo pepsina e do acido

Células principais Pepsinogénio Acetilcolina Quando ativado, inicia
(ACh), gastrina  a digestao de proteinas

Células parietais Acido cloridrico ACh, gastrina, Ativao pepsinogénio,
histamina decompde tecido
conjuntivo, desnatura

proteinas, mata micro-

organismos.
Fator intrinseco Facilita a absorgcéo de

vitamina B12

Células endécrinas/paracrinas

Células do tipo Histamina ACh, gastrina Estimula células

eletrocromafins parietais

(ECL)

Células G Gastrina Produtos Estimula células

protéicos, ACh  parietais e ECL
Células D Somatostatina  Acido Inibe células parietais,

G e ECL

Adaptado: SHERWOOD, 2011
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O suco gastrico € uma mistura das secregbes das células epiteliais
superficiais gastricas e das glandulas gastricas e compreende: acido cloridrico (HCI),
pepsinas, fator intrinseco, muco, bicarbonato, agua e sais (STANTON e KOEPPEN,
2009). A regulacdo da secrecdo acida gastrica € um processo complexo, o qual
envolve mecanismos neurais, hormonais, paracrinos e autécrinos em niveis central e
periférico os quais convergem para a etapa final da secrecao de HCI (SCHUBERT,
2005; SCHUBERT, 2014).

Os principais estimulantes paracrinos, hormonais e neuronais da secrecao
acida sao, respectivamente: histamina, liberada das células ECL; gastrina, liberada
das células G e acetilcolina (ACh), liberada dos neurbnios poés-glanglionares
entéricos. A principal substancia inibidora da secrecdo de HCI € a somatostatina,
liberada das células D oxinticas e piléricas (mecanismo paracrino) (YAO; FORTE
2003).

2.1.1 Mecanismos Estimulantes e inibitérios da Secrecado Gastrica

A taxa de secrecao gastrica pode ser influenciada por fatores que surgem
antes que o alimento chegue ao estdmago, fatores resultantes da presenca de
alimento no estbmago e fatores no duodeno depois que o alimento saiu do

estbmago, denominadas fases cefalica, gastrica e intestinal, respectivamente.

A fase cefalica da secrecao gastrica corresponde a fase em que ocorre a
maior secrecao de HCI e pepsinogénio ativada em resposta a estimulos cerebrais. A
estimulacado vagal dos plexos intrinsecos promove maior secre¢cdao de ACh, o que
leva a maior secrecdo de HCI pelas células secretérias. A estimulagcdo vagal das
células G causa liberacdo de gastrina, aumentando a secrecdo de HCI e
promovendo a liberacdo de histamina (KERMANI & ELIASSI, 2012).

A fase gastrica da secrecao gastrica é estimulada principalmente por
proteinas, aumentando tal secre¢do ao sobreporem vias eferentes. A atividade vagal
aumenta ainda mais a estimulagao nervosa intrinseca das células secretérias e ativa
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a liberacao de gastrina. Esta, por sua vez, € um estimulo para maior secrecao de
HCI, pepsinogénio e histamina, o que aumenta ainda mais a secrecao de HCI. Além
das proteinas, a cafeina e o alcool estimulam a secre¢cdo de um suco gastrico
altamente acido (KONG et al., 2016).

A fase intestinal da secregao gastrica abrange os fatores que se originam no
intestino delgado que influenciam a secrecao gastrica. Enquanto as outras fases séao
excitatérias, esta fase é inibitéria (HOLTMANN E TALLEY, 2014). A seguir serdo
detalhados os principais fatores estimulantes e inibitorios da secregéo gastrica:

A gastrina, principalmente presentes nas células G do antro gastrico e
também no duodeno, é sintetizada como um precursor de aminodcido, preé-
progastrina que, através de peptidases e convertases, é processada para produzir
gastrina. A gastrina € metabolizada principalmente pelo rim, no intestino e no figado.
Gastrina e Colecistoquinina (CCK) exercem as suas acbes através de dois
receptores acoplados a proteina G denominado CCK1 (termo antigo, CCKA) e CCK2
(termo antigo, CCKB) (KOVAC et al.,, 2010; WAKIN et al., 2013; DUPRE e
TOSTIVINT,2014; SCHUBERT, 2014).

A gastrina estimula a secrecdo de Aacido, principalmente pela ligacdo a
receptores CCK2 nas células ECL, levando a secrecdo de histamina. Netazepida,
um antagonista do receptor de gastrina (CCK2R), inibe a secrecdo de acido em
seres humanos, mas ndo ao nivel da bomba de prétons (IBP) (HELGADOTTIR et al.,
2014). A gastrina é ndo s6 um secretagogo, mas também um hormdnio de apoptose
pois interfere na divisdo celular e inibicdo da promocédo do crescimento. No
estbmago, a hipergastrinemia produzida por gastrinoma, ou gastrite atréfica induz
hipertrofia e hiperplasia (MORTON et al., 2011; BOYCE & WARRINGTON, 2013).

Na regido do corpo e fundo do estdbmago, a acetilcolina liberada dos
neurdnios colinérgicos estimula a secrecao acida por acao direta na célula parietal,
através de receptores muscarinicos do tipo Ms, bem como indiretamente, pela
eliminagao do efeito inibitdério que a somatostatina exerce tanto nas células parietais
como nas células ECL (MOSSNER e CACA, 2005). Os receptores M3 sdo acoplados
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a proteina G e induzem a ativacao de fosfolipase C, com geracao de inositol
trifosfato (IP3) e liberacao de calcio intracelular (YAMAZAKI et al., 2009).

A histamina é liberada pelas células ECL, estrutura endécrina importante na
mucosa oxintica, representando cerca de 30-50% das células do sistema enddcrino
em humanos. A histamina estimula a célula parietal diretamente através de
receptores histaminérgicos do tipo Ho (SCHUBERT, 2014). Além da histamina, as
células ECL podem expressar cromogranina A, pancreastatina, grelina,
adrenomedulina e somatostatina (LI et al., 2014).

No sistema nervoso central (SNC) o complexo dorsal vagal (DVC, incluindo o
nucleo motor dorsal vago (DMN), nucleo do trato solitario (NTS) e o hipotalamo, tem
proeminente papel na regulagéo das fungdes gastrointestinais e interligagbes entre o
hipotalamo neuroendécrino e o Sistema Nervoso Autdnomo (SNA) (TACHE, 2012;
GYIRES e ZADORI, 2014).

A maioria das evidéncias sobre o envolvimento do SNC na regulacdo da
integridade da mucosa gastrica veio de intervengdes farmacolégicas. Foram
utilizados modelos de ulcera principalmente acido-dependentes, como lesdo da
mucosa induzida pelo estresse, que foi inibida pela bombesina, neurotensina, (-
endorfina, substdncia P ou somatostatina injetado na cisterna magna (via
intracisternal, i.c.), ou de fator de liberacao de corticotropina (CRF) na amigdala ou
no ventriculo cerebral lateral. Outros peptideos, tais como amilina, bombesina ou
diferentes opidides (injetados via intracisternal) tém demonstrado ser eficazes no
modelo de Ulcera induzido por indometacina (TACHE, 2012; GYIRES e ZADORI,
2014).

A grelina, um peptideo orexigeno que tem sido relatado como um estimulante
da secrecao acida, por induzir a liberacado de histamina a partir de células ECL, é
expresso em células localizadas na porcao basal das glandulas oxinticas. As
concentracdes de grelina sdo elevadas no estado de jejum e suprimida em resposta
a ingestao de alimentos, obesidade, e a infec¢éo por Helicobacter pylori (SZLACHIC
et al.,, 2010; STEVANOVIC et al.,, 2014). Como a grelina possui propriedades
gastroprotetoras e imunorreguladoras, a diminuicdo da sintese da grelina ou pela
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infeccdo por H. pylori pode desempenhar um papel na manutengdo da resposta
inflamatoria (GAHETE et al., 2014; RAU et al., 2014).

As orexinas sao horménios neuropeptidicos que sao liberados a partir de uma
pequena populacdo de neurbnios com projegcdes para varias outras areas do
cérebro. (BACCARI, 2010; SAKURAI et al., 2010; SAKURAI E MIEDA, 2011).
Orexina e neuropeptideo Y (NPY) sdo importantes candidatos como mediadores da
resposta secretora da fase cefélica, para a alimentacdo. Alguns estudos descrevem
que a administracdo central da orexina do tipo A estimula a secregdo de &cido
(ELIASSI et al., 2009, CHALEEK et al., 2012, KERMANI & ELIASSI, 2012).

2.2 Fatores de protecao e agressao da mucosa gastrica

A mucosa gastrica esta constantemente exposta a numerosos fatores
agressivos exégenos e enddgenos. Porém, sob circunstancias normais a mucosa
gastroduodenal esta protegida por seus préprios mecanismos de defesa (HUANG et
al., 2016).

Como porta de entrada de diversos agentes no organismo, o estdmago
desenvolveu diversos mecanismos de protecdo. Entre os principais estao os fatores
secretados no lumen, incluindo acido, muco, bicarbonato e agentes antibacterianos,
como as imunoglobulinas. Ainda que o &cido cloridrico tenha o potencial de causar
injuria a mucosa gastrica, € importante lembrar que sua principal fungdo € a
protecdo contra microorganismos ingeridos. Estes mecanismos, denominados
citoprotetores, aumentam a resisténcia das células e limitam o acesso dos agentes
agressores a elas. A defesa ou protecdo da camada mucosa do estdmago é
constituida de muco e bicarbonato, cuja fungéo principal é evitar o contato do acido
cloridrico com as células do epitélio (BIGHETTI et al., 2002).

O bicarbonato é secretado pelas células superficiais do estémago e pelo
duodeno, em resposta a varios estimulos, como as prostaglandinas, peptideos
gastrointestinais e contato com o acido gastrico, permanecendo principalmente
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abaixo ou na camada mucosa. Deste modo, a superficie mucosa esta em contato
com um liquido com pH mais elevado do que o observado na luz do estbmago. Em
condigbes normais, o bicarbonato neutraliza os ions H*, enquanto se difunde através
da camada de muco, estabelecendo um gradiente de pH entre a luz e as células
epiteliais superficiais. A secrecdo de bicarbonato € inibida por antagonistas
muscarinicos, agonistas a-adrenérgicos, antiinflamatérios, acidos biliares, fumaca de
cigarro e provavelmente pelo processo infeccioso desencadeado pela bactéria

Helicobacter pylori (SZABO, 2014).

A camada de muco aderida a mucosa gastrica protege o epitélio contra o
acido, a pepsina e outros agentes necrotizantes, como o alcool e antiinflamatérios
ndo esteroidais, sendo importante também na recuperacdo da mucosa gastrica.
Esse muco, constituido por uma camada de glicoproteinas em forma de gel (mucina)
insoluvel em agua forma um fino revestimento sobre as células superficiais da
mucosa protegendo-as das forcas mecanicas da digestao, fornecendo lubrificacao,
retendo agua e impedindo, mas nao bloqueando, a difusdo dos ions H+ da luz para
a membrana apical das células epiteliais (SZABO, 2014; IGE et al., 2016).

As prostaglandinas sao sintetizadas pela acao da ciclooxigenase sob o acido
araquiddnico, liberado dos fosfolipidios de membrana. O mecanismo pelo qual as
prostaglandinas exercem sua acao citoprotetora ndo estd bem esclarecido porém,
sabe-se que as prostaglandinas das séries E, F e | sdo sintetizadas em quantidades
substanciais por todo o trato gastrointestinal. Quando administradas exogenamente,
estimulam a secrecdo de muco e bicarbonato e aumentam o fluxo sangliineo da
mucosa gastrica (PAWLIK et al., 2016).

O éxido nitrico é sintetizado por uma reacdo enzimatica entre o oxigénio
molecular e a L-arginina. O 6xido nitrico desempenha um papel fundamental de
sinalizagdo nos sistemas cardiovascular e nervoso e atua também no sistema de
defesa do organismo. No trato digestivo o 6xido nitrico tem influéncia sobre a
secrecao de muco, fluxo sangilineo, bem como sobre a resisténcia da mucosa a
elementos agressores. Seu efeito citoprotetor se da por promover vasodilatacao e

consequentemente um aumento do fluxo sangliineo da mucosa gastrica, acelerando
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a retirada dos ions H* nocivos a esta e ainda aumentando o aporte de nutrientes
para a mesma (NUR AZLINA et al., 2015).

A presenca de um importante agente antioxidante na mucosa gastrica tem
sido freqlientemente relatada. A presenca de grandes concentragbes de substancias
sulfidrilicas ndo protéicas na mucosa estomacal, representadas principalmente pela
glutationa reduzida, esta intimamente relacionada com a citoprotecao gastrica, por
impedir a acdo nociva de radicais livres toxicos para as células desta mucosa
(BIGHETTI et al., 2002; TARNAWSK] et al., 2013).

A infeccdo aguda pelo Helicobacter pylori (H. pylori) esta associada com
variagcdo na secrecado de acido cloridrico (WANG, et al., 2008). Os mecanismos
pelos quais a bactéria inibe a secrecéo acida sdo multifatoriais e incluem a producéo
da citocina pré-inflamatéria, interleucina-1B3, repressdo da atividade promotora da
subunidade a da H*K+-ATPase e vacuolizagdo da citotoxina A (VacA) induzida por
protedlise da Ezrin, proteina de ligagcdo a actina que desempenha um papel no
transporte do conteudo tubulo vesicular de H*K*-ATPase, para a membrana apical
da célula parietal (SAHA et al., 2008).

A Infeccdo crénica pelo H. pylori resulta em hipocloridria ou hipercloridria,
dependendo da severidade e da distribuicdo da gastrite. A maioria dos pacientes
cronicamente infectados manifesta pangastrite, inflamacao de ambos, antro e corpo,
e produzem menos do que a quantidade normal de acido. Em contrapartida, uma
minoria de pacientes cronicamente infectados manifesta uma gastrite antral
predominante e estdo predispostos as Ulceras duodenais. Esses pacientes
apresentam uma reducdo de somatostatina e reciproco aumento da gastrina e da
secrecao acida (KATO et al., 2008).

H. pylori também ativa neurbnios sensoriais na mucosa oxintica, que séo
acoplados a estimulagcdo da somatostatina e, assim, a inibicdo da histamina e
secrecdo acida. A ativacdo de vias neurais pode explicar como um numero
relativamente pequeno de organismos na superficie pode inibir a secre¢ao de acido
profundamente (ZHANG et al., 2014; ZAKI et al., 2014).
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A erradicacdo da bactéria normaliza a secregcédo acida, nao sé no estdmago
intacto, mas também na porcdo remanescente do estbmago apds antrectomia
(SCHUBERT, 2009). A erradicacao também esta associada a um aumento de cerca
de 250 vezes na expressdao do RNAm da H+K+-ATPase (OSAWA et al., 2006; HOU;
SCHUBERT, 2006).

2.3 Ulcera péptica

Mesmo com a marcada reducdo em sua incidéncia verificada nas ultimas
décadas, a doenca ulcerosa péptica ainda permanece como uma das doengcas com
maior prevaléncia em todo mundo, sendo que algumas de suas complica¢cdes, como
sangramento e perfuracdo, ainda sdo causa importante de morbimortalidade
(TONETO et al., 2011).

