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Somos todos um so. Acabo de perceber. Células de um corpo que ndo
Vemos como 0s peixes ndo véem o mat.

Dai nos invejamos, nos ferimos, nos odiamos. Tolice, ndo é? A célula
cardiaca odiar a pulmonar.

Cassie, Os trés



RESUMO

A Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent € uma planta de pequeno porte
pertencente a familia Ulmaceae, possui ramos muito flexiveis, geralmente em forma
de zigue-zague, compridos e armados de espinhos. As folhas séo curto-pecioladas,
ovado-oblongas ou ovadas e possui tamanhos que podem variar de 5-13 cm de
comprimento e 3-7 cm de largura. O cha das folhas desta planta € usado
popularmente para dores no corpo, reumatismo, dores no peito, asma, célicas, ma-
digestdo e como diurético. Amostras das folhas foram coletadas em Campestre-GO,
identificadas e uma exsicata depositada no Herbario da UFG sob o n°® 40110. Foram
realizadas analises macro e microscopicas e parte do material botanico foi seco e
triturado para a realizacdo dos testes de umidade, cinzas totais e insoliveis em
acido, triagem fitoquimica e obtencao do extrato aquoso das folhas do esporao-de-
galo (EAEG). O EAEG foi obtido por infusdo a 3% do p6 das folhas. Camundongos
Swiss (machos, adultos, pesando entre 25 — 35 g) foram pré-tratados oralmente
com EAEG (70, 200 e 600 mg/kg), veiculo (dgua filtrada 10 mL/kg) e ranitidina (50
mg/kg), antes da inducdo das lesdes gastricas por indometacina (30 mg/kg s.c.),
etanol 75% (v/v) e estresse por contencéo e hipotermia. Os efeitos do extrato sobre
o volume, pH e acidez total da secrecdo gastrica foram avaliados pelo método da
ligadura pilérica, sendo que os tratamentos foram realizados por via intraduodenal
(i.d.). Avaliou-se também a influéncia do EAEG no transito intestinal dos animais,
com tratamentos prévios realizados por via oral. Na analise macroscoépica observou-
se caracteristicas comuns da espécie. Na analise microscopica observou-se
estruturas, tais como: tricomas tectores curtos e longos, unicelulares e
pluricelulares, células epidérmicas de tamanhos variados, células contendo drusas,
cristais prismaticos e cistolitos. Na prospeccao fitoquimica foi detectada a presenca
de mucilagem, cumarinas e flavonoides. O rendimento do processo extrativo para
obtencdo do EAEG foi de 20%. Nos modelos de Ulceras induzidas pelos diferentes
agentes: indometacina, etanol e estresse nas doses de 70, 200 e 600 mg/kg,
observou-se reducdo do numero de lesdes provocadas por esses agentes. Quando
o EAEG foi administrado pela via intraduodenal, observou-se diminuicdo do volume,
da acidez livre e total da secrecdo géastrica em camundongos com ligadura de
piloro. Na avaliacdo da influéncia do EAEG sobre o transito intestinal observou-se
aumento somente com a dose de 600 mk/kg. Os resultados encontrados neste
trabalho permitem sugerir que o EAEG contém principios ativos gastroprotetores
que ndo reduzem a motilidade intestinal podendo justificar o uso popular da planta
para tratar gastrites e Ulceras.

Palavras-chave: Plantas medicinais, Celtis, cumarinas, flavondides, mucilagens,
gastroprotecao.



ABSTRACT

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent is a small postage plant belonging to the Ulmaceae
family, it has very flexible branches, usually in a crossed and overcoated form armed
with spines. The leaves are short-petioled, ovals and have sizes that vary from 5-13
cm long and 3-7 cm wide. The tea obtained through it leaves is popularly used for
body pain, rheumatism, chest pain, asthma, cramps, poor digestion, and as diuretic.
Samples were collected in Campestre-GO, a exsiccates identified and deposited in
the Herbarium of UFG under number 40110. It was performed macro and
microscopic analysis and part of the botanical material was dried and ground to
testing for moisture, total ash and acid insoluble ash, phytochemical screening and
obtaining the aqueous extract of leaves of espordao-de-galo (EAEG). The EAEG was
obtained by infusion of 3% of the powder of the leaves. Swiss mice (male adult,
weighing between 25 to 35 g) were pre-treated orally with EAEG (70, 200 and 600
mg / kg), vehicle (water filtered 10 mL / kg) and ranitidine (50 mg / kg) before
induction of gastric lesions by indomethacin (30 mg / kg sc), ethanol 75% (v / v) and
by restraint stress and hypothermia. The effects of the extract on the volume, pH and
total acidity of gastric secretion were evaluated by the method of pyloric ligation, and
the treatments were performed by intraduodenal administration (id). It also assessed
the influence of intestinal transit EAEG in animals with previous treatments made
orally.. In macroscopic analysis were confirmed common characteristics of the
species. In the microscopic analysis it was observed structures, such as: short and
long trichomes, unicellular and pluricellular, epidermal cells of various sizes, cells
containing druses, prismatic crystals and cystoliths. In phytochemical prospecting
was detected the presence of mucilage and secondary metabolites as coumarins and
flavonoids. The efficiency of the extraction process was 20%. In models of ulcers
induced by different agents: indomethacin, ethanol and stress in doses of 70, 200
and 600 mg/kg, there was reduction in the number of injuries caused by these
agents. When the EAEG was administered by intraduodenal route, there was
reduction in the volume of total and free acidity of gastric secretion in mice with
ligation of pylorus. In assessing the influence of EAEG on intestinal transit was
observed increase only with the dose increased to 600 mg/kg. The results suggest
that the EAEG contains active ingredients gastro protectors that do not reduce
intestinal motility and may justify the popular use of the plant to gastritis and ulcers.

Keywords: Medicinal plants, Celtis, coumarins, flavonoids, mucilages, gastro
protection.
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1 INTRODUCAO

A historia do desenvolvimento das sociedades humanas esteve sempre
intimamente ligada ao uso que os povos faziam dos recursos naturais ao seu dispor.
Entre eles, um dos recursos que mais contribuiu e continua a contribuir para a
sobrevivéncia dos povos € o conjunto de espécies vegetais que constitui a flora de
cada regido do globo terrestre. Foi desses recursos que os diferentes povos, pela
observacdo dos animais e pela experimentacédo, através do método de tentativa e
erro, foram selecionando as plantas Uteis para suprir as mais diversas necessidades,
desde a alimentag&o ao seu uso como planta medicinal (HOLMSTEDT, 1995).

Em termos histéricos podemos dizer que muitos dos farmacos usados na
medicina ocidental durante o século XX resultaram de estudos etnofarmacolégicos
efetuados inicialmente pelos médicos e naturalistas, alguns dos quais integraram as
expedicdes cientificas que os europeus realizaram as diferentes regides geograficas
do globo a partir do século XVI. Dos relatos do uso e das amostras de muitas drogas
utilizadas pelos povos indigenas, com que 0S europeus contactaram, resultou a
experimentacdo, o estudo e a inclusdo de muitas dessas drogas nas farmacopéias
(COX, 1994).

Atualmente, a estratégia utilizada para a utilizacdo de plantas medicinais € a
abordagem etnofarmacolégica, que consiste em combinar informacfes adquiridas
junto a comunidades locais que fazem uso da flora medicinal com estudos
quimicos/farmacologicos. Este método permite a formulacdo de hipéteses quanto as
atividades farmacolégicas e as substancias-alvos responsaveis pelas acoes
terapéuticas relatadas pelas populacfes usuarias (ELISABETSKY; SETZER, 1985;
ELISABETSKY, 1987).