Para o aparecimento da Ulcera € necessaria a coexisténcia de multiplos
fatores, alguns dependentes do préprio individuo e outros de agentes externos ou
ambientais, conforme resumido no quadro 3. Ela é ocasionada pelo desequilibrio
entre os fatores defensivos da mucosa do estdmago e duodeno e os fatores
agressivos, desenvolvendo-se apenas nas regides do tubo digestério banhadas por
acido e pepsina (TALLEY, 2016).

Quadro 3: Causas de Ulcera péptica

Causas Comuns Causas Raras
o Infeccdo por Helicobacter pylori e Sindrome de Zollinger-Ellison
e Uso de antiinflamatérios néao e Hiperpatireoidismo
esteroidais (AINES) e Doencas granulomatosas

(doenga de Crohn, sarcoidose)

e Neoplasias (carcinoma, linfoma,
leiomioma, leiomiosarcoma)

e Infecgbes (tuberculose, sifilis,
herpes simples, citomegalovirus)

e Tecido pancreatico ectdpico
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Um dos fatores associados ao desenvolvimento de Ulceras pépticas é a
presenca do microorganismo Helicobacter pylori. Provavelmente € adquirida na
infancia, e apenas uma parte dos portadores da bactéria apresentardo Uulcera,
decorrente de sua presenca e agcao no estbmago. Assim, acredita-se que a doenga
ocorra em individuos que apresentam fatores adicionais a presenga da bactéria,
como a predisposicao genética, por exemplo (COELHO et al., 2005). Além disto, ha
cepas mais e menos agressivas dentro desta espécie, e o tipo da bactéria infectante
também apresenta relevancia. Helicobater pylori enfraquece a cobertura protetora de
muco do estdbmago e duodeno, permitindo a passagem do acido cloridrico. O acido e
a bactéria agridem a parede e causam uma ferida ou ulcera (Figura 1). H. pylori é
capaz de sobreviver no acido do estbmago porque ela secreta enzimas para
neutraliza-lo. Este mecanismo permite a bactéria migrar para a zona "segura", a
camada protetora de muco (FEDERACAO BRASILEIRA DE
GASTROENTEROLOGIA, 2016).
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Nos pacientes com Ulceras gastricas, a gastrite associada ao H. pylori é do
tipo difusa ou predominante no corpo, e a inflamagdo dessa regido, em que se
concentram as células parietais, leva a uma reducao da secrecao acida (UEMURA
et al., 2001). Alteragdes genéticas do hospedeiro como polimorfismo do gene IL-1b
aumenta a resposta de citocinas a infeccdo, levando a maior risco de atrofia e
ulcera. A colonizagdo € mais evidente na transicdo antro/corpo e é nesta regidao que
predominam as ulceragdes gastricas e 0s pacientes que apresentam este tipo de
alteragbes também sdo os que tém mais risco de desenvolvimento de
adenocarcinoma gastrico, fazendo com que bactéria seja considerada hoje um
importante fator de risco para este tipo de cancer (MONICI et al, 2003). As

alteracdes provocadas pelo Helicobacter pylori estao resumidas na Figura 2.

Infecgdo pelo Helicobacter pylori

Fatores do Hospedeiro

Aumento da colonizagdo em corpo |——| Predominio da colonizagdo em antro

Gastrite difusa —

Gastrite predominante em antro

Reducdo da secrecdo de acido |——| Aumento da secrecdo de 4cido

Ulcera géstrica, atrofia e cdncer |4 Metaplasia géstrica no duodeno

— Colonizagdo bacteriana duodenal

—I Duodenite e Ulcera duodenal

Figura 2: Interagbes propostas entre hospedeiro e Helicobacter pylori no

desenvolvimento de lesdes gastroduodenais. Fonte: MOCINI et al (2003)
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Os antiinflamatorios nao esteroidais (AINEs) podem induzir a lesGes do trato
gastrointestinal (TGl), principalmente no estdmago, através de varios mecanismos
(LU et al.,, 2015). A agédo tépica dos AINES, na qual formas ionizadas do
medicamento podem se acumular no interior de células epiteliais provocando leséo,
e a eficiéncia da camada de gel mucoso como protecdo, também parece estar
diminuida pela perda da hidrofobicidade induzida pelos AINEs (CARLI et al., 2015).
Bem descrito com a aspirina, este efeito topico parece deixar de existir nos usuarios
crbnicos em decorréncia de uma adaptagdo da mucosa a esta acgao, ou citoprotecao
adaptativa (THOMSEN et al., 2006; SZABO, 2014).

O mecanismo de acdo dos AINEs é a reducao sistémica da sintese de
prostaglandinas através da inibicdo da ciclooxigenase (COX). As prostaglandinas
enddgenas regulam o fluxo sanglineo da mucosa, a regeneracdao de epitélio e a
secrecao de muco, bicarbonato e HCI. Sua inibicao enfraquece a defesa da mucosa,
predispondo as lesdes (MONICI et al, 2003; KOTANI et al., 2006).

Uma vez que a COX-1 é constitutiva, tem se desenvolvido AINEs cada vez
mais seletivos para a COX-2, como o rofecoxib e o celecoxib, devido existirem
alguns estudos que mostram que estes compostos provoquem menos complicacoes
da doenga ulcerosa em relacdo aos AINEs nao seletivos (TAKEUCHI, 2010;
TAKEUCHI, 2012; AMAGASE et al., 2014).

O gastrinoma ou sindrome de Zollinger-Ellison € uma sindrome caracterizada
por Ulcera péptica, hipersecrecdo acentuada de &cido pelo estbmago e tumor
pancredtico de células ndo pertencentes a linhagem beta das ilhotas pancreéticas
(ALSHIKHO et al., 2016). Sao raros, ocorrendo um para cada mil casos de ulcera
péptica associada ao Helicobacter pylori. A manifestacdo mais freqlente € a Ulcera
péptica duodenal, Unica ou multipla, que ocorre em 90% a 95% dos pacientes
(PHAN et al., 2015; ZHANG et al., 2016).

Alguns sinais indicativos da possibilidade de gastrinoma s&o: presenca de
Ulcera unica ou multipla distal a primeira por¢do do duodeno, ulceras de dificil
controle clinico, Ulceras Helicobacter pylori negativas, Ulceras recorrentes poés-

operatérias, Ulceras associadas a diarréia ou calculo renal, e Ulceras em pacientes
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com historia pessoal ou familiar sugestiva de tumor de hipéfise ou paratiredide.
(FEDERACAO BRASILEIRA DE GASTROENTEROLOGIA, 2003).

2.4 Tratamento Farmacolégico da Ulcera Péptica

As principais condi¢des patolégicas nas quais é util reduzir a secrecao acida
sdo a ulceracao péptica, provavelmente causada por H. pylori e pelo desvio no
equilibrio entre mecanismos protetores e mecanismos agressores da mucosa
gastrica; a esofagite de refluxo, lesdo do eséfago provocada por suco gastrico e, a
Sindrome de Zollinger-Ellison (FOX e MUNIRAJ, 2016). A terapia anti-secretéria da
Ulcera péptica e da esofagite de refluxo envolve a diminuicao da secrecao de acido
com antagonistas dos receptores da histamina, do tipo H2 ou inibidores da bomba de
protons e/ou a neutralizagdo do acido secretado com antiacidos (CABRAL, 2016).

2.4.1 Farmacos antagonistas dos receptores histaminérgicos Hz

Os antagonistas dos receptores da histamina, do tipo Hz tem como
representantes cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina (MACLAREN et al.,
2015). Este grupo tem como mecanismo inibir competitivamente as ac¢bes da
histamina em todos os receptores Hz e, sua principal aplicacédo clinica consiste na
sua atuagdo como inibidores da secrecao de acido gastrico. Esses agentes reduzem
a secrecao acida basal e estimulada por alimentos, histamina, insulina, aminoacidos
e gastrina, além de promoverem a cicatrizagdo das ulceras duodenais (GARG et al,
2014).

2.4.2 Farmacos inibidores da bomba de prétons

Os principais representantes desta classe sdo omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol, rabeprazol, esomeprazol e dexlansoprazol (BRAGA et al., 2011). Estes
farmacos inibem de forma irreversivel a H*/K*-ATPase ou bomba de prétons,
responsavel pela troca do K+ por H* no processo de formacao de HCI, que constitui
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a etapa final na via da secrecdo acida (CALVET, 2010). Apesar de ter meia-vida de
cerca de uma hora, a administracao didria de uma dose Unica afeta a secrecao acida
durante 2-3 dias, e com uma posologia diaria, verifica-se um efeito antissecretério
crescente por um periodo de até cinco dias, quando atinge um platdé (YANG et al.,
2016). Os efeitos indesejaveis ndo sdo comuns, mas pode ocorrer cefaléia, diarréia
e erupcgdes cutaneas (SAVARINO et al., 2016).

2.4.3 Farmacos Antiacidos

Os antiacidos atuam ao neutralizar o &acido gastrico, elevando, assim o pH
gastrico, e consistem em sais de magnésio e de aluminio, que formam cloretos de
magnésio e de aluminio (DE FREITAS et al., 2006). Os sais de magnésio causam
diarréia, enquanto os sais de aluminio provocam constipag¢do, razdo pela qual
podem ser utilizadas misturas desses dois sais para preservagdao da funcéo
intestinal normal (BALEIRAS, 2000).

Apesar do bicarbonato de sédio elevar rapidamente o pH para 7, ocorre
liberacao de diéxido de carbono, que estimula a secrecao de gastrina e pode resultar
em elevacao secundaria da secreg¢ao acida. Como ocorre absor¢cao de bicarbonato
de sbdio no intestino, 0 uso de grandes doses ou administracdo frequente pode
causar alcalose (CABRAL, 2016).

2.4.4 Farmacos que protegem a mucosa

Alguns representantes deste grupo sdo quelato de bismuto e misoprostol. O
quelato de bismuto é usado em esquema de combinagao no tratamento da infeccéao
por Helicobacter pylori na ulcera péptica (COELHO et al., 2013). O farmaco possui
efeito téxico contra o bacilo, impede sua aderéncia a mucosa, inibe as enzimas
proteoliticas da bactéria, reveste a base da Ulcera, adsorve a pepsina, potencializa a
sintese local de prostaglandinas e estimula a solugdo de bicarbonato (BEER NIETO,
2012).
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O misoprostol € um analogo estavel da prostaglandina E1, e seu mecanismo
consiste em inibir a secrecao acida gastrica, tanto basal quanto a que ocorre em
resposta a alimentos, histamina e cafeina através de uma acéao direta sobre a célula
parietal, bem como mantém o aumento do fluxo sanguineo da mucosa e também a
secrecdo de muco e de bicarbonato (LEE et al., 2014). E utilizado na prevencéo da
lesdo gastrica que pode ocorrer com o0 uso crénico de AINES. Podem ocorrer
diarréia, célicas abdominais e contragdo uterina (CAVIERES, 2011).

2.4.5 Farmacos que atuam no controle de Helicobacter pylori

Hoje esta bem estabelecido que a erradicacao do H. pylori promove remissao
da gastrite ativa e reduz, dramaticamente, a incidéncia e/ou recorréncia da doenca
ulcerosa (BEER NIETO, 2012). Eficazes em aliviar a dor e cicatrizar a lesao
ulcerosa, nos pacientes portadores de Ulcera péptica e infeccao por H. pylori, 0s
farmacos disponiveis (antiacidos, antagonistas dos receptores Hp, sucralfato e
inibidores da bomba de prétons) sdo incapazes de manter a Ulcera cicatrizada,
mesmo com os pacientes utilizando-os de forma cronica (YOON et al, 2015).
Somente apos o tratamento visando erradicar o H. pylori, tem-se conseguido reduzir

drasticamente ou mesmo abolir a recidiva da ulcera (SATOH et al, 2016).

O quadro 4 apresenta os esquemas terapéuticos recomendados pelo
Consenso Brasileiro sobre Helicobacter pylori (COELHO et al., 2013).

Além do regime mundialmente recomendado, que indica o uso de um inibidor
de bomba protdnica associado a farmacos antimicrobianos, tais como amoxicilina e
claritromicina, que apresenta indices de erradicacao entre 80% e 90%, o Consenso
Brasileiro optou também por sugerir dois outros regimes contendo furazolidona
(COELHO et al.,, 2013). A associagdo de furazolidona, claritromicina e IBP é
particularmente Util para pacientes com impedimento para o uso de amoxicilina. A
associagao de tetraciclina, furazolidona e IBP foi incluida como forma de oferecer
opcéo terapéutica envolvendo antimicrobianos que, hoje, acham-se disponiveis para
a populacéo na rede do Sistema Unico de Satde (COELHO e COELHO, 20186).
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A estratégia hoje utilizada consiste na associacdo de farmacos
antissecretérios associado a dois antibacterianos por um periodo de sete dias
(GARGALLO et al., 2012).

Estudos tém comprovado que, habitualmente, ndo ¢é necessario o
prolongamento do uso de antissecretores apés o final do tratamento para
erradicacdo. Constitui excecdo a esta recomendacédo o tratamento antibacteriano
logo apds episédio de hemorragia digestiva ou cirurgia para ulcera perfurada,
condi¢cOes de potencial gravidade, em que se recomenda o uso de anti-secretores
por quatro a oito semanas depois do tratamento de erradica¢do, visando a obtencao
de cicatrizacdo mesmo em situagbes onde o microorganismo possa nao ter sido
erradicado (SILVA et al., 2015).

Quadro 4: Esquemas de tratamento para erradicacao de Helicobacter pylori na Ulcera
péptica

1- INIBIDOR DE BOMBA PROTONICA (IBP) EM DOSE PADRAO
(Omeprazol 20 mg, lansoprazol 30 mg, pantoprazol 40 mg) +
AMOXICILINA 1,0 g + CLARITROMICINA 500 mg, duas vezes
ao dia, durante sete dias.

2- IBP EM DOSE PADRAO, uma vez ao dia + CLARITROMICINA
500 mg, duas vezes ao dia + FURAZOLIDIONA 200 mg, duas
vezes ao dia, durante sete dias.

3- IBP EM DOSE PADRAO, uma vez ao dia + FURAZOLIDIONA
200 mg, trés vezes ao dia + CLORIDRATO DE TETRACICLINA
500 mg, quatro vezes ao dia, durante sete dias.

Fonte: COELHO et al., 2013.

Um aumento da resisténcia aos antibiéticos, usados na terapia tripla, deve ser
considerado na selecao do tratamento mais apropriado. O tratamento deve alcancar
taxas de erradicacado superiores a 80%. Uma terapia quadrupla contendo bismuto,
durante dez a quatorze dias, € uma opc¢ao viavel como tratamento de primeira linha.
Este tipo de tratamento tem levado a resultados satisfatérios em termos de taxas de
erradicacao da bactéria, apesar do aumento da resisténcia por parte desta a
claritromicina e ao metronidazol (MALFERTHEINER et al., 2007).
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2.5 Propolis e Geopropolis

As abelhas coletam resinas de diferentes partes das plantas e adicionam suas
secrecdes mandibulares produzindo a prépolis, um material resinoso de estrutura
complexa contendo aproximadamente 50% de resinas e balsamos vegetais, 30% de
cera, 10% de 6leos, 5% de pdlen e 5% de outras substancias, podendo variar de
acordo com a flora da regiao e a espécie de abelha (BURDOCK, 1998).

As abelhas sem ferrdo, ou meliponineos, sdo insetos sociais de grande
diversidade e ampla distribuicdo geografica, com ocorréncia em grande parte das
regides tropicais da Terra, ocupando praticamente toda a América Latina e Africa,
além do sudeste asiatico e norte da Australia (VILLAS—BOAS, 2012; DA SILVA et al.,
2014). Entretanto, € nas Américas que grande parte da diversidade de espécies
ocorre — sao aproximadamente 400 tipos descritos, conforme catalogacéo recente —

e que a cultura de criacao destes insetos se manifesta de forma mais intensa.

Antes da chegada da abelha Apis mellifera no continente americano, o mel
das abelhas nativas caracterizava-se como principal fonte de energia, e o
conhecimento tradicional tornou a domesticacdo das abelhas sem ferrdo uma
tradicdo popular que se difundiu principalmente nas regides norte e nordeste do
Brasil. A heranga indigena € evidenciada pelos nomes populares de muitas
espécies, como Jatai, Urucu, Tiuba, Mombuca, Irapud, Tataira, Jandaira, Guarupu,
Manduri entre outras (VILLAS-BOAS, 2012). A seguir o quadro 5 mostra as
principais espécies de meliponineos presentes no nordeste brasileiro.
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Quadro 5: Principais espécies de abelhas produtoras criadas na regido nordeste do

Brasil

Nome Cientifico
das espécies de abelha

Nome(s) Popular(es)

Estados do Nordeste do
Brasil

Melipona asilvai

Monduri, Rajada

AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN,

SE
Melipona mandacaia Mandacaia AL, BA, CE, PB, PE, PI, RN,
SE
Melipona quadrifasciata Mandacaia AL, BA, PB, PE, SE

Melipona scutellaris

Urugu, Urugu-Nordestina,
Urucu-Verdadeira

AL, BA, CE, PB, PE, RN, SE

Melipona subnitida

Jandaira, Urucgu

AL, BA, CE, MA, PB, PE, PI,
RN, SE

Melipona fasciculata

Titba

MA, PI

FONTE: VILLAS-BOAS, 2012 — Adaptado

No estado do Maranhdo, Melipona fasciculata Smith, também conhecida

como “tiuba” é cultivada ha séculos pela populacédo indigena para a producédo de

mel. Atualmente sdo criadas comercialmente em agrupamentos de coldnias,

denominados meliponarios, constituindo a meliponicultura (KERR, 1987; DUTRA et

al., 2008). A classificacao taxonémica de Melipona fasciculata Smith esté indicada a

sequir:

Classe: Insecta

Ordem: Hymenoptera
Superfamilia: Apoidea

Familia: Apidae

Subfamilia: Apinae

Tribo: Meliponini
Género: Melipona

Espécie: Melipona fasciculata Smith
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Os meliponineos produzem prépolis ou geopropolis, e a quantidade destes
produtos na colmeia varia de acordo com a espécie de abelha (KERR, 1987).

Diferente da prépolis, para elaboracdo da geoprépolis, além do material
vegetal, algumas espécies de abelhas indigenas sem ferrdo adicionam terra ou
barro a sua composicao (FREITAS et al., 2008). As resinas vegetais compreendem a
principal matéria-prima da geoprépolis, mas a presenca de terra é a caracteristica
marcante deste produto (NOGUEIRA-NETO, 1997).

Em colbnias de abelhas sem ferrdo, a aplicacao da prépolis e seus derivados
€ mais ampla, servindo também para a constru¢ao de estruturas externas (tubos de
entrada) e internas (favos de cria, lamelas de invélucro e potes de alimento) das
colénias (VENTURIERI et al., 2003; SANTOS et al., 2009).

Diversas atividades biol6gicas ja foram demonstradas em estudos com
propolis e geopropolis, de diferentes origens, com destaque para as atividades
antineoplasica, antioxidante e antimicrobiana. Estas e outras atividades biolégicas

estdo sumarizadas no quadro 6.



Quadro 6: Atividades bioldgicas da prépolis e geoprépolis, em estudos publicados de 2006 a

2016
Espécie Material | Localizacao Atividade Autores
Bioldgica
Prépolis China Antineopléasica | XUAN et al (2014)
Populus sp. Propolis Vietna Antioxidante GREGORIS &
STEVANATO (2010)
Prépolis Taiandia Antineoplésica | CHANCHAO et al
Trigona (2011); UMTHONG et
laeviceps al (2011);
TEERASRIPREECHA
et al (2010)
Dalbergia Prépolis Brasil Antineoplasica | DE MENDONCGCA et al
ecastophyllum e Antioxidante (2015).
Propolis Tunisia Anticariogénico | KOUIDHI et al (2010)
e
Antineoplasico
Prépolis Portugal Antineoplasico | VALENTE et al
(2011)
Propolis Sérvia Antineoplasico | MILOSEVIC-
DORDEVIC et al
(2015).
Propolis Portugal Antineoplasica | VALENCA et al
Apis mellifera e distarbios do | (2013)
metabolismo
glicolitico
Prépolis Turquia Antineoplasica | BARLAK et al (2011).
Prépolis Brasil Fertilidade CAPUCHO et al
(2012)
Prépolis China Antioxidante GUO et al (2011)
Propolis Portugal Protecao da MOREIRA et al
membrana (2011)
eritrocitaria
Propolis Ird Antioxidante AGHEL et al (2014)
Propolis Brasil Antioxidante e ARAUJO et al (2015)
Antimicrobiana
Propolis Polbénia Antioxidante TYSZKA-CZOCHARA
(-) et al (2014)
Propolis Brasil Antineoplasica | KAMIYA et al (2012)
Propolis Brasil Antioxidante ATTIA et al (2012)
Propolis India Antioxidante LASKAR et al (2010)
Prépolis Polénia Antineoplasico | SZLISZKA et al
(2013)
Prépolis Turquia Antioxidante GULCIN et al (2010)
Prépolis Brasil Gastroprotetora | LEMOS et al (2007);
Baccharis ou BARROS et al
dracunculifolia antiulcerogénica | (2007); NAKAMURA
ou antidiarreica. | et al. (2014).

(-): Espécie néo indicada no estudo




Quadro 6: Atividades bioldgicas de Prépolis e geoprépolis, em estudos publicados de 2006 a

2016 (Continuagao)

Espécie Material | Localizacao Atividade Autores
Bioldgica
Prépolis Uruguai Antioxidante SILVA et al (2011)
Prépolis Brasil Antioxidade e OLDONI et al (2011)
antimicrobiana
Apis mellifera | Propolis Brasil Antioxidante e | ALENCAR et al
antimicrobiana (2007)
Prépolis Croécia Antioxidante e JUG et al (2014)
antimicrobiana
Prépolis Portugal Antioxidante MOREIRA et al
Castanea sativa (2008); MIGUEL et al
(2014)
Propolis Italia Antioxidante e GREGORI et al
fotoprotetora (2011)
(-) Prépolis Brasil Antioxidante SHENG et al (2007)
Prépolis México Antioxidante e Vargas-Sanchez et al
antimicrobiana | (2014)
Geoproépolis | Brasil Antimicrobiano | DA CUNHA et al
e (2013)
antiproliferativo
Melipona Geoproépolis | Brasil Antimicrobiano | DA CUNHA b et al
scutellaris (2013)
Geoproépolis | Brasil Antiinflamatéria | FRANCHIN et al
(2013)
Geoprépolis | Brasil Antiulcerogéncia | RIBEIRO-JUNIOR et
al (2015)
Melipona Geoproépolis | Brasil Antioxidante DE SOUZA et al
subnitida (2013)
Scaptotrigona | Geoprépolis | Brasil Antiviral COELHO et al (2015)
postica
Geoproépolis | Brasil Antiinflamatéria | LIBERIO et al (2011)
Melipona Geopropolis | Brasil Antineoplasica | CINEGAGLIA et al
fasciculata (2013)

(-): Espécie nao indicada no estudo

Estudos sobre as atividades da propolis e da geopropolis no trato
gastrointestinal tem sido relatada nos ultimos dez anos. O extrato hidroalcodlico
bruto de propolis verde do sudeste brasileiro foi avaliado por Barros et al (2007) em
modelos de Ulcera induzidas por etanol, indometacina e stress, e ligadura do piloro,
em ratos. Segundo os autores, o extrato nas doses de 250 e 500 mg/Kg demonstrou
reducao significativa na area ulcerada e percentual de lesdes em relacdo ao grupo
controle, e também foi observada a atividade antissecretéria, com reducdo do

volume gastrico. Estas atividades também foram confirmadas no estudo realizado
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por Lemos et al (2007) com extrato hidroalcodlico de prépolis verde de Baccharis

dracunculifolia, que demonstraram reducao das lesdes e atividade antissecretéria.

A avaliacdo da atividade antiulcerogénica dos acidos fendlicos, caféico,
ferralico, p-cumarico e cinamico, obtidos da propolis verde, mostrou redugao
significativa das lesbes gastricas nas doses de 50 e 250 mg/kg dos acidos, em
modelos de inducdo de Uulcera induzida por antiinflamatérios nao-esteroidais
(AINEs), etanol e stress, além da reducdo da secrecdao gastrica. Também foram
evidenciados reducao significativa em parametros da secregcdo gastrica, como o
volume de suco gastrico e acidez total (BARROS et. al., 2012).

A atividade laxante da prépolis verde foi estudada por Kakino et al (2012), em
extratos aquoso e hidroalcoolico nas doses de 10, 50, 100 e 500 mg/Kg, em
camundongos, nos quais foi investigdo o transito gastrintestinal e a contracdo do
ileo. Foram observados resultados significativos, como o aumento do transito
intestinal para o extrato aquoso, no modelo estimulado por Clonidina, j& o extrato
hidroalcoolico produziu um aumento da contragéo do ileo.

Estudo posterior realizado para investigar o efeito protetor de extrato
hidroalcodlico de propolis verde contra lesbes da mucosa gastrica em ratos Wistar
machos expostos ao stress de imobilizacdo de imersdo em agua (wirs), durante 6 h
foi comparado entre a sua pré-administracéo repetida (50 mg/kg/dia durante 7 dias)
e 0 sua pré-administracao unica (50 mg/kg). Os experimentos demonstraram que as
administragdes repetidas produziram um menor numero de lesGes de Ulcera
induzidas por stress e menor infiltragdo de leucécitos em comparagdo aos animais
que receberam unica administracdo de prépolis, levando possivelmente ao um

envolvimento de a¢des antioxidantes e anti-inflamatérias (NAKAMURA et al., 2014).

O estudo de Ribeiro-Junior et al (2015) que avaliou o efeito gastroprotetor e
mecanismo de acdo do extrato etandlico de geoprépolis de Melipona scutellaris
mostrou que na dose de 300 mg/kg, o extrato produziu um efeito antiulcerogénico no
modelo de Ulceras induzidas por etanol, e o relacionou com a produgdo de O6xido
nitrico e prostaglandinas.
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A composigcao quimica da geopropolis ou propolis depende da especificidade
da flora local de coleta. Muitos constituintes foram identificados a partir
principalmente da prépolis, e compostos fendlicos, tais como os flavonédides, acidos
fendlicos e ésteres de acidos fendlicos, tém sido relatados como principais
constituintes da prépolis de zonas tropicais (DE SOUZA et al.,, 2013). Estudos
quimicos realizados com a geoprépolis produzida pela espécie de abelha Melipona
fasciculata, identificaram varios compostos secundarios, com destaque para os
compostos fendlicos (DUTRA et al., 2008; DA SILVA et al.,, 2013; DUTRA et al.,
2014).

Dutra et al. (2008) visando estabelecer dados para o controle de qualidade e
padronizacao da geopropolis de Melipona fasciculata Smith, originada na baixada
maranhense, realizou a avaliagdo farmacognéstica do extrato hidroalcodlico
realizando analises sensoriais, abordagem quimica, perfis cromatograficos e
determinacdo dos teores de flavondides. No referido estudo foi observado que as
amostras da geoprépolis desta regido apresentaram compostos fendlicos em maior
concentracao, além de substancias da classe dos terpenos e saponinas e auséncia
de alcaléides. Os perfis cromatograficos indicaram que a composicao e
concentragdo das substancias quimicas eram diferentes entre as amostras. Os
teores de flavondides variaram de 0,17 - 2,6%, 0s quais para a maioria das amostras
apresentaram valores acima do minimo exigido pela legislacdo brasileira para

propolis de Apis mellifera.

Em estudo posterior realizado com extratos hidroalcodlicos da geoprépolis de
Melipona fasciculata coletadas nos municipios de Fernando Falcdo, Palmeirandia e
Séo Bento, regides distintas do estado do Maranh&o, também mostraram a presencga
de compostos fendlicos totais (67,4%, 14,6% e 51,2%, respectivamente), flavondides
e ftriterpernos em duas das trés amostras, reforcando as diferencas de
concentragbes de compostos quimicos na geoprépolis de acordo com a regidao em
que a amostra é coletada (LIBERIO et al, 2011).

Dutra et al. (2014) realizaram um estudo com o extrato hidroalcodlico e
diferentes fracbes da geoprépolis de Melipona fasciculata obtida do cerrado
maranhense, no municipio de Fernando Falcao, nos quais caracterizou a presenca
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de acidos fendlicos e taninos hidrolisaveis (elagitaninos e galactotaninos), de forma
a detalhar a composicdo quimica da referida amostra, utilizando cromatogréfia
liquida de alta eficiéncia com detector “Diode Array” e espectrometria de massa
(HPLC — DAD — MS). Diversos compostos fenodlicos foram identificados neste
estudo, tais como &cido elagico, corilagina, HHDP-glicose, &cido elagico, dentre

outros.



Justificativa
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3. JUSTIFICATIVA

Neste trabalho serd foi utilizado o extrato hidroalcodlico da geopropolis de
Melipona fasciculata Smith do cerrado maranhense, do municipio de Fernando
Falcdo. Conforme descrito anteriormente, esta geoprépolis apresenta &cidos
fendlicos e taninos hidrolisaveis, metabdlitos que apresentam atividades antioxidante

e gastroprotetora e antiulcerogénicas demonstradas na literatura cientifica.

Além disso, estudos realizados por diferentes autores, citados neste trabalho,
mostraram atividades no trato gastrointestinal, com diferentes extratos de prépolis
(LEMOS et al., 2007; BARROS et al, 2007; BARROS et al., 2012; NAKAMURA et al.,
2014) e geoproépolis (RIBEIRO-JUNIOR et al., 2015) brasileiros.

Considerando os fatores indicados acima, associados a necessidade de
buscar farmacos antiulcerogénicos mais eficazes e mais seguros em comparagao a
terapia farmacoldgica atual, justifica-se a necessidade de validar a atividade
gastroprotetora do extrato hidroalcodlico liofilizado da geoprépolis de Melipona
fasciculata Smith (EHG), conhecida popularmente como “tiuba”, oriunda do cerrado

maranhense.