A consideracdo de conhecimentos populares acerca do uso de plantas
medicinais possibilitou a descoberta de alguns farmacos, dentre eles; atropina,
artemisina, colchicina, digoxina, efedrina, morfina, pilocarpina, quinina, reserpina,
taxol, vincristina e vinblastina (GILANI, 2005).

Segundo a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 1998), 65 a 80% da
populacdo mundial utilizam as plantas medicinais como primeira alternativa em
cuidados de saude. Contudo, poucas plantas, menos de 10%, tém estudos
cientificos que as validem quanto a qualidade, eficacia e seguranca (GARCIA, 2009).

No entanto, os estudos quimicos, farmacoldgicos e toxicoldégicos de plantas
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medicinais tem crescido expressivamente, um exemplo importante foi a obtencao do
oseltamivir, farmaco derivado a partir de modificacdo quimica do Anis estrelado.

Existem no mundo cerca de 250.000 a 300.000 espécies de plantas sendo
que o Brasil possui cerca de 20% da flora mundial e somente uma pequena parte é
alvo de pesquisas cientificas (CALIXTO, 2005).

De acordo com a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
fitoterapico € o medicamento obtido empregando-se exclusivamente matérias-primas
ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da eficacia e dos riscos de seu
uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade. Existem 3
formas de registro para medicamentos fitoterapicos. O primeiro obedece um sistema
de pontuacdo para cada tipo de referéncia biblografica dentro de uma lista
padronizada devendo atingir no minimo 6 pontos, fitoterapicos ja estudados em
outros paises. O segundo sitema de registro baseia-se na comprovagdo de
seguranca de uso (toxicologia pré-clinica e clinica) e de eficacia terapéutica
(farmacologia pré-clinica e clinica) do medicamento e o terceiro sistema onde o
registro € feito a partir de levantamento bibliografico (etnofarmacolégico e de
utilizacdo, documentacbes tecnicocientificas ou publicacdes) que comprove
indicacao de uso, auséncia de risco toxico ao usuario e comprovacao de uso seguro
por no minimo 20 anos, fitoterapicos de uso tradicional. Os medicamentos
fitoterapicos, como todos os outros medicamentos, devem oferecer garantia de
qualidade, ter efeitos terapéuticos comprovados, composi¢cao padronizada, eficacia e

seguranca de uso para a populacdo (BRASIL, 2004).

1.1 ULCERA PEPTICA

1.1.1 Etiologia

A Ulcera péptica pode ser dividida de acordo com a sua localizacdo em ulcera
gastrica e ulcera duodenal e representa uma condicao patologica que afeta grande
parte da populacdo mundial e que apresenta diversos fatores de risco, tais como:
estresse, tabagismo, ingestdo de bebidas alcodlicas, deficiéncias nutricionais e uso
cronico de anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINEs) (ISHIHARA et al., 2008).

A fisiopatologia destas Ulceras é multifatorial. E o resultado de um

desequilibrio entre fatores de agressao (HCI, pepsina, Helicobacter pylori) e fatores
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de protecdo da mucosa (prostaglandinas, muco, bicarbonato, éxido nitrico e outros)
(ARUN; ASHA, 2008) e da sua interacdo com os fatores exogenos (GOTTELAND et
al, 2002).

1.1.2 Fatores agressores da mucosa gastrica

1.1.2.1 Acido cloridrico e pepsina

O &cido cloridrico juntamente com a pepsina configuram-se como importantes
fatores de agressdo da mucosa gastrica (ABDEL-SALAM et al., 2001). Contudo, a
presenca do suco gastrico na luz do estbmago, ndo é o unico fator na patogénese
da gastroenteropatia provocada por AINES, por exemplo, mas € um importante fator
de contribuicdo da cronicidade destas lesdes, interferindo com a homeostase e
inativagcdo de fatores que sdo importantes na defesa e reparacdo da mucosa
gastrica (WALLACE, 2001).

Outras substancias enddgenas, como a bile e enzimas pancreaticas, também

participam do processo de injuria da mucosa duodenal (ABDEL-SALAM et al., 2001).

1.1.2.2 Anti-inflamatérios ndo-esteroidais

Os anti-inflamatérios nédo-esteroidais (AINES) sd@o os principais agentes
relacionados a Ulcera gastrica (HEEBA et al., 2009).

Aproximadamente 20% dos usuarios de AINE’s desenvolvem algum tipo de
Ulcera gastrica ou duodenal (WALLACE, 2001).

Os AINEs inibem a ciclooxigenase (COX) e consequentemente a producéo de
prostaglandinas E, (PGE,) e I, (PGl,, prostaciclina) e reduzem a intrinseca
habilidade da mucosa gastrica em resistir a injuria induzida por agressores
enddgenos e exdégenos (HEEBA et al., 2009).

Os AINEs reduzem o fluxo sanguineo e provocam lesdo da mucosa gastrica
através de diversos mecanismos incluindo a inibicdo da sintese de prostaglandinas
(PG), inibicdo da producdo de muco e secre¢do de bicarbonato (retrodifusdo de ion
H™"), reducdo da hidrofobicidade da camada de muco, geracio de espécies reativas
de oxigénio (ERO), peroxidacéo lipidica, infiltracdo de leucdcitos e inducdo de
apoptose (CHAN, 2001; HEEBA et al., 2009).
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O uso de AINEs, especialmente os inibidores da ciclooxigenase 2 (COX-2),
permanece limitado pela capacidade desses agentes de provocar ulceracao
gastroduodenal (WALLACE, 2001; BLANDIZZI et al, 2009) e alteragdes
cardiovasculares, principalmente através da diminuicdo da vasodilatacdo mediada
pela prostaciclina, agregagcdo plaquetaria mediada também pela prostaciclina e
tramboxano A2 (TXA2) e maior risco de desenvolvimento de aterosclerose (ARAUJO
et al,, 2005).

1.1.2.3 Etanol

O uso excessivo de alcool etilico resulta em lesdo gastrica caracterizada por
edema de mucosa, hemorragias subepiteliais, exfoliacdo celular e infiltracdo de
células inflamatérias. Estudos sobre a patogénese da Ulcera géstrica induzida por
etanol sugerem que 0 evento inicial no processo sdo as alteracdes no endotélio
vascular resultando em aumento da permeabilidade vascular, formacéo de edema e
alteracdes epiteliais. Contudo os mecanismos pelos quais o etanol provoca lesdo
géastrica dependem da concentracdo do etanol e ndo sdo totalmente conhecidos,
sendo que solu¢des mais concentradas exibem efeito local e solugbes mais diluidas
efeito central culminando no estimulo da liberacdo de HCI. Outros fatores também
estdo implicados, dentre eles, produtos do metabolismo do acido araquidénico,
radicais livres derivados de oxigénio e produtos liberados pelos mastécitos
(JAHOVIC et al., 2007).

O etanol provoca congestdao capilar que precede a total estase do fluxo
sanguineo na area da mucosa gastrica lesionada (ABDEL-SALAM et al.,, 2001),
provoca também aumento da permeabilidade da mucosa e liberacdo de produtos
vasoativos causando dano vascular e necrose das células da mucosa gastrica. As
ERO tém importante papel na patogénese das lesdes gastricas provocadas por
etanol (ARUN; ASHA, 2008).

1.1.2.4 Estresse fisiolégico
Estresse fisioldgico denota o estado gerado pela percepcéo de estimulos que

provocam excitacdo emocional e, ao perturbarem a homeostasia, disparam um

processo de adaptagcdo caracterizado, entre outras alteragfes, pelo aumento de
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secrecdo de adrenalina produzindo diversas manifestagdes sistémicas, que podem
ser psicoldgicas ou fisiologicas. O termo estresse refere-se a uma resposta geral e
inespecifica do organismo a um agente ou a uma situacao estressante (MARGIS et
al., 2003).