Objetivos
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4. OBJETIVOS

4.1. Geral

Avaliar a atividade antiulcerogénica e gastroprotetora do extrato
hidroalcodlico liofilizado da geopropolis de Melipona fasciculata Smith (tidba) (EHG),

do cerrado maranhense.

4.2. Especificos

CAPITULO |

Verificar a agdo de EHG em modelos experimentais de Ulcera gastrica;

Investigar o efeito de EHG na secrecéao gastrica;

Avaliar o efeito de EHG no transito intestinal e no esvaziamento gastrico.

CAPITULO Il
Investigar a atividade cicatrizante de EHG sobre o modelo de indugéo de

Ulceras por acido acético;

Elucidar possiveis mecanismos de agédo envolvidos da atividade
gastroprotetora de EHG da geopropolis de Melipona fasciculata Smith.

CAPITULO Il

Validar formulagbes farmacéuticas de uso oral para disturbios gastricos tendo
como componente ativo o extrato da geopropolis de Melipona fasciculata
Smith.



Capitulo I
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5. CAPITULO |

Artigo a ser submetido ao periédico European Journal of Pharmacology
(ISSN: 0014-2999)
Fator de impacto: 2.532
Qualis: B1 (Biotecnologia — 2014)

“Antiulcerogenic Activity of the Geopropolis of Melipona fasciculata Smith”
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ABSTRACT: Geopropolis is a mixture of plant resins with waxes and earth, produced
by stingless bees (Meliponinae). Geopropolis is traditionally used to treat
inflammatory processes, as cicatrizant, neoplasms, hemorrhoids, gastritis and
coughing. This study investigated the antiulcerogenic activity of the hydroalcoholic
extract of the geopropolis (EHG) produced by Melipona fasciculata. The geopropolis
was collected in a meliponary in the Fernando Falc&o city, in the state of Maranh&o,
Brazil. The EHG was produced by maceration with 70% ethanol. The antiulcerogenic
activity was evaluated using model ulcer induced by ethanol and indomethacin, in
Swiss mice. In addition, we evaluated the parameters of gastric secretion by pylorus
ligation model and the gastric emptying and intestinal transit in Wistar rats. In the
induction of ulcers with 75% ethanol, the EHG, 50 or 100 mg/kg, orally administrated,
reduced the ulcerated area by 66.6% and 93.2%, respectively, when compared to the
control group (127.7 * 9.5 mm?2). Similarly, in the induction of ulcers with
indomethacin, the EHG (50 or 100 mg/kg) reduced the ulcerated area by 82.9% and
92.5%, respectively, in relation to control group (119.3 + 24.2 mm?). The
histopathological analysis of the stomachs of animals treated with EHG revealed no
acute erosion and the epithelium, the superficial layer showed little change, when
compared to the control group, which showed a reduction in epithelial integrity. The
extract alter the volume (200 mg/kg, p<0.05) and acidity (100 and 200 mg/kg,
p<0.05) parameters of the gastric juice. A reduction in intestinal transit could be
observed with EHG when compared to the control group. The study revealed the
antiulcerogenic effect of the hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona
fasciculata according to the ulcer gastric induction models.

Keywords: gastric ulcer. stingless bee. geopropolis. Melipona fasciculata.
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1 INTRODUCTION

Peptic ulcers, one of the main gastrointestinal diseases, are caused by
multiple factors, including stress, smoking, nutritional deficiencies, noxious agents,
such as alcohol and nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs), and infection by
Helicobacter pylori, among others (SILVA et al., 2012).

The treatment options for stomach ulcers include antacids, sucralfate,
prostaglandins analogs, muscarinic antagonists, H2 blockers, proton pump inhibitors
(PBI), and triple therapy containing a proton pump inhibitor combined with an
antibiotic, to eradicate the infection by Helicobacter pylori (FOCK et al., 2009). These
drugs can cause severe adverse reactions, such as thrombocytopenia (ZLABEK;
ANDERSON, 2002), acute interstitial nephritis (RA; TOBE 2004), nephrotoxicity and
hepatotoxicity (FISHER; LE COUTEUR, 2001), and anaphylactic reactions
(GONZALEZ et al., 2002). In addition, treatment usually takes long and is associated
with high costs. A continuous search for new effective antiulcer substances is
therefore taking place.

Propolis is one of the many natural products that have been used for centuries
by mankind (Vargas et al., 2004). A wide variety of pharmacological properties of
propolis has already been reported, such as its anti-inflammatory (FRANCHIN et al.,
2016), antimicrobial (VARGAS-SANCHEZ et al., 2014), antioxidant (NINA et al.,
2015), anti-neoplastic (CHAN et al, 2012), analgesic (KOMOSINSKA-VASSEYV et al.,
2015), anticariogenic (ACKA, 2016), antiviral (YILDIRIM et al., 2016) and, also,
antiulcerogenic activity (DE BARROS et al., 2008).

The therapeutic effects of propolis have been attributed to its several

polyphenolic compounds, including flavonoids and phenolic acids, which are some of
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the most reported secondary metabolites. A study by Barros et al. (2008) has
associated the antiulcerogenic activity of green propolis with the phenolic acids in its
composition.

The stingless bee species Melipona fasciculata Smith of the Meliponini tribe
can be found in South America.In the state of Maranhao, Brazil, Melipona fasciculata
Smith is known as tilba and has been cultivated for centuries by the indigenous
population for its honey, especially in the vegetation reserves in the different
ecosystems of the region that allow. It collects resinous material of plants and mixes
it with the wax produced in the hive, salivary secretions and even with soil to form
geopropolis (KERR, 1987).for its breeding (BANKOVA; CASTRO; MARCUCCI,
2000).

Geopropolis is rich in such chemical compounds as phenolic acids, triterpenes
and hydrolysable tannins (DUTRA et al, 2014). Assuncao (2008) showed that the
hydroalcoholic extract of the geopropolis from Melipona fasciculata has antibacterial
activity in vitro and in vivo. Dutra et al (2014) demonstrated the antioxidant activity of
the geopropolis extract of this bee. Other activities demonstrated for Melipona
fasciculata and other Meliponini species include antimicrobial (DA CUNHA et al.,
2013), antinociceptive (FRANCHIN et al., 2012), antioxidant (SOUZA et al., 2013),
antineoplastic (CINEGAGLIA et al., 2013), anti-inflammatory (FRANCHIN et al.,
2013), and antiviral properties (COELHO et al., 2015). A study conducted by Ribeiro-
Junior et al (2015) reported the gastroprotective effects of the geopropolis of another
species of the same genus, Melipona scutellaris, found in state of Bahia, northeast of
Brazil.

The objective of this study was therefore to investigate the antiulcerogenic

potential of the geopropolis produced by the bee Melipona fasciculata Smith.
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2-MATERIALS AND METHODS

2.1 Geopropolis Sample

The geopropolis of Melipona fasciculata Smith was collected from the internal
parts of a hive with the help of sterilized spatulas in a meliponary located in the city of
Fernando Falcao (6°7'30"S 44°52°30"W), in the southeastern region of the state of
Maranhao, Brazil, in November 2008. After collection, the material was stored in

sterilized glass bottles amber and kept under refrigeration (4°C).

2.2 Preparation of the Hydroalcoholic Extract of the Geopropolis (EHG)

The geopropolis in natura was pulverized in a cutting mill, and the powder
(500 g) was macerated with 70% ethanol at a ratio of 1:2 (p/v) for 48 h. The resulting
extractive solution was filtered to remove the soil and then concentrated on a rotary
evaporator under reduced pressure at 40°C, obtaining the hydroalcoholic extract of
the geopropolis (EHG) (DUTRA et al.,2008). It was then freeze-dried, presenting a

yield of 8.8%.

2.3 Animals

The experiments were performed with male, adult Wistar rats (Rattus
norvegicus), weighing between 250-300g, and with male Swiss mice (Mus
musculus), weighing between 25-30 g, both from the vivarium at the Universidade
Federal do Maranh&o (UFMA). The animals had access to food and water ad libitum
and were maintained in a controlled environment with light/dark (12 h) cycles and

temperatures ranging between 22 + 2°C. The experimental protocols developed in
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this study were approved by the Ethics Committee of the Universidade Federal do

Maranhao (CEUA), report number 09/14.

2.4 Pharmacological Evaluation Tests

2.4.1 Ethanol-Induced Gastric Lesions

The ethanol-induced gastric lesions were obtained according to the method of
Robert et al. (1979), with modifications. The mice were fasted for 16 hours,
separated into groups (n = 6) and treated orally with a solution of 0.9% NaCl (0.1
mL/10 g, control group), pantoprazole (40 mg/kg) or EHG (50 and 100 mg/kg). After
one hour of treatment, the gastric lesions were induced by the administration of 75%
ethanol (0.1 mL/10 g). One hour after the induction of the ulcer, the animals were
euthanized in a CO, chamber and their stomachs were removed and opened. The
mucosa was washed gently with distilled water. The stomachs were then placed
between two glass slides for demarcation of the lesions, which were evaluated in

mm?2 using the Image J® Launcher software and the data expressed inmm?.

2.4.2 Indomethacin-Induced Gastric Lesions

The mice were fasted for 16 hours, separated into groups (n = 6) and treated
orally with a solution of 0.9% NaCl (0.1 mL/10 g, control group), pantoprazole (40
mg/kg) or EHG (50 and 100 mg/kg). After an hour of treatment, the gastric lesions
were induced by the subcutaneous administration of indomethacin at a dose of 30
mg/kg (DJAHANGUIRI, 1969). Four hours after the induction of the ulcer, the animals

were euthanized in a CO, chamber and their stomachs were removed and opened.
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The mucosa was washed gently with distilled water, after which the lesions were

analyzed as described above.

2.4.3 Histopathological Analysis

After a macroscopic evaluation, the stomachs of the animals where the ulcer
was induced by ethanol were placed in a 10% buffered formaldehyde solution. After
24 h, the pieces were sectioned transversely and longitudinally, dehydrated in
alcohol, cleared in xylene and embedded in paraffin wax in the form of blocks. 5 ym
thick histological sections were obtained using a microtome and blades subjected to
Hematoxylin/Eosin (HE) coloring and observed in an optical microscope. The
morphological characteristics of the gastric mucosa were observed and the potential

pathological changes found were described (AL-QARAGHULI et al., 2013).

2.4.4 Determination of the gastric acid secretion

After fasting for 24 h, rats were divided into four groups (n = 5), and
anesthetized with xylazine (10 mg/kg) and ketamine (50 mg/kg). Through an incision
in the abdomen, the stomach was located and the pylorus tied with thread. Next, a
saline solution (0.1 mL/100g), omeprazole (20 mg/kg) or EHG (100 or 200 mg/Kg)
was administered intraduodenally and the abdominal wall was sutured. After four
hours, the animals were euthanized in a CO2 chamber to remove their stomach,
gather the gastric content and centrifuge it at 1077 x g for 10 min. The supernatant
was transferred to a beaker, the final volume was determinated and completing the
volume to 10 mL with distilled water. The pH was then determined in a digital pH
meter and the total acidity by titration with NaOH 0.1 N, using phenolphthalein as

acid-base indicator (VISSCHER et al., 1954).
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2.4.5 Gastric Emptying

Mice (n=6) received water (0.1 mL/10g, p.o, control group), atropine (3 mg/kg,
subcutaneously), and EHG in doses of 100 or 200 mg/kg (p.0). An hour after the
treatments, the animals received by intragastric gavage 0.5 mL of 0.5% phenol red
dissolved in carboxymethylcellulose at 1.5%. After 20 min this administration, the
animals were euthanized in a CO, chamber. Their abdominal cavity was opened, the
pylorus and the distal part of the esophagus were pinched to avoid loss of gastric
content, which was collected and then opened and washed with distilled water. The
collected gastric content was centrifuged at 269 x g for 30 min. The 600 pL of
supernatant was added to an equal volume of NaOH 1.0 N and the resulting solution
was read in a spectrophotometer at 560 nm. A control group time zero (To) was also
performed with a group of animals that received the dye and was immediately
euthanized, thus considering 0% of emptying. The results were expressed as the

phenol red concentration (ug) retained in the stomach (CORUZZI et al., 1980).

2.4.6 Intestinal Transit

After removing the stomach to evaluate the gastric emptying, as per item
2.4.5, the small intestine was removed to evaluate the distance traveled by the
phenol red. With the aid of a ruler, the total length of the small intestine of each
animal was measured from the pylorus to the ileocecal valve, as well as the distance
traveled by the phenol red until the last portion that contained at least continuous 1

cm of the marker. The intestinal transit was expressed by the percentage of the
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distance traveled by the marker in relation to the total length of the small intestine

(STICKNEY AND NORTHUP, 1959).

2.5 Statistical Analysis

The results were expressed as mean * standard error of the mean. The data
analysis was performed using analysis of variance (one-way ANOVA), followed by
Tukey's test, using the GraphPadPrism software, version 5.00. Differences were

considered significant when p<0.05.

3 RESULTS

31 Effect of the Hydroalcoholic Extract of Geopropolis (EHG) on
Ethanol-Induced Gastric Lesions

The oral administration of 75% ethanol to animals pretreated with saline
(control) produced an ulcerated area of 127.7 + 9.5 mm?2. Pretreatment with
pantoprazole (40 mg/kg) and EHG (50 and 100 mg/kg) significantly reduced the
ulcerated area in 66.6% and 93.2%, respectively, in relation to the control group (p <
0.05). A significant reduction of the lesions in the treatment with EHG 100 mg/kg was

also observed in relation to the pantoprazole group (Table 1).

32 Effect of the Hydroalcoholic Extract of Geopropolis (EHG) on
Indomethacin-induced Gastric Lesions
The oral administration of indomethacin to animals pretreated with saline

produced an ulcerated area of 119.3 + 24.2 mm?. EHG significantly reduced (p <
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0.05) the ulcerated area at the doses of 50 and 100 mg/kg in 82.9% and 92.5%,

respectively (Table 2).

33  Histopathological Analysis

The histopathological analysis of the stomach of animals treated with ethanol
as aggressor revealed the change of the gastric epithelium (Figure 1). In the group
treated with EHG (50 mg/kg), no acute erosion was observed and the epithelium, the
mucous and muscle surface layer, remained intact. The animals treated with EHG
(100 mg/kg) had a preserved mucosal epithelium, with a mild inflammatory infiltrate

(Figure 1).

34  Effect of the Hydroalcoholic Extract of Geopropolis (EHG) on
Gastric Acid Secretion

The intraduodenal treatment with EHG produced a significant reduction (p <
0.05) in the volume of gastric secretion at the dose of 200 mg/kg (2.90 + 0.20 mL),
and in total acidity at the doses of 100 and 200 mg/kg, compared to the control group
(Table 3). EHG did not produce significant changes in pH in relation to the control

group (saline).