O estresse induz a peroxidacao lipidica a partir do aumento dos niveis de
peroxidase lipidica. A conseqiéncia desse processo é 0 aumento da geracao de
ERO ocasionando, consequentemente, dano oxidativo que é considerado fator
comum na patogenia de diferentes modelos experimentais e clinicos de Ulcera
(SAIRAM et al., 2002).

Estudos revelam que a ativacdo de nervos sensores que atuam no trato
gastrointestinal (TGI) podem influenciar a funcdo secretora do estbmago e tem um
importante papel no mecanismo de integridade da mucosa gastrica e citoprotecao
por aumentar o fluxo sanguineo da mucosa via liberacao de peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) pelas terminagbes nervosas aferentes (BRZOZOWSKI
et al., 2008).

1.1.2.5 Motilidade gastrintestinal

Dentre os vérios fatores responsaveis pela regulacdo da motilidade
gastrintestinal estdo a acetilcolina e a serotonina (JEONG et al., 2009). A serotonina
presente nos nervos entéricos € sintetizada no sistema nervoso entérico pelos
neurbnios serotoninérgicos que constituem cerca de 2% de todos 0s neurdnios
mesentéricos (SIKANDER et al.,, 2009). A ativacdo intrinsica de subtipos de
receptores de serotonina, especialmente 5-HT3; e 5-HT,4, em nervos aferentes pode
estimular o peristaltismo e a secrecédo acida gastrica contribuindo para a formacéo
de lesdo gastrica (JEONG et al., 2009).

1.1.2.6 Helicobacter pylori

A bactéria Helicobacter pylori coloniza o estbmago de mais da metade da
populacdo mundial e a infecgcdo provocada, continua a ter um papel chave na
patogénese de doencas gastroduodenais.

A colonizagdo do estbmago por H. pylori resulta no desenvolvimento de

gastrite cronica nos individuos infectados e em uma extensao de pacientes a gastrite
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evolui para complicagcbes como Ulceras e neoplasias gastricas (KANDULSKI et al.,
2008).

Individuos infectados com H. pylori e que utilizam AINE’s tém uma diminui¢ao
do fluxo sanguineo na mucosa duodenal , sendo que o fluxo da mucosa gastrica
permanece praticamente inalterado (CHAN, 2001).

A forte correlacédo entre a colonizacdo por H. pylori e a Ulcera gastrica esta
bem estabelecida por um grande nimero de estudos. O resultado clinico da infec¢ao
€ altamente variavel e depende do hospedeiro, fatores ambientais e viruléncia da
bactéria (KANDULSKI et al., 2008).

1.1.2.7 Tabagismo

Estudos epidemioldgicos indicam que o tabagismo estd comumente
relacionado ao desenvolvimento de Ulcera gastrica, sendo 0 mesmo um altissimo
fator de risco para o desenvolvimento de cancer gastrico (GOTTELAND et al., 2002).

A Ulcera gastrica e duodenal é mais prevalente em fumantes que em nao
fumantes. O tabagismo provoca diminuicdo da secrecdo de bicarbonato, diminuigéo
da pressédo do es6fago e esfincter pilérico e diminuicdo da cicatrizacdo de Ulceras
induzidas por medicamentos (PASUPATHI et al., 2009).

Tem sido demonstrado em estudos que o tabagismo diminui os efeitos
terapéuticos dos antagonistas de receptores H, (GOTTELAND et al.,, 2002;
PASUPATHI et al., 2009), estimula a secrecdo de pepsina, promove o refluxo de
contetdo do duodeno para o estdmago, aumenta a producdo de radicais livres e
liberacdo de fator de agregacao plaquetaria (PAF). Também provoca diminuicao de
fatores de protecdo como o muco, prostaglandinas e fluxo sanguineo da mucosa
(GOTTELAND et al., 2002).

1.1.3 Fatores protetores da mucosa gastrica

1.1.3.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) representam o principal fator de protecdo da

mucosa gastrica, sao eicosanoides derivados da COX-1 e COX-2 e estdo envolvidos

em uma variedade de processos fisioldgicos e patolégicos no TGI.
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As PGs estdo presentes em todo TGIl. Dentre elas, a PGE; e a PGl
(prostaciclina) sdo as produzidas em maior quantidade, mais conhecidas e com
maior variedade de acdes (DING et al., 1997).

A PGI,; tem um importante papel na citoprotecéo e vasodilatacdo da mucosa
gastrica (WANG et al., 2005).

A producdo de PGs pela ciclooxigenase na mucosa gastrica mantém uma
adequada circulacdo, estimula a producdo de muco e secrecdo de bicarbonato. A
diminuicdo dos niveis de PGs, geralmente provocada por AINE’s, provoca aumento
da secrecdo acida, possibilitando o surgimento de um quadro de Ulcera gastrica
(HEEBA et al., 2009).

Estudos farmacolégicos tém classificado os receptores de PGE; em 4
subtipos, EP1, EP,, EP3 e EP4, presentes em todo TGI. No estbmago o receptor EP;
estd presente na camada muscular gastrica e os receptores EP; e EP, foram
encontrados em células do epitélio gastrico e células parietais (DING et al., 1997). O
receptor de PGI, € denominado de IP (WANG et al., 2005).

1.1.3.2 Circulacdo sanguinea

Nos ultimos anos, tem sido destacadas evidéncias experimentais que
enfatizam o papel do fluxo sanguineo e em particular da microcirculacdo na
patogénese da leséo gastrica. O fluxo sanguineo adequado participa do processo de
protecdo da mucosa e a sua diminuigcdo compromete essa protecdo (ABDEL-SALAM
et al., 2001).

O fluxo sanguineo da mucosa contribui para a manutencao da integridade da
mucosa gastrica. O estdbmago pode tolerar altos niveis de acidez, se houver um

adequado fluxo sanguineo para remover o excesso de ion hidrogénio (CHAN, 2001).

1.1.3.3 Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) € um mediador quimico que apresenta diversas fungdes.
Ele € gerado a partir da L-arginina pela éxido nitrico sintase (NOS). O NO é
considerado o 2° principal fator de defesa da mucosa gastrica e participa do
processo de regulacdo da secrecdo acida gastrica e modulacdo da integridade da
mucosa gastrica (HEEBA et al., 2009).
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O NO esta diretamente envolvido na regulagéo do fluxo sanguineo gastrico e
na microcirculagdo, o mesmo provoca relaxamento do musculo liso dos vasos
sanguineos. Isso ocorre através do aumento da [Ca '] que favorece a formagado do
complexo Ca**-calmodulina que provoca ativacdo da NOS que por sua vez aumenta
0s niveis de NO no citoplasma da célula endotelial. O aumento de NO provoca
ativacdo da guanilato ciclase (GC) que converte o trifosfato de guanosina (GTP) em
guanosina monofosfato ciclica (GMPc) provocando relaxamento da célula (OLINDA
et al., 2008).

O NO tem um importante papel regulatério na resposta fisiolégica. No TGl,
doadores de NO provocam diminuicdo da secre¢do gastrica por um mecanismo de
distenséo (HASEBE et al., 2005).

O NO é um dos principais fatores envolvidos na regulacéo do fluxo gastrico e
da microcirculagdo gastrica por promover relaxamento da musculatura lisa dos vasos
sanguineos (OLINDA et al., 2008).

1.1.3.4 Mucosa

A habilidade do estdbmago e duodeno em resistir a injuria induzida por
enzimas e &acido cloridrico, além de outros agentes irritantes € referida como
mecanismo de defesa da mucosa.

A secrecdo de muco e bicarbonato, a vasodilatagcdo da mucosa e a rapida
regeneracao do epitélio estdo entre os componentes de defesa da mucosa que sao
fortemente regulados pelas PGs (WALLACE; FIORUCCI, 2003).