35 Effect of the Hydroalcoholic Extract of Geopropolis (EHG) on
Gastric Emptying and Intestinal Transit

The hydroalcoholic extract of the geoprépolis of M. fasciculata Smith (EHG) It
did not alter gastric emptying at the doses of 100 mg/kg (3.7 £ 0.1 pg/mL) and 200
mg/kg (3.0 £0.6 pg/mL), when compared with the control group (CN: 1.1 + 0.1

ug/mL) (figure 2). EHG at the doses of 100 (38.8 £ 2.7%) and 200 mg/kg (26.5 +
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0.8%), administered orally before the marker, decreased the intestinal transit when

compared with the control group (CN: 52.54 + 3.3%), as shown in Figure 3.

4 DISCUSSION

The antiulcerogenic activity of the hydroalcoholic extract of the geopropolis
(EHG) of Melipona fasciculata, known as “Tiuba”, cultivated in the Cerrado of
Maranhdo, was evaluated through acute ulcer models, parameters of gastric
secretion and the determination of gastric emptying and intestinal transit.

The chemical composition of the geopropolis evaluated in this study was
recently demonstrated by Dutra et. al. (2014), who showed the presence of
compounds of the phenolic acids, triterpenes and hydrolysable tannins classes.
These compounds, which are also present in other plant species, have been
associated with various pharmacological activities in the digestive system (AL-SAIED
and NAGA, 2014; VIUAYAKUMAR et al, 2016), a fact that motivated us to investigate
the antiulcerogenic effect of the EHG of Melipona fasciculata.

Ethanol is a necrotizing agent of gastric mucosa, used in models to evaluate
antiulcerogenic activity because of its ability to dissolve the constituents of the mucus
in the stomach, leaving the mucosa directly in contact with the acid, harming the cells
of the mucosa. These effects are due to an increase in lipid peroxides and free
radicals derived from oxygen that cause membrane damage, cell death, exfoliation,
and epithelial erosion (BIRDANE et al., 2007; RIBEIRO-JUNIOR et al., 2015).

EHG at the doses of 50 and 100 mg/kg decreased the ethanol-induced
ulcerated area of the stomach. The effect of the geopropolis extract was dependent

on dose. The histopathological analysis performed in the stomachs of the animals,
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revealed that the gastric mucosa showed no significant changes in the two doses
tested.

The antiulcerogenic effect of EHG is likely due to the antioxidant properties of
the geopropolis. Dutra et al (2014) demonstrated the antioxidant activity of the
geopropolis of M. fasciculata, associating this effect to the high concentration of
phenolic acids found in its hydroalcoholic extract. The antioxidant activity is important
since free radicals are a determinant factor for the formation of ulcerative and erosive
lesions in the gastrointestinal tract (BORRELLI; 1ZZ0O, 2000). In this respect, it is also
known that ethanol-induced lesions are not inhibited by antisecretory agents, but
rather by substances that activate the cytoprotective mechanisms of the gastric
mucosa, such as prostaglandins, and the production of mucus and bicarbonate
(TAKAYAMA et al., 2011).

Another ulcerogenic agent used in models of gastric mucosal lesion induction
is indomethacin, a drug that belongs to the group of anti-inflammatory drugs
(NSAIDS). NSAIDS are known to induce peptic ulcers during anti-inflammatory
therapy, especially after long term use. These drugs induce gastric ulcers by
inhibiting the synthesis of prostaglandins resulting from the Dblockage of the
cyclooxygenase (COX) enzyme (SOSTRES et al., 2010). The inhibition of
prostaglandin synthesis increases acid production and reduces the formation of
cytoprotective mucus, which may induce gastrointestinal ulceration (NGUELEFACK
et al., 2008).

In this model of ulceration, EHG also significantly reduced mucosal injuries.
This may have been due to interference with the production of prostaglandins by
phenols found at high concentrations in tilba geopropolis (DUTRA, 2012). Study

have associated phenols with increased synthesis of prostaglandins due to their



66

action as a substrate for peroxidase, which converts PGG, to PGH,. These are
subsequently transformed by enzymatic reactions into stable products such as series
2 prostaglandins (PGE2 and PGly). They inhibit stomach acid secretion stimulated by
feeding, histamine, proton pump or gastrin. Furthermore, the secretion of mucus in
the stomach and small intestine is increased by PGE>, which contributes to maintain
mucosal integrity (ALANKO et al., 1999).

The geopropolis is a product obtained from the vegetable resins of the local
flora visited by the bees (CARDOZO et al, 2015). The geopropolis of the cerrado of
Maranhao is rich in phenolic acids, tannins and flavonoids (DUTRA, 2014). Plants
rich in flavonoids and tannins have been traditionally used for the treatment of gastric
ulcers, mainly because of their anti-inflammatory (KARKHANEH et al., 2016),
antioxidant (PINHO et al., 2016) and adstringent effects (ROMANUCCI et al., 2016).
In gastric ulcers, tannins react with tissue proteins to form a protective layer on the
damaged epithelium of the stomach, ellagitannins are a class of polyphenolic
compounds with clearly evident pharmacological effects, including potent inhibitory
activity against free radicals (DE JESUS et al., 2012), inhibitory effects on lipid
peroxidation (SANGIOVANNI et al., 2013), and gastroprotective properties (AL-
SAIED and EL-NAGA, 2014). Flavonoids are antioxidants compounds that efficiently
remove superoxide anions and hydroxyl, peroxyl and alcoxil radicals (MOTA et al.,
2011), contributing to the antiulcerogenic effect of natural products (BOLIGON et al.,
2014; ATEUFACK et al., 2015).

The antiulcer activity of EHG observed in the models described above led us
to evaluate the antisecretory activity. We verified the influence of EHG on the
parameters (volume, pH and total acidity) of gastric secretion. The gastroprotetective

effect of EHG was investigated through the pylorus ligation model, which evaluates
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secretion parameters, such as gastric pH and volume. This test showed that the
geopropolis extract reduced the gastric volume at a dose of 200 mg/kg, in addition to
producing changes in the total acidity.

Gastrointestinal motility dysfunction is one of the main causes of various
diseases of the GIT, including functional dyspepsia (FD) and gastroesophageal reflux
disease (GERD), which, in turn, is pathophysiologically related to various causes,
including reduced gastrointestinal emptying and transit, Impaired gastric
accommodation, visceral hypersensitivity, genetic factors, stress and inflammation
(NAM et al., 2016). In this study, EHG significantly decreased the effect on the
intestinal transit when compared to the control group, using as standard drug
atropine, competitive antagonist of muscarinic cholinergic receptors (TYAGI et al.,
2016), there may be some relationship of EHG action with that drug.

In our study, therefore, the hydroalcoholic extract of the geopropolis of
Melipona fascicula from the Cerrado of Maranhdo has a gastroprotective effect,
validating its popular use, with similar effects as standard drugs, probably due to the
phenolic compounds present in its composition. Other studies should be conducted

to reveal the antiulcerogenic action mechanisms of EHG.
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Table 1. Effects of hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona fasciculata
Smith (EHG) on ethanol-induced ulcers in mice.

Treatment Dose (mg/kg) Ulcerated area Reduction of
(mm?) ulcerated area (%)
Control --- 127.7 £ 9.5 ---
pantoprazole 40 41.9 + 6.5* 67.2
EHG 50 42.7 £6.7* 66.6
EHG 100 8.6 £2.6** 93.2

Statistical Analysis: ANOVA, followed by Tukey's test. The results indicate the mean

+ standard error of mean (n = 6/group). *p<0.05 vs. Control group. #p<0.05 vs.
pantoprazole

Table 2. Effects of hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona fasciculata
Smith (EHG) on indomethacin-induced ulcers in mice.

Treatment Dose Ulcerated area Reduction of
(mg/kg) (mm?2) ulcerated area (%)

Control -—-
119.3 £24.2

pantoprazole 40
46.2 + 0.6* 61.2

EHG 50
20.4 + 3.9 82.9

EHG 100
8.9 +2.0* 92.5

Statistical Analysis: ANOVA, followed by Tukey's test. The results indicate the mean
+ standard error of mean (n = 6/group). *p<0.05 vs. Control group.
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Figure 1. Photomicrograph of the stomachs of Swiss mice that received ethanol as
pathogenic agent.

Lesions in the gastric mucosa caused by ethanol in mice pre-treated with saline (A);
intact mucosa of the animals pretreated with EHG 50 mg/Kg (B) and EHG 100 mg/Kg
(C).(Hematoxylin/ Eosin coloring; 100x magnification). The arrows indicate
desquamated areas of the epithelium or mucosa.

Table 3. Effect of hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona fasciculata
(EHG) on gastric secretion of rats after pylorus ligation.

Treatment Dose Volume pH Total Acidity
(mg/kg) (mL) (Units) [H*] mEq/L

Control 3.95+0.16 2.73+0.23 19.25 £ 3.70
Omeprazole 20 225+1.18" 4.60 = 0.35* 7.50 £ 2.06*
EHG 100 3.20 £ 0.40 2.89+0.15 12.50 £ 2.36"
EHG 200 2.90 + 0.20* 3.89+0.16 9.70 £ 0.76*

Statistical Analysis: ANOVA, followed by Tukey's test. The results indicate the mean
+ standard error of the mean (n = 5/group). *p<0.05 vs. Control group.
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Figure 2. Effect of hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona fasciculata
(EHG) on gastric emptying after 20 min ingestion of the marker.

The animals were given a CN (control, p.o.), atropine (A) and EHG (100 or 200
mg/kg p.o.). The results are expressed as mean + standard error of the mean (n =
6/group). The difference between the groups was determined by one-way ANOVA,
followed by Tukey's test. *p<0.05 vs. Control group (CN).
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Figure 3. Effect of hydroalcoholic extract of the geopropolis of Melipona fasciculata
(EHG) on intestinal transit after 20 min ingestion of the marker.

The animals were given a CN (control, p.o.), atropine (A) and EHG (100 or 200
mg/kg p.o.). The results are expressed as mean * standard error of the mean (n =
6/group). The difference between the groups was determined by one-way ANOVA,
followed by Tukey's test. *p<0.05 group vs. negative control (CN).
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Abstract

Ethnopharmacological Relevance: Geopropolis produced by Melipona fasciculata
Smith, a stingless bee native from the state of Maranh&o, Brazil, is used by the local
population to treat digestive disturbances and other pathologies.

A previous study demonstrated the antiulcer action EHG in induction models by
ethanol and indomethacin.

Aims: To investigate the mechanisms of action involved in the gastroprotective and
healing activities of the hydroalcoholic lyophilized extract (EHG) of geopropolis from
Melipona fasciculata Smith.

Material and methods: To characterize the mechanisms of action were determinated,
the effect of EHG on gastric mucus production, as well as, the involvement of nitric
oxide (NO) and non-protein sulfhydryl groups (-SH groups) and of non-protein
sulfhydryl groups in Swiss mice. The healing capacity of EHG was evaluated using
the 30% acetic acid-induced chronic ulcer model, histopathological and

immunohistochemical analysis.

Results: An increase in gastric mucus production was verified in the animals treated
with EHG. Groups pre-treated with NEM, an inhibitor of sulfhydryl compounds,
showed a decrease of 34.54% on the EHG gastroprotective activity, while pre-
treatment with L-NAME, an NO synthesis inhibitor, showed no effect on the extract
activity. Oral treatment with EHG (100 mg/kg) was able to revert the reduction of the
in levels of sulfhydryl groups in the gastric mucosa, restoring the antioxidant system
(18.0 = 0.6 pg/g). EHG reduced the lesions of acid acetic-induced ulcer in 59%.
Immunohistochemical investigation showed strong reactivity (+++) and a large
amount of COX -2 and low reactivity (+) for Ki -67 in the gastric mucosa of animals
treated EHG.

Conclusion: (EHG) presents the involvement of non-protein sulfhydryl groups related
gastroprotective activity, in addition to the increase in gastric mucus production.
Furthermore , EHG has a healing action on the gastric mucosa.
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1. Introduction

Peptic ulcer is one of the causes of dyspepsia, which is any symptom of the
upper gastric tract, including epigastric pain, heartburn, reflux, nausea, vomiting and
discomfort (Ford et al., 2016), and considered a clinical condition with annual
incidence of 25% to 40% (Robinson and Perkins Jr, 2016). The healthcare quality
depends on a wide range of factors, including adequate diagnosis and prescription of
medication, its adequate administration considering the necessary time and costs
with therapy (Patel and Dhande, 2016), which play a key role on the peptic ulcer
treatment given the treatment limitations and the incidence of side effects (Gurusamy
and Pallari, 2016; Vijayakumar et al., 2016).

Geopropolis is a special kind of propolis presented as a mixture of vegetal
resins, wax and earth or clay (De Souza et al., 2013). Melipona fasciculata Smith is a
stingless bee, native from the state of Maranh&o, Brazil that produces honey and
geopropolis well accepted by the local population, adding market value to the
products (Dutra et al., 2008).

Several pharmacological activities of the Maranhdo geopropolis have been
reported in the last years. Studies using the geopropolis extract showed antibacterial
activity on the oral cavity of young patients, suggesting the product can be an
alternative in caries prevention (Duailibe, Gongalves and Ahid, 2007). Moreover,
Libério et al. (2011) observed that the gel preparation of geopropolis has
antimicrobial action against biofilms of S. mutans and C. albicans in the oral cavity.

Other effects have been demonstrated in experimental models such as
antioxidant (De Souza et al., 2013; Dutra et al., 2014), antineoplastic (Cinegaglia et
al., 2013; Da Cunha et al., 2016), anti-inflammatory (Franchin et al., 2012; Franchin
et al,, 2013) and antiviral (Coelho et al., 2015). Only one study approach the
gastrointestinal activity of the geopropolis in the literature. Ribeiro-Junior et al. (2015)
evaluated the gastroprotective activity of geopropolis from Melipona scutellaris, from
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the state of Bahia, Brazil, and showed a reduction on the ethanol-induced gastric
lesions and the involvement of nitric oxide and prostaglandins in the activity of the
extract.

Regarding the chemical composition of geopropolis, Bankova et al. (1998)
identified more than fifty compounds, mainly phenolic and terpenic on the Brazilian
geopropolis produced by the species Melipona compressipes, Melipona
quadrifasciata anthidioides and Tetragona clavipes. Chemical analysis of the
hydroalcoholic extract of geopropolis from Melipona fasciculata, native from
Maranhao, showed eleven compounds belonging to the class of phenolic acids and
hydrolyzable tannins (gallotannins and ellagitannins), with high antioxidant activity
(Dutra et al., 2014). The aim of this work was to evaluate the possible mechanisms of
action involved in the gastroprotective and healing activities of the hydroalcoholic
lyophilized extract (EHG) of geopropolis from Melipona fasciculata Smith.

2. Material and methods

2.1 Drugs and reagents

The following substances were used in the study: carbenoxolone, L-NAME (N-
G-nitro-L-arginin), NEM (N-ethylmaleimide), alcian blue, pantoprazole and (Sigma-
Aldrich, St. Louis, USA), acetic acid, absolute ethanol, Sodium Chloride, and
formaldehyde (Merck, Darmstadt, Germany), xylazine and ketamine (CEVA, Paulinia,
Brazil). All medications and reagents were prepared immediately before use.

2.2 Preparation of hydroalcoholic lyophilized extract (EHG) of geopropolis

The geopropolis from Melipona fasciculata Smith was collected from inside the

hive, using sterilized spatulas, from a meliponarium located in the city of Fernando
Falcdo (6°7°30"S 44°52’30"W), southeast region of Maranhao, in November of 2008.
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The collected material was then placed in sterilized amber flasks and kept under
refrigeration (4 °C).

Geopropolis in natura was powdered with a knife-type grinder and the powder
(500 g) was macerated with 70% ethanol, in the ratio 1:2 (w/v) for 48 h. The resulting
extractive solution was filtered to remove earth and concentrated in a rotary
evaporator under reduced pressure and 40°C, resulting in the hydroalcoholic
lyophilized extract (EHG) (Dutra et al., 2008), with 8.8% yield.

2.3 Animals

Wistar rats (Rattus norvegicus) weighting 200-300g, and Swiss mice (Mus
musculus), weighting 20-35¢, adults, males and females obtained at the Animal Care
Center of University Federal of Maranh&o, Brazil. They were kept under standard
environmental (12 h light/dark cycle) and temperature cycle conditions (22 + 2 °C).
Food (Purina, Brazil) and water were available ad libitum. The experimental protocols
were submitted to and approved by the Ethics Committee on Animal Use of UFMA, in
accordance with COBEA (Brazilian College of Animal Experimentation) under licence

number 09/14. In all protocols the animals were euthanized in a CO» chamber.

2.4 Experimental groups

The hydroalcoholic lyophilized extract (EHG) from Melipona fasciculata Smith
was dissolved in 0.9% NaCl solution prior to its administration. For each experimental
model, the animals were randomly divided into three groups: 1) negative control
group, administered 0.9% NaCl, 2) positive control group, administered pantoprazole
40 mg/kg (a proton pump inhibitor) or carbenoxolone 100 mg/kg (a cytoprotective
agent) depending on the experimental model and 3) EHG administered group, at the
dosage of 100 mg/kg. This dosage was chosen as the most efficient based in
previous protocols to performed by our group (acute ulceration, gastrointestinal
motility and antisecretory activity, data not yet published). Prior to experiments, the
animals were fasted and kept in elevated floor cages with large grid mesh bases to
avoid coprophagy.
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2.5 Gastric mucus determination

Gastric mucus determination following the method described by Corne et al.
(1974) modified method. After 16 h fasting (water ad libitum), the mice were
separated in three groups (n = 6) and orally treated with 0,9% NaCl solution, 0.1
mL/10g (control group), carbenoxolone (100 mg/kg) or EHG (100 mg/kg). One hour
later, the animals were euthanized and their stomach glandular tissue was removed,
weighted and kept for 2 h in test tubes with 5 mL of 1% Alcian Blue solution
(prepared with 0.16 mol/L sucrose solution in 0.05 mol/L sodium acetate and pH
adjusted to 5.8 with 0.1 mol/L HCI). The excess of Alcian Blue was removed with two
successive washings with 5 mL of 0.25 mol/L sucrose solution, first for 15 min and
then for 45 min. The die complexed with the glandular wall mucus was extracted in 5
mL of magnesium chloride (0.5 mol/L) and intermittently shaken for 1 min every 30
min for 2 h. The blue supernatant was added to 5 mL of ethyl ether and vigorously
shaken till emulsion is obtained. Emulsion was then centrifuged at 1550 x g for 10
min. The aqueous phase was separated and the residue was discarded. The sample
absorbance was read at a spectrophotometer (598 nm) and the results were plotted
on an standard curve of Alcian Blue and expressed in pg of Alcian Blue/g of glandular

tissue.

2.6 Involvement of nitric oxide (NO) and non-protein sulfhydryl groups (-SH

groups) in gastroprotective effect of EHG

Mice fasted for 16 h were distributed in 9 groups (n = 6). Three groups were
pre-treated with 0.9% NaCl solution intraperitoneally (i.p), three groups with L-NAME
(N-G-nitro-L-arginine, 70 mg/kg, i.p), an NO-synthase inhibitor, and three groups pre-
treated with NEM (N-ethylmaleimide, 10 mg/kg, i.p), a sulfhydryl group blocker
(Matsuda, Li, Yoshikawa, 1999; Arrieta et al., 2003). Thirty minutes after pre-
treatment, the animals were orally administered 0.9% NaCl solution (control),
carbenoxolone (100 mg/kg) or EHG (100 mg/kg). One hour later, all animals received
1 mL of 75% ethanol (orally) to induce gastric lesions. One hour after administration
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of the damaging agent, animals were euthanized in CO2 chamber and their stomachs
were removed and photographed for the assessment of the gastric lesions. The
gastric lesion surface area was determined by computerized planimetry (ImageJ®
Launcher Software) and the results expressed in mm?2.

2.7 Quantification of non-protein sulfhydryl groups (—SH groups).

The quantification of non-protein sulfhydryl groups was performed with the
homogenate of the gastric mucosa of animals with ethanol-induced ulcers. After
fasting for 16 h, the animals were divided into four groups (n = 5) and treated orally
with 0,9% NaCl solution (CL, injured control), pantoprazole (40 mg/kg) or EHG (100
mg/kg) 1 h before the administration of the ulcerogenic agent. Gastric lesions were
induced by ethanol (75%, 0.1 mL/10 g by oral route). The animals were euthanized 1
h after the administration of ethanol and their stomachs were removed. The uninjured
control group consisted of untreated animals, exposed to experimental procedures,
but with no ulcer induction (Caldas et al., 2015).

The excised stomach tissue was weighed and homogenized in a cold EDTA
solution (0.02 mol/L). Aliquots of 320 uL of distilled water and 80 pL of trichloroacetic
acid 50% aqueous solution were added to 400 pyL of the homogenate for protein
precipitation and the samples were then centrifuged at 604 x g for 15 min at 4°C. To
a total of 400 pL of supernatant was added 800 uL of Tris 0.4 M (pH 8.9) and 20 pL
of 5,5-dithiobis (2-nitrobenzoic acid) 0.01 M. The mixture was then stirred and the
absorbance was measured at 412 nm. The concentrations of non-protein sulfhydryl

groups were expressed in ug of —SH groups/g of tissue (Sedlak and Lindsay, 1968).

2.8 Healing evaluation in the acetic acid-induced chronic ulcer model in rats

Chronic ulcer induction was based in the method described by Takagi et al.
(1969), with some modifications. Animals were divided in three groups (n = 6), fasted
for 24 h and then anesthetized for surgical exposure of the stomach. A volume of
0.05 mL of 30% acetic acid was injected into the subserosal layer of the stomach's
external wall. The treatment started one day following the surgery and consisted of
once a day oral administration of control (0.9% NaCl solution), pantoprazole (40
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mg/kg) or EHG (100 mg/kg) for 14 consecutive days. During treatment, body weight,
water and food consumption were registered daily. On day 15, the animals had blood
collected for biochemical and hematological analyses. The animals were euthanized
and the stomachs were removed, photographed and the gastric lesions surface area
was determined by computerized planimetry (ImageJ® Launcher Software) and data

expressed in mm?,

2.9 Histologic analysis

For the stain with Hematoxylin and Eosin, the stomach tissue of the different
groups were fixed in 10% buffered formalin and sectioned by microtome (Leica,
Germany). Sections of 5 mm thickness were then stained with hematoxylin and eosin
(HE). For mucosal glycoproteins staining, sections of the glandular layer within the
gastric tissue were stained with PAS to differentiate the acidic and basic
glycoproteins level in the mucus (Day et al., 2008).

2.10 Immunohistochemical analysis

Immunohistochemical staining was done according to standard protocol with
few modifications (Dakocytomation, USA). In Brief, the slides were heated for 25 min
at 60C in a hot-air oven (Venticell, MMM, Einrichtungen, Germany), deparaffinized in
xylene and graded alcohol. Antigen retrieval was performed in 10 mM boiled sodium
citrate buffer. Incubation with biotinylated primary antibodies namely COX-2 (1:200)
and Ki-67 (1:75) was done for 15 min followed. Finally, counterstaining with DAB-
substrate-chromagen or Ethylcarbazole (AEC) (Dako, K3461) was done prior to
washing and hematoxylin addition. The staining intensities of COX-2 and Ki-67 were
scored from + to +++ according to the following scale: (+) = faint immunoreactivity,
(++) = moderate positive staining, and (+++) = strong positive staining. Cell
positivity’s (percentage of positive epithelial cells in the whole epithelium) were
defined as follows: (+) = 1-25 % positive cells, (++) = 26—-75 % positive cells, and
(+++) =2 75 % positive cells. The final score was based on the results of both the
analysis of intensity and cell positivity (Rantanen et al., 2014)
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2.11 Statistical analysis

Results were expressed as mean * standard error from the mean. Data
analysis was conducted with variance analysis (one-way ANOVA), followed by
Dunnett's test or Tukey's test with the software GraphPadPrism, version 7.00.

Differences were considered significant when p < 0.05.

3. Results

3.1 Effect of EHG on gastric mucus production

The treatment intraduodenal with EHG 100 mg/kg resulted in an increase in
mucus production in animals in comparison with control and carbenoxolone groups,

as shown the Table 1.

3.2 Participation of nitric oxide in gastroprotective effect of EHG

Assessment of nitric oxide participation on EHG-mediated gastroprotection
showed significant reduction of the lesion area on animals treated with
carbenoxolone (100 mg/kg) or EHG (100 mg/kg) in 85.0 and 80.5%, respectively,
compared to saline (negative control). A significant response was also shown in the
groups pre-treated with L-NAME of 68.6% and 87.4%, compared to the saline
administered group, as shown in Table 3.

3.3 Involvement of non-protein sulfhydryl groups in gastroprotective effect of
EHG
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The model evaluating involvement of sulfhydryl groups on the gastroprotective
action of EHG from Melipona fasciculata Smith showed that animals previously
administered saline (i.p), and treatment with carbenoxolone (100 mg/kg) or EHG (100
mg/kg) presented significant reduction of the lesion area of 54.3% and 56.4%,
respectively. However, in groups pre-treated with N-ethylmaleimide (NEM) and
treated with EHG, there was no mucosal protective action compared to the negative
control, showing that the gastroprotective effect of EHG was inhibited on NEM

presence, potentializing the ulcerogenic agent effect, as shown theTable 2.

3.4 Effects of EHG on the leves of non-protein sulfhydryl groups

The level of sulthydryl groups (-SH groups) found in the gastric mucosa of the
non-injured control group (CN) was 13.9 £ 0.9 ug/g and pantoprazole (P) was 2.5
+0.6 pg/g of tissue, but in animals of ethanol-injured control group (CL) was observed
a reduction in levels of —SH groups (4.9 + 1.0 pg/g of tissue) compared to the non-
injured control group. Oral treatment with EHG (100 mg/kg) was able to revert the
reduction of the in levels of sulfhydryl groups in the gastric mucosa, restoring the

antioxidant system (18.0 £ 0.6 ug/g). These results are presented in Figure 1.

3.5 Evaluation of healing in acetic acid-induced chronic ulcer model in rats

The model of induction of gastric ulcer by acetic acid showed an ulcerated
area of 30.0 + 7.9 mm?in the control group. Treatment with pantoprazole (40 mg/kg)
or EHG (100 mg/kg) reduced the area of the lesion in 79.8 and 59.0%, respectively,
after 14 days. These results are presented in Figure 2.

3.6 Histological analysis

In the control group observed predominant inflammatory pattern, with areas of

necrosis, hemorrhage and suppuration. Stomachs of animals treated with EHG,

gastric tissue has been organized, with consolidated fibrosis and decreased
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inflammation. In the rats that received treatment with pantoprazole is noted in the
gastric mucosa decreased inflammatory intensity with tissue organization
represented by neovascularization and fibrosis, epithelial ulceration and lightweight
observed. Marking PAS (mucopolysaccharide materials) has become more intense in
the stomachs of animals treated with EHG with diffuse epithelial marking (Figure 3).

3.7 Immunohistochemical analysis

Immunohistochemical research used monoclonal antibodies COX - 2 and Ki —
67. COX - 2 showed strong reactivity (+++), marked with a dark reddish brown color.
Since Ki -67 showed a low reactivity (+) in the gastric mucosa of animals treated for
14 days EHG compared with the control group, which showed reactivity was
moderate COX - 2 (++) , and down Ki -67 (+) (Figure 4).

4. Discussion

The current treatment for gastric ulcers include medications that can have
significant adverse effects. (Silverstein et al., 2000). At the same time, the treatment
of gastric ulcer symptoms with natural products has become a common practice (Ke
et al., 2012). Thus, the investigation of new drugs is relevant and natural products
play a key role since several extracts and their derivatives have shown promising
results in the prevention and treatment of gastric ulcers (Lemos et al., 2011).

Different experimental models have been used to investigate several agents
used in the treatment of peptic ulcers, contributing for the search for more efficient
and safe therapeutic agents. This study aimed at investigating the gastroprotective
and healing activities of the lyophilized hydroalcoholic extract of the geopropolis from
Melipona fasciculata Smith (EHG). EHG showed significant reduction in gastric ulcers
induced by ethanol and indomethacin, which led to evaluate the mechanisms

involved in this activity.
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Mucus is an important protective factor of the gastric mucosa, working as a
barrier against gastrointestinal damage, and its production is stimulated by
prostaglandins (Laine et al., 2008). Ulcerogenic substances cause the mucus gel and
phospholipid layer to dissipate, resulting in lesion of the mucosa (Vendramini-Costa
et al.,, 2014). EHG increased mucus production compared to the standard drug
(carbenoxolone).

The role of nitric oxide (NO) on gastric mucosa integrity modulation and on the
regulation of mucus and gastric secretion along with prostaglandins is well
established (Tanaka et al., 2001; Andreo et al., 2006). NO is synthesized from L-
arginine by the nitric oxide synthase (NOS), and both the constitutive (cNOS) and
induced (iNOS) forms have been found on the normal gastric mucosa. In the normal
gastric mucosa, NO inhibits gastric secretion, stimulates mucus and bicarbonate
secretion, increases blood flow and enhances the process of healing of ulcers (Brown
et al., 1994, Kochar et al., 2011), with the aim of investigating the relation of
endogenous NO on the EHG-induced gastroprotection, L-NAME, a NOS inhibitor,
was used. Pre-treatment with L-NAME resulted in no changes in the antiulcerogenic
effect of EHG. These results suggest the gastric protective effect of the EHG is
independent of NO production.

Non-protein sulfhydryl compounds (—SH groups) are essential elements for
cytoprotection of the gastric mucosa. —SH groups enhance the gastroprotective effect
maintaining the mucosal layer integrity. Besides, NP -SH present antioxidant
properties against free radicals produced by damaging agents such as ethanol
(Szabo et al., 1990). The greatest damage to the gastric mucosa induced by this
agent is usually associated to decreased levels of NP —SH compounds (Boligon et
al., 2014). In animals treated with NEM, a non-protein sulfhydryl compound inhibitor,
the EHG gastroprotective effect decreased, suggesting that it effect is dependent on
the presence of these groups (Sidahmed et al., 2016).