O muco € uma substancia viscosa e elastica, ndo homegénea, formada por
biopolimeros, que reveste a mucosa do estbmago, bem como de todo TGI (LAl et al.,
20009).

O muco é uma barreira semipermeavel que reveste e protege a maior parte
da superficie do tecido endotelial do TGI (CONE, 2009).

A funcdo do muco varia entre os diferentes organismos, dentre elas, a
protecdo contra patdgenos, toxinas, substancias irritantes e pequenas particulas
provenientes do ambiente externo. Também auxilia no transporte de substancias do
estbmago para o colon, servindo como um lubrificante durante o peristaltismo e

minimizando a fricgdo entre os 6rgdos (LAl et al., 2009).
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1.2 SECRECAO ACIDA GASTRICA

A secrecdo acida gastrica € influenciada por fatores nervosos e hormonais. O
processo fisioldgico € controlado por um numero de segundos mensageiros cujas
vias sdo ativadas como resultado da ligacdo de gastrina, acetilcolina e histamina a
receptores especificos sobre a superficie basolateral das células parietais. O efeito
estimulatério da acetilcolina e gastrina € mediado por um aumento do calcio
citosolico, enquanto o da histamina é mediado pela ativacdo da adenilatociclase e
formacao de adenosina monofosfato ciclica (CAMP). A potenciacdo entre histamina e
gastrina ou acetilcolina reflete na interacao pelo receptor entre as vias distintas bem
como a habilidade da acetilcolina e gastrina em liberar histamina das células tipo
enterocromafins “enterochromaffin-like cells (ECL)". A Ultima etapa na secrecéo
acida gastrica, contudo, é a estimulacdo da bomba de prétons (H*, K*-ATPase) para
secretar os ions hidrogénio (H") no limen gastrico em troca do fon potassio (K*) e o
transporte ativo do ion CI" para canaliculos nas células que se comunicam com a luz
das glandulas gastricas e, deste modo, com o proprio estbmago. A secrecdo das
células parietais € uma solucdo isotonica de HCI. A enzima H', K'-ATPase
permanece em repouso nha membrana dos tubulos citoplasmaticos, nas
microvilosidades dos canaliculos secretérios e, apds estimulo das células parietais,
ocorre uma fusdo das vesiculas citoplasmaticas com as microvilosidades dos
canaliculos secretérios promovendo a secre¢do de H' em troca do ion K
(SAVARINO et al., 2009).

1.2.1 Fatores estimulantes da secrecao acida gastri  ca

1.2.1.1 Gastrina

A gastrina € o principal regulador fisiologico da secrecdo &acida gastrica
(SAVARINO et al., 2009; CHAKRAVORTY et al., 2009). A gastrina € um horménio
peptidico produzido e secretado pelas células G, localizadas no antro gastrico,
durante a alimentacdo, cuja secre¢cdo é regulada por mecanismos de “feedback”
envolvendo a secrecdo gastrica (ROBERTSON et al., 2009).

As células G sdo moduladas pela somatostatina que provocam diminuicado da

secrecédo de gastrina (KIDD et al., 2007).
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Os receptores de gastrina estao presentes nas células parietais, sao ativados
pela gastrina juntamente com a histamina e acetilcolina que também possuem
receptores nas células parietais. Essas ligacdes aos receptores especificos de cada
substancia ativam a secrecédo gastrica (CHAKRAVORTY et al., 2009).

A gastrina, além de estimular diretamente as células parietais, também
estimulam as células ECL a liberar histamina. A gastrina estimula os receptores de
colecistocinina e gastrina (CCK;) presentes nas células parietais e nos receptores
para gastrina das células ECL (SAVARINO et al., 2009), estimula a secrecdo acida

gastrica e a proliferacéo de células da mucosa gastrica (ISHIHARA et al., 2008).

1.2.1.2 Histamina

A histamina, uma amina biogénica formada a partir da histidina pela histidina
descarboxilase, age como mediador bioquimico de uma série de reagfes de células
e tecidos em resposta a inflamacéo e acdo de antigenos. A histamina € uma das
responsaveis pela modulacédo de células epiteliais, do musculo liso e da funcéo do
sistema imunoldgico. No estbmago a histamina é liberada pelas células ECL,
localizadas nas glandulas oxinticas, e ativam os receptores H, das células parietais
como parte do processo de regulacdo da secrecdo acida gastrica (ANCHA et al.,
2007; KIDD et al., 2007).

Alguns moduladores neurais interferem na liberacdo de histamina pelas
células ECL. Acetilcolina, dopamina, gastrina e peptideo ativador de adenilato
ciclase pituitario (PACAP) sdo estimulantes das células ECL. O CGRP e a galamina,
um blogueador neuromuscular, sdo substancias inibidoras das células ECL (KIDD et

al., 2007).

1.2.1.3 Acetilcolina

O estdbmago contém neurbnios colinérgicos que inervam e estimulam as
células parietais. Essa estimulacéo é feita pela acetilcolina (FURNESS, 2000).

Os receptores muscarinicos de acetilcolina consistem em 5 subgrupos (Ms-
Ms) que sdo amplamente expressos, mediando diversas fungdes autondmicas em
alguns orgéaos, incluindo o TGI. Os receptores muscarinicos M; a Ms SAo expressos

no estdmago, sendo que somente 0 receptor Ms ndo € expresso na mucosa do



27

estbmago. A secrecdo acida géstrica € regulada pela ativacdo de receptores
muscarinicos, fato evidenciado em funcdo da secrecdo acida géstrica ser inibida
pela atropina (antagonista muscarinico) e estimulada pela acetilcolina a qual é
liberada pelas fibras pés-ganglionares, do nervo vago, no sistema nervoso enteérico.
A células parietais sdo conhecidas por expressarem receptores muscarinicos M; e
Ms. A acetilcolina também estimula as células G a secretarem gastrina e as células
ECL a liberarem histamina (AIHARA et al., 2005).

1.2.2 Fatores inibidores da secrecao acida géastrica

1.2.2.1 Somatostatina

A somatostatina, cuja liberagdo € estimulada por ativacdo colinérgica
(SHRESTHA et al., 2009), € um peptideo regulatorio, produzido e liberado pelas
células D, que modula as células G provocando diminuicdo da secrecao de gastrina
que estimula as células ECL, portanto € um potente inibidor da secrecdo de
histamina (KIDD et al., 2007; SAVARINO et al., 2009), consequentemente inibe a
secrecdo de acido gastrico e pepsina (JAHOVIC et al., 2007).

Diversos estudos demonstram que todos os vertebrados tém uma familia de
genes para a producdo de somatostatina. Sado 5 receptores ja descritos, SSTR1 a
SSTR5 (SCHONBRUNN, 2008; TOSTIVINT et al., 2008). Destes receptores
somente 0 SSTR1 esta presente em todas as espécies de vertebrados (TOSTIVINT
et al., 2008).

1.2.2.2 Prostaglandinas

As PGs, principalmente as E; e E,, diminuem a secrecdo acida gastrica basal
ao se ligarem aos receptores de prostaglandinas (PGR) presentes nas células
parietais (WALLACE, 2001).

Apbs a ligacdo das PGs aos seus receptores ocorre ativagdo da proteina G
inibitéria (Gi) e consequentemente inibicdo da enzima adenilatociclase que provoca
um bloqueio do aumento do AMPc estimulado pela histamina inibindo assim a
secrecdo acida gastrica (TWARDOWSCHY, 2007).
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Diante da revisdo da literatura e escassez de informacdes sobre a espécie
Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent e suas possiveis acdes terapéuticas relatadas no
uso popular (PILATI; SOUZA, 2006), este trabalho se propde a avaliar as possiveis
atividades do extrato aquoso da planta no trato gastrintestinal (visto a alta incidéncia
de patologias que causam desconforto gastrintestinal oriundas de diversos agentes
etioldgicos) buscando respaldar cientificamente dados etnobotanicos e demonstrar

ou ndo o potencial desta espécie vegetal para o desenvolvimento de fitofarmacos.

1.3 MORFOLOGIA E OCORRENCIA NATURAL DE Celtis iguanaea (Jacq) Sargent

A espécie Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (Figuras 1 e 2) pertence a familia
Ulmaceae, € uma angiosperma e dicotiledonea pertencente a ordem Rosales. O
grupo inclui 25 a 30 espécies classificadas nos géneros; Ampelocera, Chaetachme,
Celtis, Hemiptelea, Holoptelea, Phyllostylon, Planera, Ulmus e Zelkova. A planta &
caracterizada como arbusto ou pequena arvore, apoiante, de copa globosa, de até
10 m de altura, com ramos geralmente em forma de zigue-zague e compridos (7m),
muito flexiveis, armados de espinhos estipulares curtos, agudos, solitarios e
recurvados e com ramos pequenos, comprimidos e pubescentes. Possui tronco
tortuoso, com casca externa castanho-clara, finamente fissurada que fornece
madeira forte e muito flexivel. Sua casca possui bastante tanino (CORREA, 1984).
Possui flores pequenas, amarelo-esverdeadas ou brancas, dispostas em cimeiras
curtas ou axilares e paniculadas; estigmas lineares e bifidos; ovario unilocular.
Possui fruto tipo drupa ovéide-globosa, angulosa, obtusa ou tetragona, amarela,
contendo polpa adocicada e comestivel. As folhas sé&o curto-pecioladas (peciolos
pulverulentos), ovado-oblongas ou ovadas, muito variaveis de 5-13 cm de
comprimento e 3-7 cm de largura, agudas ou curto-acuminadas no apice, raramente
obtusas, inteiras ou grosso-serreado-crenadas na metade superior, arredondadas
ou cordiformes e frequentemente um pouco inequilateras na base, glabras ou quase
glabras nas duas paginas. A grande variacdo no tamanho de suas folhas, deu a
espécie vasta sinonimia botanica. Celtis aculeata Sw., Celtis aculeata var. laevigata
(Kunth) Planch., Celtis alnifolia (Wedd.) Planch., Celtis asperula Miq., Celtis
bonplandiana Planch., Celtis brevifolia (Klotzsch) Miq., Celtis dichotoma (Klotzsch)
Mig., Celtis goudotii Planch., Celtis hilariana Planch., Celtis morifolia Planch., Celtis
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pavonii Planch., Celtis spinosa Spreng., Celtis spinosissima (Wedd.) Mig., Celtis
triflora (Ruiz ex Klotzsch) Miq., dentre inimeras outras (CORREA, 1984).

Pode apresentar grande variacdo no nome popular, em diversas partes do
Brasil, como esporao-de-galo (Goias), tela , taleira (Rio Grande do Sul), gurrupia e
gumbixava (Sao Paulo) e sara no estado do Parana (PILATI; SOUZA, 2006; GIEHL;
JARENKOW, 2008).

Segundo Souza e Lorenzi (2008), atualmente o género Celtis esta
classificado na familia Cannabaceae, pertencente a Ordem Rosales, de acordo com
o sistema de classificacdo APGII de 2003. Resolveu-se manter o género Celtis na
familia Ulmaceae pelo fato desta ser a familia mais antiga, e até que as mudancas
segundo o sistema de classificacdo sejam confirmadas e dadas por encerradas.

Por fatores culturais e socio-econémicos a populacdo de Goias utiliza com
frequéncia plantas medicinais como terapia alternativa. Em Goiania e cidades
vizinhas € comum a comercializacdo dessas plantas por pessoas denominadas de
raizeiros que atuam em feiras livres, mercados municipais e bancas instaladas em
vias publicas (TRESVENZOL et al.,, 2006). Relatos populares espontaneos no
Estado de Goias indicam o uso do Esporédo-de-galo sob a forma de cha ou abafado
de suas folhas para o tratamento de varias queixas tais como, dores no corpo,
reumatismo, dores no peito, asma, célicas, ma-digestdo e como diurética. Plantas
destinadas ao tratamento de distarbios gastricos sdo muito procuradas na pratica de
auto-medicacdo. Neste sentido, é necessario a realizacao de estudos cientificos que
validem essa utilizagédo através da demonstracédo da eficacia e seguranca.

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent é um arbusto da familia Ulmaceae
comumente conhecida no Estado de Goias por esporao-de-galo, citado por Silva e
Proenca (2008) como uma planta medicinal utilizada como diurética no municipio de

Ouro Verde-GO, sendo no Estado de Goids, sua principal utilizagéao.
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Figura 1 — Arvore de Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent (espordo-de-galo), zona rural
em Goiania-GO, fevereiro de 2007. PAULA, M. A.

Figura 2 — Folhas e frutos de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (esporao-de-galo),
zona rural em Goiania-GO, fevereiro de 2007. PAULA, M. A.
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2 OBJETIVOS
2.1 OBJETIVOS GERAIS

Realizar a caracterizacdo farmacognostica e avaliar a agdo farmacoldgica do
extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (esporao-de-galo)
sobre o trato gastrintestinal.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Descrever as caracteristicas morfolégicas e anatdbmicas das folhas de Celtis

iguanaea (Jacq.) Sargent.

2. Determinar o teor de cinzas totais, cinzas insoliveis em &acido e o teor de

agua na amostra.

3. Realizar a prospeccao fitoquimica com o pé das folhas de Celtis iguanaea

(Jacq.) Sargent

4. Realizar o teste geral de atividade farmacoldgica com o extrato aquoso das

folhas do espordo-de-galo (EAEG).

5. Avaliar a atividade anti-ulcerogénica em modelos de lesdes gastricas

induzidas por indometacina, etanol ou estresse.

6. Avaliar a atividade do EAEG na secre¢do gastrica pelo método da ligadura
pilérica visando determinar o volume, a acidez livre (pH) e a acidez total da

secrecao gastrica.

7. Avaliar a atividade do EAEG na motilidade intestinal pelo método do carvao
ativado.
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3 METODOLOGIA

3.1 MATERIAL BOTANICO

Amostras de folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent foram coletadas em
mata ciliar do municipio de Campestre — Goias, Brasil (612 m de altitude, 16° 46’
01,77 Sul, 49° 42’ 00,6” Oeste). O material botanico coletado foi identificado pelo
Professor Dr. José Realino de Paula — Faculdade de Farmacia — Universidade
Federal de Goias (UFG) e uma exsicata foi depositada no Herbario da UFG sob o
namero 40110.

3.2 REAGENTES, SOLUCOES E DROGAS

3.2.1 Reagentes

Acido acético glacial PA, éacido cloridrico PA, &acido fosférico PA, é&cido
propibnico PA, acido sulfrico PA, aménia , anidrido acético PA, azul de alcian,
carvao ativado, cloroférmio, éter etilico, formaldeido 37% PA, hidréxido de potassio

PA, magnésio em fita e safranina.

3.2.2 Solugdes

Acetato de chumbo 10%, acetato de cobre 4%, acido boérico 10%, acido 3,5
dinitrobenzodico 1%, acido oxalico 10%, acido picrico 2%, acido silico-tungstico 1%,
acido tanico 0,5 e 1%, cloreto de aluminio 5%, cloreto de sédio 0,9 e 5%, cloreto
férrico 2, 4,5 e 9%, etanol 50, 70, 75 e 96%, fenolftaleina 2%, glicerina 50%, glicose
5%, hidréxido de aménio 10%, iodo-bismutato de potassio, reagente de Steinmetz,
solucéo alcodlica de brucina, solucdo aquosa de iodo em iodato de potassio, solucéo
de gelatina 2,5%, sulfato de quinina 1%, formaldeido 37% PA e tetra-iodomercurato

de potassio.