Geopropolis extract has several compounds, particularly phenolic ones (Dutra
et al.,, 2014). Some secondary metabolites, such as flavonoids and tannins have
been reported as presenting antiulcerogenic properties (Sravani et al., 2011).
Tannins act as astringent and vasoconstrictor agents and have protein precipitating
effect, making the outermost layer of the gastric mucosa less permeable and more
resistant to lesions (Nwafor et al., 2000; Okokon et al., 2011). Flavonoids are
polyphenolic compounds with known antioxidant property, that also strengthens the
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mucosal defense system through stimulation of gastric mucus secretion (Mota et al.,
2009; Choudhary et al., 2014). The gastroprotective activity of geopropolis from
Melipona fasciculata Smith may be due to the presence of flavonoids and other
antioxidants.

The release of oxygen-derived free radicals is a pathogenic factor of gastric
mucosal injury associated with stress, anti-inflammatory drugs and ethanol-induced
ulcer (Nayto et al., 2011). It is known that ethanol is able to deplete levels of non-
protein sulfydryls (SHs) compounds, such as reduced glutathione (GSH) in gastric
tissue (Bhattacharyya et al., 2014). GSH is a tripeptide endogenous compound
present in gastric tissue and provides gastroprotection by scavenging oxygen free
radicals, depletion of gastric mucosal GSH may result in gastric damage by
accumulation of free radicals (Demir et al., 2003).

In an attempt to determine the participation of protective factors in gastric
mucosa against ethanol, quantify the concentration of sulfhydryl groups non-protein
(GSH), an important factor in protecting the gastric mucosa (Moura Rocha et al.,
2010). In addition to its action as a chemical antioxidant, GSH also It acts on the first
line of antioxidant defense, as a cofactor of glutathione peroxidase, reducing reactive
oxygen species and there is a concomitant formation of oxidized disulfide , GSSG (El
Eter et al., 2006).

In assessing the effect of EHG on activity of antioxidant enzymes GSH after
lesion induction by ethanol, it was found that it increased the GSH activity so
significant, validating other results , suggesting a gastric protective effect via
antioxidant activity.

This study also assessed the EHG action on the chronic ulcer experimental
model. This test is justified by the responses obtained in ethanol and indometacin -
induced acute ulcer models (data not yet published). Gastric ulcer is the result of a
complex interaction among a large number of biomarkers on the gastric mucosa.
Changes in the concentrations of these biomarkers may lead to an unbalance
between protection and aggression of the mucosa, resulting in worsening of the
ulcers (Amagase and Okabe, 2003). Oral administration of EHG significantly reduced
the ulcer area, as well as the standard drug, pantoprazole. The healing activity of
EHG was evidenced in histopathology, and most COX -2 expression in EHG group.
Increased COX-2 expression have all been shown to be associated with gastric
defense (Junqueira-Junior et al., 2011).
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The involvement of oxygen reactive species in several diseases and the
potential antioxidant effect of natural compounds on biological tissues have been
extensively discussed. Several studies show that uncontrolled activity of free radicals
is directly connected to different pathologies (Saraswathi et al., 2014, Shivakumar et
al., 2014; Mohod et al., 2016), suggesting that phenolic compounds of the
geopropopolis from Melipona fasciculata Smith may contribute to the healing activity

shown here.

5. Conclusion

The results obtained here show that the lyophilized hydroalcoholic extract
geopropolis of Melipona fasciculata Smith (EHG) presents the involvement of non-
protein sulfhydryl groups related gastroprotective activity, in addition to the increase
in gastric mucus production. Furthermore , EHG has a healing action on the gastric

mucosa .
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Table 1. Effect of the hydroalcoholic extract of geopropolis (EHG) from Melipona

fasciculata Smith on the gastric mucus

Dose ug of Alcian blue / g
Treatment .
(mg/kg) glandular tissue
Control 157.0 £ 8.2
carbenoxolone 200 198.4 £15.9
EHG 100 236.7 £10.4* #

Results are expressed as mean + standard error of the mean (n = 6). *Statistically
different from control group, *Statistically different from carbenoxolone group
(ANOVA followed by Tukey's test, *p < 0.05).

Table 2. Involvement of sulfhydryl groups (—SH groups) on the gastroprotective effect
of EHG from Melipona fasciculata Smith in ethanol-induced gastric ulcer.

Pre-treatment Treatment Dosage Ulcerated area Inhibition (%)
(i.p.) (p-0.) (mg/kg) (mm?)

Control - 16.6 £2.3 -

0.9% NaCl carbenoxolone 100 76+£1.7% 54.3

solution EHG 100 72+1.2" 56.4
Control - 65.9 £ 9.0% -

carbenoxolone 100 29.7 £5.2* 54.8

NEM EHG 100 43.1 £9.1 34.5

Values expressed as mean * standard error of the mean (n = 6). *Statistically
different from control group, #Significant values between groups, ANOVA followed by
Tukey's test (control group NaCl vs. control group NEM).
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Table 3. Involvement of nitric oxide (NO) on the gastroprotective effect of EHG from
Melipona fasciculata Smith in ethanol-induced chronic ulcer.

Pre-treatment Treatment Dosage Ulcerated area L
Inhibition (%)
(i-p.) (p-0.) (mg/Kg) (mm?)
Control - 17.3+3.6
0.9%NacCl carbenoxolone 100 2.6 +0.9 85.04
solution EHG 100 3.4+0.8" 80.55
Control - 38.6 +5.2#
L-NAME carbenoxolone 100 12.1+£2.8* 68.60
EHG 100 4.9+1.4* 87.41

Values expressed as mean + standard error of the mean (n = 6). *Statistically
different from control group, #Significant values between groups, ANOVA followed by
Tukey's test (control group NaCl vs. control group L-NAME).
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Figure 1: Effect of EHG on levels of sulfhydryl groups in the gastric ulcers model
induced by ethanol. The non-injured control group (CN) received no treatment. The
experimental groups received 0.9% NaCl solution (CL, injured control), pantoprazole
(P, 40 mg/kg) or EHG (100 mg/kg). Results are expressed as mean + standard error
of the mean (n = 5). ANOVA followed by Tukey’s test (*p < 0.05 vs. non-injured
control group-CN and #p < 0.05 vs. injured control group-CL).
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Figure 2: EHG effect on 30% acetic acid-induced gastric ulcer in rats. Results are
expressed as mean + standard error of the mean (n = 6). *Statistically different from
control group, ANOVA followed by Tukey's test (*p < 0.05 vs. control group).



105

PANTOPRAZOLE CONTROL

EHG 100

Figure 3. Macroscopical appearance of the gastric ulcer and photomicrographs of
gastric mucosa stained with HE and PAS of the rats subjected to induction of chronic
ulcer by 30% acetic acid. Animals were treated orally with 0,9% NaCl aqueous
solution (control group), pantoprazole (40 mg/kg) or EHG (100 mg/kg) for 14 days.
Macroscopical appearance of the gastric ulcer (A, B, and C), the white arrows
indicate areas damaged by acetic acid. Haematoxylin/eosin (HE: D, E and F) and
Periodic Acid-Schiff staining (PAS: G, H and 1), magnification, 10x (HE) or 20x
(PAS). Blacks arrows indicate regions inflammatory and marking of the secretory
cells, respectively.
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Figure 4. Immunohistochemical analysis for COX-2 and Ki-67 of the gastric mucosa
of the rats subjected to induction of chronic ulcer by 30% acetic acid.

Animals were treated orally with 0,9% NaCl solution (control group), pantoprazole (40
mg/kg) or EHG (100 mg/kg) for 14 days. Microphotographs depict the
immunoreactivity for COX-2 (A, B and C) and Ki-67 (D, E and F) in the groups,
magnification 10x (COX-2) and 20x (Ki-67). Blacks arrows indicate regions positive
for the evaluated markers.



Capitulo IIT



108

7. CAPITULO Il

Patente depositada:
“COMPOSIGOES FARMACEUTICAS PARA DISTURBIOS GASTRICOS A
BASE DE GEOPROPOLIS”
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7.1 Resumo

“COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA DISTURBIOS GASTRICOS A
BASE DE GEOPROPOLIS”

A presente invencao trata-se de composi¢oes farmacéuticas a base de extrato
liofilizado de geoprdpolis e seu uso no auxilio do tratamento de distarbios
gastricos, como alternativa de origem natural eficiente sem a complexidade
das formulagcbes e os significativos efeitos adversos apresentados pelos
tratamentos convencionais de combate a gastrites e Ulceras pépticas.
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7.2 Reivindicacoes

“COMPOSIGCOES FARMACEUTICAS PARA DISTURBIOS GASTRICOS A
BASE DE GEOPROPOLIS”

“Composicdes farmacéuticas para disturbios gastricos”, caracterizado
por serem constituidas de extrato hidroalcodlico liofilizado (EHG) da
geoproépolis de Melipona fasciculata Smith (Tidba) nas concentracdes
de 5 a 500 mg nas seguintes composicbes: capsulas, xarope, solugao
oral (gotas) e capsulas de liberagao prolongada.

“Composicdes farmacéuticas para disturbios gastricos”, de acordo com
a reivindicacdo 1, caracterizado por capsulas contendo extrato
hidroalcodlico liofilizado (EHG) da geoprépolis de Melipona fasciculata

Smith (Tidba) em concentracbes de 100 a 200 mg.

“Composicdes farmacéuticas para disturbios gastricos”, de acordo com
a reivindicacdo 1, caracterizado por xarope contendo extrato
hidroalcodlico liofilizado (EHG) da geoprépolis de Melipona fasciculata
Smith (Tidba) em concentracdes de 50 a 150 mg.

“Composicoes farmacéuticas para disturbios gastricos”, de acordo com
a reivindicacdo 1, caracterizado por solugcdo oral (gotas) contendo
extrato hidroalcodlico liofilizado (EHG) da geopropolis de Melipona
fasciculata Smith (Tiuba) em concentragdes de 10 a 50 mg.

“Composicdes farmacéuticas para disturbios gastricos”, de acordo com
a reivindicacdo 1 caracterizado por capsulas de liberacdo prolongada
contendo extrato hidroalcodlico liofilizado (EHG) da geoprépolis de
Melipona fasciculata Smith (Tiiba) em concentracbes de 50 a 100 mg.
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8. CONSIDERAGCOES FINAIS

Neste trabalho foi realizado um estudo pré-clinico com o extrato hidroalcodlico
liofilizado da geoprépolis, produzida pela abelha Melipona fasciculata Smith (EHG),
visando investigar sua atividade gastroprotetora e contribuir para sua validagédo

como fonte alternativa para obtencao de novos medicamentos.

A geopropolis é produzida pelas abelhas a partir da mistura de resinas,
coletadas das plantas, com cera e terra ou barro. A composi¢do quimica da amostra,
que foi avaliada neste trabalho, proveniente do municipio Fernando Falcao, revelou
os acidos fendlicos, triterpenos e taninos hidrolisaveis, como compostos majoritarios
(Dutra, 2014).

Os resultados descritos no capitulo | e Il deste trabalho nos permitem concluir
que o extrato hidroalcodlico da geoprépolis de Melipona fasciculata Smith (EHG)
apresenta atividade gastroprotetora, evidenciada nos modelos agudos e crénico, de
inducao de lesédo gastrica, por agentes ulcerogénicos como o alcool, indometacina
(AINE) e acido acético. Este efeito pode estar relacionado ao aumento na producao
de muco e reducdo da acidez gastrica, que foi promovida pelo EHG. Além disso, a
protecdo da mucosa gastrica, evidenciada para o extrato, envolve a presenca de
compostos sulfidrilicos, uma vez o EHG estimulou a producao destes compostos e a
sua inibigcao pelo NEM, inibiu parcialmente sua atividade.

Considerando a composicdo quimica da geopropolis, provavelmente os
compostos fendlicos, com atividade antioxidante, identificados pelas analises
cromatografica e espectrométrica desta amostra, devem contribuir com o mecanismo

de gastroprotecao demonstrada pelo EHG.

Desta forma, os resultados dao suporte ao uso etnofarmacoldgico da

geoproépolis e mostram seu potencial uso como bioproduto gastroprotetor.
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APENDICES

A. Efeito da administracdo oral do EHG durante 14 dias sobre o consumo de

agua e ragao dos ratos no modelo de ulcera induzida por acido acético.

B. Efeito da administracdo oral do EHG durante 14 dias sobre o a evolugao

ponderal dos ratos (12, 72 e 142 dia) no modelo de Ulcera induzida por acido acético.

C. Efeito da administracao oral de EHG durante 14 dias sobre os parametros

hematoldgicos em ratos no modelo de Ulceras induzidas por acido acético.

D. Efeito da administracdo oral de EHG durante 14 dias sobre os parametros

bioquimicos em ratos no modelo de Ulceras induzidas por acido acético.
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APENDICE A:

Efeito da administracéo oral do EHG durante 14 dias sobre o consumo de agua e

racao dos ratos no modelo de ulcera induzida por &cido acético.

Grupo Consumo médio de | Consumo médio de
agua/ grupo (mL) ragao/grupo (g)

Controle 32,915,2 77,5£34,3
Pantoprazol 33,817,1 61,9127,9
EHG 100 mg/Kg 26,7179 68,9+31,7

Valores expressos como média + S.E.M (n= 6 ratos por grupo). Os asteriscos
indicam valores significativos quando comparados com o grupo controle.
*p<0,05 EHG, utilizando one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey.
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APENDICE B:

Efeito da administragéo oral do EHG durante 14 dias sobre o0 a evolugdo ponderal

dos ratos (12, 72 e 142 dia) no modelo de Ulcera induzida por acido acético.

Grupo Peso—-dia1 | Peso—dia7 | Peso—dia 14 | Variacado

(9) (9) (9) (%)

Controle Machos 24213,6 247,8+12,9 254,214 .3 5,0
Fémeas | 218,1+0,9 221,123 228,3+1,9 4,7

Pantoprazol Machos | 202,2+2,0 235,3+1,2 244 1172 20,7

Fémeas | 191,825 226,4+3,3 231,1£0,5 20,4

EHG 100 | Machos | 208,9%1,5 216,5£2,7 221,31£2,0 5,9
mg/Kg Fémeas | 195,2+1,5 204+2,9 211,0+0,9 8,1

Valores expressos como média + S.E.M (n= 6 ratos por grupo). Os asteriscos
indicam valores significativos quando comparados com o grupo controle.
*p<0,05 EHG, utilizando one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey.
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Efeito da administracédo oral de EHG durante 14 dias sobre os parametros

hematologicos em ratos no modelo de ulceras induzidas por acido aceético.