3.2.3 Farmacos
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Indometacina (Indocid - Merck Sharp & Dohme) e ranitidina (Antak -
Glaxosmithkline).

3.3 ANIMAIS

Os animais utilizados neste estudo foram camundongos albinos (Mus
musculus) tipo Swiss, machos, pesando entre 25 e 35 g, obtidos no Biotério Central
da Universidade Federal de Goias.

Os tratamentos dos animais com o veiculo (grupo controle), extrato e
diferentes substancias foram sempre realizados em concentragcdes adequadas para
a administracdo de um volume constante de 10 mL/kg.

Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura e
iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12 h), com agua e racdo “ad libitum”,
permanecendo no laboratério por um periodo de adaptagcédo de pelo menos 72 horas
antes dos experimentos.

Todos os experimentos foram desenvolvidos seguindo normas que discorrem
sobre cuidados com animais de laboratério (CIOMS, 1985) sendo seguidas todas as
recomendacdes da Sociedade Brasileira de Ciéncias em Animais de Laboratorio
(SBCAL) e Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal (COBEA) depois de devida

aprovacao pelo Comité de Etica em Pesquisa da UFG, protocolo n° 106/2008.

3.4 DESCRICAO MORFO-ANATOMICA

3.4.1 Descrigdo macroscopica

A caracterizacdo macroscopica das folhas foi realizada a vista desarmada e
através de observacdo com o auxilio de lupa, quando necessario, segundo
parametros descritos por Oliveira et al. (1998) e Oliveira e Akisue (2000).

Para analisar o padrédo de venacao, as folhas de Celtis iguanaea (Jacq.)
Sargent foram submetidas ao processo de diafanizagdo, segundo método proposto
por Shobe e Lersten (1967), com as seguintes modificacbes: clarificacdo com
solucéo de hidroxido de sodio a 10% (24 a 48 horas), apds este periodo, as folhas
foram lavadas em agua destilada com 3 trocas de 10 minutos cada; em seguida

foram colocadas numa solucdo de hipoclorito de sodio a 12% (1 hora), lavando
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novamente em agua destilada 3 trocas, 10 minutos cada; logo apo6s foram
desidratadas em série etandlica crescente (30, 50, 70, 95%, por 20 minutos em
cada etapa); logo a seguir passagem em solucao de xileno-etanol a 100% 1:1 (1
hora); e coloracdo com safranina 1% em mistura de etanol 100% e xilol (1:1 v/v). As
folhas foram distendidas em placas de vidro, tendo como meio de montagem resina
sintética (PAIVA et al., 2006) e escaneadas. Para a descricdo e classificacdo do
padrdo de nervacdo utilizou-se os tipos basicos definidos por Hickey (1979). As

imagens obtidas foram registradas por maquina digital Sony (MPEG-VX).

3.4.2 Descrigdo microscopica

Fez-se seccdes de aproximadamente 1,0 x 0,5 cm na folha fresca, a méo
livre, nas seguintes regides da lamina foliar. segmentos da nervura principal, regido
internervural e bordos. Na regido mediana do peciolo fez-se secc¢bes de
aproximadamente 0,5 cm. Estas seccdes foram fixadas com FPA (formaldeido a
37% PA, acido propidnico PA e etanol a 70%) na proporcao de 1:1:18 (v/v) por 3
dias e posteriormente conservadas em etanol 70% (JOHANSEN, 1940; KRAUS;
ARDUIN, 1997).

Foram realizados cortes transversais, a méao livre e com o auxilio do
micrétomo de mesa, do peciolo, nervura principal, internervura e bordos (base,
regido mediana e apice) da lamina foliar. Estes cortes foram clarificados com
hipoclorito de sédio a 30% (v/v), lavados com agua destilada, neutralizados com
acido acético a 5%, novamente lavados com agua destilada, finalmente submetidos
ao processo de dupla coloracao azul de alcian/safranina (9:1) e montados em lamina
com glicerina a 50% (v/v) conforme técnica adaptada de Bukatsch (1972 apud
KRAUS; ARDUIN, 1997). Os cortes paradérmicos da lamina foliar fresca foram
tratados de maneira semelhante.

Alguns cortes foram submetidos ao reagente de Steinmetz (COSTA, 2001) a
fim de conhecer alguns constituintes celulares, tais como, amido, celulose, lignina,
suberina, lipideos diversos, latex, gomo-resinas e cutina.

As fotomicrografias referentes as estruturas anatémicas foram feitas em
fotomicroscopio modelo ZEISS-AXIOSKOP, com utilizacdo de filme fotogréafico
Kodacolor ASA 100. As escalas que acompanham as ilustracdes foram obtidas nas

mesmas condi¢des opticas.
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3.5 OBTENCAO E PREPARACAO DO EXTRATO

As folhas do espordo-de-galo (Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent) foram
dessecadas em estufa a 40°C com ventilacdo forcada e, em seguida, trituradas em
moinho de facas tipo Willey.

O extrato aquoso das folhas do esporédo-de-galo (EAEG) foi obtido por infuséo
do po das folhas a 3% (p/v) a uma temperatura de 80°C por 30 min, com agitacdo a
cada 10 min. Apds filtracdo a vacuo, o filtrado foi concentrado sob presséo reduzida,
a uma temperatura de 45°C. Posteriormente foi determinado o rendimento do extrato
pelo método do peso seco. Foram feitas sucessivas diluicdes do EAEG a fim de se
obter concentracées de 7, 20 e 60 mg/mL, concentracdes estas, utilizadas nos
experimentos. As solucdes do EAEG foram sempre preparadas imediatamente antes

do seu uso com agua filtrada.

3.6 METODOS FITOQUIMICOS

3.6.1 Determinacao do teor de cinzas totais

Pesou-se 3 g do p6 das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent em
cadinho de porcelana previamente calcinado a 500° C, resfriado e pesado. O
material botanico foi distribuido de forma uniforme, incinerado em mufla até
obtencdo de cinzas claras, com temperatura ndo ultrapassando 450°C. Apds, o
material foi resfriado em dessecador, pesado e calculada a porcentagem de cinzas
totais em relacdo a amostra inicial (FARM. BRAS. 1V, 1988). O experimento foi

realizado em triplicata.

3.6.2 Determinacéo do teor de cinzas insoluveis em  acido

Ferveu-se o residuo obtido na determinacdo de cinzas totais durante 5
minutos com 25 mL de HClI SR em cadinho coberto com vidro de reldgio.
Posteriormente o vidro de relégio foi lavado com 5 mL de agua quente e o contetdo
da lavagem depositado no cadinho. Recolheu-se o material insolivel em acido
sobre papel de filtro isento de cinza, lavou-se com agua quente até que o filtrado se

tornasse neutro. Transferiu-se o papel de filtro contendo o residuo para o cadinho
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original, secou-se sobre chapa quente e incinerou-se a cerca de 500°C até peso
constante (FARM. BRAS. 1V, 1988). O teste foi realizado em triplicata. Calculou-se a

porcentagem de cinzas insoluveis em acido em relagédo a amostra inicial.

3.6.3 Determinacgédo do teor de agua

Pesou-se 3 g do po de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent foram em cadinho de
porcelana previamente calcinado a 100-105°C por 30 minutos e resfriado. A
dessecacado foi realizada a temperatura de 100-105°C durante 5 horas antes da
primeira pesagem. Continuou o processo com pesagens em intervalos de 1 hora. O
teste foi concluido foi concluido quando ndo houve variacdo maior que 5 mg entre
duas pesagens consecutivas, considerando o peso constante (FARM. BRAS. 1V,

1988). A determinacao do teor foi realizada em triplicata.

3.6.4 Prospeccao fitoquimica

A andlise qualitativa das principais classes de metabdlitos secundarios
presentes nas folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent, coletadas no municipio de
Campestre-GO, foi realizada na amostra pulverizada. Utilizou-se, nos experimentos,
metodologias adaptadas de Costa (2001), Matos (1989) e Matos e Matos (1989),

descritas a segquir.

3.6.4.1 Pesquisa de heterosideos antraquindénicos

Para a pesquisa dos possiveis heterosideos antraquinénicos, presentes na
amostra pulverizada, pesou-se 1 g da amostra e acrescentou-se 30 mL de etanol
75% (v/v). A mistura foi aquecida durante 3 minutos em chapa quente e, em
seguida, filtrada ainda quente através de papel de filtro.

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundarios transferiu-se
10 mL do filtrado para um béquer de 40 mL que foi designado (I) e 10 mL para outro
béquer que foi designado (IlI). O contetdo do béquer (I) foi acidificado com 0,5 mL
de HCl a 10% (v/v) e levado a fervura por 2 minutos em chapa aquecedora, sendo
que com o conteudo do béquer (ll) fez-se o mesmo procedimento, exceto a

acidificacao.
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Os liquidos foram transferidos para tubos de ensaio desiginados de (1) e (I1),
respectivamente e apds o resfriamento, adicionou-se, a cada um, 10 mL de éter
etilico P.A., agitando-os levemente. Em seguida, separou-se 5 mL da fase etérea
dos tubos (1) e (Il), e acrescentou-se 4 mL de amoénia 50% (v/v) em cada um,
deixando-os em repouso por 5 minutos. Coloracdo do réseo ao vermelho na fase

amoniacal foi considerada reacéo positiva para heterosideos antraquinénicos.

3.6.4.2 Pesquisa de heterosideos digitalicos

Para a extracdo dos possiveis heterosideos digitalicos presentes na amostra
pulverizada pesou-se 2,5 g da amostra pulverizada, adicionou-se 25 mL de etanol
50% (v/v) e 10 mL de solucao de acetato de chumbo 10% e levou-se a fervura por 4
minutos. Apds o resfriamento, o volume foi completado para 25 mL com etanol 50%
(v/v) e filtrado. Transferiu-se o filtrado para um funil de separacgéo e extraiu-se por 2
vezes com 15 mL de cloroférmio P.A. A fracéo cloroférmica foi utilizada nas reacdes

de pesquisa de heterosideos digitalicos descritas abaixo:

3.6.4.2.1 Reacdo de Liebermann-Burchard (reacdo de caracterizagdo do nucleo
esteroide): Transferiu-se 3 mL da fragdo cloroférmica para um tubo de ensaio e
levou-se a secura em banho-maria. Ao residuo do tubo, adicionou-se 1 mL do
reagente de Liebermann-Burchard, recém preparado (1 mL de cloroformio P.A., 1
mL de anidrido acético P.A. e 3 a 4 gotas de &cido sulfarico concentrado).
Aparecimento de cor do acastanhado ao esverdeado foi considerado reagé&o

positiva.

3.6.4.2.2 Reacdo de Keller-Kiliani (reacdo que detecta desoxi-agucares):
Evaporou-se, até a secura, 5 mL da fracdo cloroférmica num tubo de ensaio em
banho-maria. Ao residuo do tubo, adicionou-se um reagente recém-preparado que
contém acido acético glacial P.A. e cloreto férrico 9% na propor¢cao de 3:0,1. O
contetdo do tubo foi homogeneizado e lentamente vertido para outro tubo de
ensaio contendo 2 mL de &cido sulfarico concentrado. Observou-se se houve
desenvolvimento de um anel de coloragcdo castanho-avermelhada na zona de
contato, bem como se houve aparecimento de coloracdo azul-esverdeada na

camada acética.
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3.6.4.2.3 Reacéo de caracterizagdo do nucleo ester6 ide: Evaporou-se 3 mL da
fracdo cloroférmica até a secura numa capsula de porcelana em chapa aquecedora.
Acrescentou-se, ao conteudo da capsula, apos resfriamento, 3 a 6 gotas de acido
fosforico concentrado. Observou-se, sob luz ultravioleta, o aparecimento de

fluorescéncia esverdeada, o que indicaria reagao positiva.

3.6.4.2.4 Reacao de Kedde (reacao especifica para 0 anel lacténico): Transferiu-
se 6 mL da fracdo cloroférmica para um tubo de ensaio e levou-se a secura em
banho-maria. Ao residuo do tubo acrescentou-se 2 mL de etanol 50% (v/v), 2 mL de
agua destilada, 2 mL de reagente acido 3,5 dinitrobenzdico a 1% recém-preparado
em etanol 96% (v/v) e 2 mL de hidroxido de potassio 1 M. Apds um repouso de 5
minutos observou-se o desenvolvimento de uma coloracéo castanho-avermelhada a

vermelho-violeta que indicaria reag&o positiva.

3.6.4.3 Pesquisa de heterosideos flavonodides

Para verificar, na amostra pulverizada, a presenca de possiveis heterosideos
flavonoides, pesou-se, 7 g da amostra e adicionou-se 60 mL de etanol a 70% (v/v).
Essa mistura foi fervida durante 5 minutos e filtrada em papel de filtro umedecido
com etanol a 70% (v/v).

Com o filtrado obtido anteriormente foram realizadas as seguintes reacoes a

fim de caracterizar essa classe de metabdélitos secundarios:

3.6.4.3.1 Reacdo de Shinoda: Transferiu-se 3 mL do filtrado para um tubo de
ensaio. Adicionou-se cerca de 1 cm de fita de magnésio fina e acrescentou-se
cuidadosamente 1 mL de HCI concentrado. A presenca de heterosideos flavondéides

na amostra seria observada pelo aparecimento de coloracéo vermelha.

3.6.4.3.2 Reacao oxalo-bdrica : Evaporou-se 5 mL de solugcédo extrativa em uma
capsula de porcelana. Juntou-se ao residuo semi-seco 3 mL de solu¢do de acido
bérico a 3% e 1 mL de solugédo de acido oxalico a 10%. Evaporou-se até secura e
adicionou-se, ao residuo seco, 7 mL de éter etilico P.A. Observou-se sob luz

ultravioleta a ocorréncia ou nao de fluorescéncia.
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3.6.4.3.3 Reagdo com acido sulfarico concentrado: Adicionou-se 3 mL da
solugcdo extrativa numa capsula de porcelana e deixou-se evaporar até a semi-
secura. Juntou-se 0,5 mL de acido sulfarico concentrado e observou-se sob luz

ultravioleta quanto ao aparecimento de fluorescéncia.

3.6.4.3.4 Reacgdo com hidroxidos alcalinos: Transferiu-se 3 mL da solugéo
extrativa para um tubo de ensaio. Adicionou-se 1 mL de hidroxido de sodio a 20%,

agitou-se e observou-se o desenvolvimento de coloracdo amarela.

3.6.4.3.5 Reacdo com cloreto de aluminio:  Transferiu-se cerca de 5 mL da
solucdo extrativa para um béquer ou capsula de porcelana. Concentrou-se a
metade e transferiu-se para um pedaco de papel de filtro espalhando sobre toda a
superficie. A seguir, umedeceu-se uma das regides do papel com solucdo de
cloreto de aluminio a 5% e observou-se sob luz ultravioleta quanto ao

aparecimento de fluorescéncia.

3.6.4.3.6 Reacdo com cloreto férrico: Transferiu-se 3 mL da solucdo extrativa
para um tubo de ensaio. Juntou-se 2 gotas de cloreto férrico a 4,5% e observou-se
0 aparecimento de coloracdo azul escura, verde escura ou marrom que indicaria

reacao positiva.