Controle Pantoprazol | EHG 100 mg/Kg
Total Eritrocitos (milhdes/mm3) 7,1+0,45 8,210,2 8,1+0,4
Hemoglobina (g/dL) 14,2+0,4 15,2140,3 15,1+0,6
Hematocrito (%) 48,8+1,9 51,4+0,5 50,3+1,9
VCM (fL) 69,5+3,0 62,9+0,9 62,6+1,0
HCM (pg) 20,3+1,1 18,620,2 18,840,2
CHCM (%) 29,11+0,3 29,610,4 30,0+0,5
RDW (%) 15,940,8 15,840,4 16,310,6
Total Leucdcitos (x103/mm?3) 3,8+0,4 4,6+0,6 10,4+2,7
Neutrofilos (%/mm3) 4,710 5,6+0,9 3,5+0,9
Linfécitos (%/mm?) 89,2+1,0 86,2+2,0 89,1114
Eosindfilos (%/mm3) 3,940,3 3,940,4 4,2+0,3
Monadcitos (%/mm?3) 2,2+0,3 4,3+1,3 3,3+0,7
Total Plaquetas (x103/mm?) 675,5+56,9 634,2+34,2 756,6+47,8
Plagquetdcrito (%) 0,4+0,03 0,4+0,02 0,5+0,06
VPM (fL) 6,410,2 6,520, 1 6,410,2
PDW (%) 9,610,3 9,7+0,2 9,5+0,2

Valores expressos como média + S.E.M (n= 6 ratos por grupo). Os asteriscos

indicam valores significativos quando comparados com o grupo controle.
*p<0,05 EHG, utilizando one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey.
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Efeito da administragéo oral de EHG durante 14 dias sobre os parametros

bioquimicos em ratos no modelo de ulceras induzidas por &cido acético.

Paréametros Bioquimicos Controle Pantoprazol EHG 100 mg/Kg
Proteinas Totais (g/dL) 7,710,4 7,310,4 8,1+0,4
Albumina (g/dL) 3,610,4 3,510,2 3,410,3
Uréia (mg/dL) 54,9134 68,6+2,5 67,5+4,2
Acido Urico (mg/dL) 1,3+0,2 1,3+0,1 1,4+0,2
Fosfatase Alcalina (U/L) 53,8+7,0 68,8+7,8 65,419,7
ALT (U/L) 91,9117,4 83,217,2 84,5+10,8
AST (U/L) 355,2+26,8 387,8+£16,9 373,6+14,7
Colesterol Total (mg/dL) 82,4+11,9 102,2+11,2 123,4+8,8*
Colesterol HDL (mg/dL) 25,3+3,9 38,2+10,4 24,8443
Triglicerideos (mg/dL) 37,41+2,0 39,145,8 50,544,7*

Valores expressos como média + S.E.M (n= 6 ratos por grupo). Os asteriscos

indicam valores significativos quando comparados com o grupo controle.
*p<0,05 EHG, utilizando one-way ANOVA, seguida do teste de Tukey.
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ANEXOS

A. Cépia da aprovacido do projeto no Comité de Etica (CEUA — UFMA)

B. Copia do comprovante do pedido de depésito da patente
“COMPOSICOES FARMACEUTICAS PARA DISTURBIOS GASTRICOS A

BASE DE GEOPROPOLIS”.

C. Normas para submissao de artigo ao periédico “European Journal of

Pharmacology”

D. Normas para submissdao de artigo ao periédico “Journal of

Ethnopharmacology’.
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ANEXO A: Cépia da aprovacio do projeto no Comité de Etica (CEUA — UFMA)

UNIVERSIDADE FEDERAL D0 MARAMHAD

A
-""]‘_i:"l--Ii COMIZZAD DE ETICA NO USD DE AMIMALE

FhHEEéH CONZUBSTANCIADD IMICIAL |N° do parscerDE

PROJETD DE FEEGILIZA Anpiciro da CELA: 0814
N” de Profoocto: Z3116.007041/2014-48
Data ds snirads na CEUA: ZROED4

Farser ARRDYADD COM REIIHEHDN.}I:?E!-

| —lgentifcagio

TRulc do projebo:
AL 042 ATIIDADES ANTIULCEROGENICA E GASTROFROTETORA, DE EXTRATO
E EE I GECPROFPOLIE DE Malipona fascioulats Smith (TIOBA]

Igenifiossdo da sguips sxsoutom:
Débors Lusna Fibsiro Pessoa, Anionic Caorles RomSo Borges, Mara do Socomo de Sowsa
Cartdgermes, Mardk=me Sdvers da Rocha Borges, 24nia Marda Faras Freire, Cenlison Armorim visma

Inetinalgdo omds card mallzadio: UFLLA

Area tematioa; Nio o= Muttodnirioo: BMic Dtz de recsbimesho:
aplica
a4
Conperagio setrangelra: Data de dewolugdio:
Znard
Il — O jakiwoc:
Dibjsthen garal:

-Ayalar a afvidade *amaccldgica do exiraio de geopripols de Mellpons Tasciouata 2mEh
(TIJBA] na muccsa gashica de roadones.

Cihjatheon SEDad foon

- Yerificar a u-;!n oo exirabo do peoprdpolls &m modelos experimentals de dosra g&sinca
Induzidas =m rains = camundonpos por Indomietscing ow stanol;

- Investigar o efefo do exiaio na secreglo gasirica = na procuclo de mum pela oS
QASTICA dE S & CAHMURSoNgos;

- Ayalar o =iy do exiraio do geopropols na clioproterio gisica de Foedores; Id=nEncar
I'm-;-!ﬂ ='ow compostos om  afvidade anbulcemg&nica = gasimproizsiorm alewés de
fracionamienio blomonBorado dos exraios do genprdpslls.

Il - Fumidris do projeto:

O ‘raiamenio farmacoldgco da o= pépiica & apresenia mulcs wrangos, RO en@nio o
resposia limiada d= alguns pacenbes ao aBEmenbs = os ofsiios oolaterals consiheem-s= =m
desvartagens frenfe a0 atamento Tamacoldgico adotsdo na afualldades. WVaros eshidos
Indicam gue o componentes athocs presemtes na propols & & seus derivados slo utilzados
par2 o tratamenty de dosp{as esiomacals. Considerando Que no esiado do Maranndo
populsmEents o dervados o= Melpona tEscicua@ 2mith (Toby) 8o bastante: utilzsdos pars
pabsiogias gasTicas, = gu= 3 [Eeralum cleniflca rfo refers =shodos que demorstem a



abvidades oo geopnipodlls d= Melipona fascliouata SmEn no irafic gasirinesinal, 0 esosdo
pretence Tomecer resuiindos gue permiam avallar & uillzaclo desie componenie comio
afiemabva na obienplo de novos medicamenios. 05 sepuintes modsios supedmentals serko
utizads: lesles gasiricas Induzidss por Indometacing & por stamol &= animalks submetidos &
um j=jum madio de 16 homas serfo saparsdos =m grupos = reosberfo por via ol exralo de
geopnipolls, omepraenl (20 ekl ou vekulo. Apds uma fom@ o animals recsberSc
Indormietacing (10 mgikgl ou =tancl & TS%, de acordo oo & tacnica empregsds. Em sapulds 05
estdmiagas serdo nefiradss & serfo reallzsdes & andlse maoosoopica & avallapio histoldgica
das ieslies. Tambdm serd avallads 3 produclo do miuco da muccsa gasTica, omde aptes [ejum
de 16 horas os animals serlo ratsdos por via oral com exiralo de geopnipolls, misopresiol
(100 pofkgd ou wvelculo. Apds oA ForE, oF sagmenios glandulsres dos =chimagos serlo
remicidos, pesydos & manbdos em uma soluclio de Alclan iue 1%, ADSS lWBgens SuCEsshas
as concentracles de Aiclan Blue mmplersds oom o muco serio determinadas. Ma avalacko
da secrecls Ackds basal osanimals separados & gnupos receberlo por via intraduodenal
geopripolls, omeprarcd (20 mgfigl ou velkcuio. O lavado gasirico serd recolhbdo, haverd a
determinacic do volume, ds ackder Ikte em pHmeto & da acider kotal por tRulacko com
sciuclo de MaDH 0,18 A paridpaclo do dwids nitico (MO = dos grupsmientos subldrila (2H])
na cloprotecio ambém serfio avallsdos.

I¥ - Comsntario do relsior frenis 4 recolugdo 778 de 28 de agocio ds 2000 &
gomiplemeTarss sm pariloular cobos:

O alual projeio serd resllzscs nas dependéndas do Depariamenio de Céncas
Fisicitgicas da Universidsds Federal do Maranh8o (USKA), no Labomabino de Pesquisa & Pos-
Graduaglc = Farmacoiogia. A sua vigénda serd de 24 meses a nidar apts a aprovagio
desta comissdo. O pmojeto sty orpado em 8 mil reals e serd finandado por recrsos
disponfyels de projeios anberiores do gropo. O projebs estd conclso & ooersnie quanio 305 sEus
ohjetives. Serlo ulllzados reios = camundongos machos = #meas, oom Kade =nire 45 = 50
dlas. Jegunoo o caltulo amosTal 4o pesquissdor, serlo ubkzsdos 40 anirals por axpenim o
prevenlemiss do Bliotdho Central da UFKSA. Os miétodos a s=rem utlizados =stlo dancs = =ha

bassxydos =m arbigos publicydes = revisias conceBusdas, mias nlo =stio muBo cliaros &
especie animal a ser uwlizsds =m cada mdlodo. Os anbmals ndo serlo expostos & esregse =
sarfo mutancsiados por epcEsso de O02. O anmals remanescantes ndo sarSo wsados para
ostre fim.

¥ - Penddnolac
Bl i pendéndas

W1 — Asdomis ndagde
-  Esclamecer gual sspéde sem usyd em cada mEindo de o gasTica

- Estms rscomendaples nSo inviabiizam o leicko da execuclo dos  esperimentos.

Wl — Parscsr aoncubsianolado da CEUA

O proeio  InShulado .'l.'.'.-'l.LL-'l.l;.l;.l:l DAZ ATIVIDADEZ ANTIULCEROGEMICA E

GAZTROFROTETORA OE EXTRATS E FF‘.-".'.T.-'.‘JEE: DO GSECPROPILIZ DE Msipona
fascicuiata 3mEh (TIUEA) wlilzard 40 mas = 40 camundongos., no periodo de dols anos, & Tol
considerado APR O ADD peda CELATUFTR

oo Luls, 26 7 03§ 15

Fmoéa Dra Ludlenes Amorim Siva

Fresidenbs da CEUA FUFMA
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ANEXO B: Copia do comprovante do pedido de depdsito da patente
“COMPOSIGOES FARMACEUTICAS PARA DISTURBIOS GASTRICOS A BASE

DE GEOPROPOLIS”

INSTITUTO £ 3"1 -:|:119112
" o d Ly 11/05/2016
h m PROPRIEDADE
WOUSTRIAL L0} |||||||| i

0.000.2.2.18.0362155.5

Pedido nacional de Invencao, Modelo de Utilidade, Certificado de
Adicdo de Invengado e entrada na fase nacional do PCT

Numero do Processo: BR 10 2016 010613 3

Dados do Depositante (71)

Depositante 1 de 1

Mome ou Razio Social: Universidade Federal do Maranhao
Tipo de Pessoa: Pessoa Juridica
CPFICHNPJ: 08278103000118
Macionalidade: Brasileira
Qualificagio Juridica: Instituigio de Ensino e Pesquisa
Enderego: Av. dos Portugueses, 1888 - Cidade Universitaria, Bacanga
Cidade: Sio Luis
Estado: MA
CEP: 65080-805
Pais: Brasil
Telefone: (88) 32728710
Fax:

Email: nit-dapif@ufma.br

Dados do Pedido

Matureza Patente: 10 - Patente de Invengdo (FI)

Titulo da Invengio ou Modelo de "COMPOSIC OES 'A?FLI'IACEL.ITICA PARA DISTURBIOS
LHilidade (54): GA,:-THICCIE A BASE DE GEOPROPOLIS
Resumao: A presente invengdo trata-se de composicies famacéuticas a base

de extrato liofilizado de geopropolis & seu use no auxilio do
tratamiento de distirbios gastricos, como altemativa de origem
natural eficiente sem a complexidade das formulages e os
significatives efeitos adversos apresentados pelos tratamentos
convencionais de combate a gasfrites e dlceras pepticas.



Dados do Inventor (72)
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nventor 1de s

Nome: DEBORA LUANA RIEEIRO PESSOA
CPF: 54652513349
Naclonaligade: Srasida
Quaiiicagdo Fisica: Enfermeiro de nivel SUPSTor, NUENCIONISE, faAMacaunico @ anns
Enderego; RUA 20, QUADRA 03, CASA 14, CENTRAL PARK-ARACAGY
Cidade: SAD JOSE DE RIBAMAR
Estado: MA
CEP: 55110-000
Pals: BRASIL
Telefone: (93) 338 535823
Fax:
Emall: debbyehna2yahoo.comar
nventor 2de 5

Nome: MARILENE CUVEIRA DA ROCHA BORGES
CPF. 22723860215
Nacionalidade: Srasieia
Quamcacdo Fislica: Enfenmero o2 nivel superor, NUENCIONSEa, Tannacsuico @ anns
Enderego: RUA OSIRES, 6. EDIFICIO EL GRECO, APTO. 602, JARDIM
cioace: SKOLUIS
Estado: MA
CEP: 68975775
Pals: BRASIL
Telefone: (93) 992 224445
Fax:
Emall; rocha.martieneghuima.br
inventor 3de S
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Nome: ANA KELY ARALUO SOUSA
CPF. 02730097376
Naclonaidade: Brasiieia
Quamcagdo Fisica: Enfermeiro o2 nivel superior, NUENConisia, famnacuico & afns
Enderego: Alameda 6, Condominio Buena Vista, Bloco N, Apt.303. Saqumdo.
Cigage: SAO LUIS
Estago: MA
CEP:; 85051-550
Pals: BRASIL
Telefone: (S3) 981 737643
Fax:

Emall: rocha.martieneguima.tr
nventor4 de S5

Nome: ANTONIO CARLOS ROMAO BORGES
CPF: 23718331349
Naclonaidade: Srasieia
Quaificagdo Fisica: Enfermairo o2 nivel SUperor, NUNCIONISEa, TanMacurico @ ans
Enderego: RIUA OSIRES, 6. EDIFICIO EL GRECO, APTO. 632, JARDIM
Cigade: SAC LUIS
Estado; MA
CEP: 65075-775
Pals: BRASIL
Telefone; (33) 932 084445
Fax:
Emall; romao.antonio@utmabe
ventor Sde S



Home: MARLA NILCE S0USEA RIBEIRO

GPF. 03211508234
Macionalldade: Sasieia

Quaifcacdo Fiskea: Enfenmeirn de nivel supsnorn, nubnconista, fammacsutico e afins

Enderegn; AVEMIDA DOS HOLANDESES, 1. EDIFICID TOM JOBIM, APTOL
CALHAL

Gldade: % Luls
Estada; Ma
CEP; 65071-380
Pals; BRASIL
Telelone; (93] 388 427475
Fan:
Emall; mrriemgusmabe

Documenios anexados
Tipo Anexo Name
Ralattrio Descrtive RELATORID DESCRITIVO.pIf
Revindicagio REVINDICACDES paf
Ressamo RESUMO.pat
Comprovante de pagamenio de GRL 200 COMPROVANTE DE PAGAMENTD pdr
Acesso 30 Patimania Genatico

Deciaragdo Megatva de Acessn - Decan que o objedo do presants pedido de patants de InmvengEo
ndo fol oobido em decomméncia de acesso & amostra de

Eraslieio, o acesso fol reallzado antes de 30 de junho ge 2000, ou ndo se aplica.

Declaragdo de veracidade

dio Patrimédnio Gengticn

IEI'DE{HM. 500 35 penas da lel, gue todas as Informapdes acima prestadas sdo0 compleias e

werdadeiras.
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