3.6.4.4 Pesquisa de heterosideos saponinicos

Para a extracdo dos possiveis heterosideos saponinicos presentes na
amostra pulverizada, pesou-se 1 g da amostra e adicionou-se em um béquer
contendo 100 mL de &gua destilada. Essa mistura foi levada a fervura em chapa
aquecedora por 5 minutos, adicionando-se, durante a decoccéo, carbonato de sédio
em solucdo até a neutralizacdo, que foi observada utilizando-se fita indicadora de
pH. Logo em seguida, a mistura foi filtrada em algodéao e ao filtrado acrescentou-se
agua destilada até completar um volume de 100 mL.

Para a caracterizacdo dessa classe de metabdlitos secundarios montou-se
uma bateria contendo 10 tubos de ensaio de tamanhos e diametros iguais. Os tubos
de ensaio foram marcados em duas graduacdes diferentes: a primeira

correspondente a 10 mL e a segunda 1 cm acima desta. Em seguida, adicionou-se
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ao primeiro tubo 1 mL de solucdo extrativa e 9 mL de agua destilada. Ao segundo
tubo, adicionou-se 2 mL de solugdo extrativa e 8 mL de agua destilada. Ao terceiro
tubo adicionou-se 3 mL de solucdo extrativa e 7 mL de agua destilada e assim por
diante. Ao ultimo tubo adicionou-se apenas solucdo extrativa (10 mL). ApOs essa
montagem, cada tubo foi vigorosamente agitado por 20 segundos e deixado em
repouso por 10 minutos. Observou-se o desenvolvimento ou ndo de espuma

persistente.

3.6.4.5 Pesquisa de taninos

Para a extracdo dos possiveis taninos presentes na amostra pulverizada,
pesou-se 2 g da amostra. Posteriormente, adicionou-se 50 mL de agua destilada e
ferveu-se durante 5 minutos. Em seguida, filtrou-se a mistura ainda quente,
utilizando-se papel de filtro. Completou-se o volume do filtrado obtido para 100 mL e
procedeu-se a pesquisa de taninos.

Foi montada uma bateria contendo 6 tubos de ensaio. A cada tubo adicionou-

se 5 mL da solugao extrativa e procedeu-se as seguintes reacoes:

3.6.4.5.1 Reacgdo com gelatina: Adicionou-se ao primeiro tubo, 5 gotas de solucao
de gelatina a 2,5% em solucéo de cloreto de sddio a 5%. A presenca de taninos na

amostra seria evidenciada pelo aparecimento de um precipitado branco.

3.6.4.5.2 Reacdo com alcaldides: Adicionou-se ao segundo tubo, 5 gotas de
solucdo de sulfato de quinino a 1% em &acido sulfurico a 5%. Ao terceiro tubo,
adicionou-se 5 gotas de solucdo de brucina a 1% em acido sulfurico 5%. A

presenca de precipitado indicaria a existéncia de taninos na amostra.

3.6.4.5.3 Reacdo com sais metalicos: Ao quarto tubo adicionou-se 5 gotas de
acetato de cobre a 4%. Ao quinto tubo acrescentou-se 2 gotas de cloreto férrico a
2%. O aparecimento de precipitado e coloracdo escura indicaria a existéncia de

fenbis na amostra.

3.6.4.5.4 Reacdo com hidroxidos alcalinos: Ao sexto tubo adicionou-se 5 gotas

de solucdo de hidréxido de sodio ou potdssio a 20%. A presenca de fendis na
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amostra seria observada pela auséncia de precipitado e aumento da coloracdo
amarela.

Para cada uma dessas reacOes, paralelamente, foi preparado um tubo
controle com 5 mL de acido tanico 0,5% e os reagentes da reacao correspondente,

a fim de comparar com o tubo teste.

3.6.4.6 Pesquisa de alcaloides

Pesou-se 2 g da amostra pulverizada, adicionou-se 20 mL de acido sulfarico
a 5%. Ferveu-se por 3 minutos, filtrou-se em papel de filtro e deixou-se o filtrado
resfriar.

Esse filtrado foi submetido a pesquisa de alcaloides utilizando os reagentes
gerais dos alcal6ides preparados de acordo com Costa (2001) e Assumpgédo e
Morita (1968). Abaixo estdo descritos 0s reagentes e suas respectivas técnicas de

preparo:

Reativo de Mayer: Dissolver em agua 2,71 g de cloreto de mercurio e 10 g de
iodeto de potassio e, em seguida, completar o volume para 200 mL com &agua
destilada. Agitar e filtrar.

Reativo de Dragendorff: Dissolver 8 g de subnitrato de bismuto em 20 mL de

acido nitrico a 30%. Dissolver, em separado, 22,8 g de iodeto de potassio em um
volume minimo de agua destilada. Verter a primeira solu¢do, pouco a pouco, sobre
a segunda. Deixar em repouso algumas horas e filtrar. Completar o volume com
agua destilada para 100 mL. Guardar ao abrigo da luz.

Reativo de Bouchardat: Dissolver 4 g de iodeto de potassio e 2 g de iodo em

100 mL de agua destilada.
Reativo de Bertrand: Dissolver 5 g de acido silico-tungstico em 100 mL de

agua destilada.

Reativo _de Hager: Dissolver 2 g de acido picrico em 100 mL de agua

destilada.

Acido Téanico: Dissolver 1 g de &cido tanico em 100 mL de agua destilada.

A solugéo extrativa foi distribuida igualmente em 6 tubos de ensaio, sendo
gue em cada tubo, respectivamente, acrescentou-se 3 a 9 gotas dos reativos gerais
para alcaldides citados acima. Montou-se, em paralelo, uma outra bateria de 6

tubos de ensaio, contendo 3 mL de solugéo padrao de sulfato de quinina 1%. Em



42

cada um destes tubos adicionou-se 3 a 9 gotas dos respectivos reativos gerais para
alcaléides a fim de servirem de padrdo com a primeira bateria de tubos testes.
A presenca de alcal6ides é demonstrada pelo aparecimento de precipitados

nos tubos.

3.6.4.7 Determinacgédo do indice de intumescéncia (mucilagem)

Pesou-se exatamente 1 g do material vegetal pulverizado e colocou-se em
proveta de 25 mL (125 mm comprimento X 16 mm de diametro interno) com tampa
esmerilhada. Foi medido o volume ocupado pela planta seca (Vi). Adicionou-se 25
mL de agua e agitou-se a cada 10 minutos por 1 hora. A mistura foi deixada em
repouso por 3 horas a temperatura ambiente. Posteriormente o volume ocupado
pelo material vegetal intumescido foi medido (Vf) e calculou-se o valor médio de 3
determinacdes (FARM. BRAS. IV, 1988). O indice de intumescéncia (ll) foi

calculado pela equacéo abaixo:

Il=Vf-Vij,onde Vf=volume final da droga
V j = volume inicial
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3.7 AVALIACAO DE ATIVIDADE FARMACOLOGICA

3.7.1 Teste geral de atividade farmacoldgica (“scre  ening” hipocratico)

Os animais foram tratados, pelas vias oral (gavagem), intraperitoneal e
subcutanea com EAEG nas doses de 13, 130 e 1300 mg/kg sendo que o0 grupo
controle recebeu veiculo em volume proporcional. Em cada grupo foram tratados 3
animais por doselvia. Apés o0 tratamento, os animais foram observados em
deambulacéo livre sobre superficie plana, durante 3 minutos, nos tempos de 5, 10,
20, 30 e 60 minutos; 4, 8, 24 e 48 horas e apds 4 e 7 dias dos tratamentos. Os
efeitos observados nos animais foram anotados em ficha padrdo de triagem
farmacoldgica adaptada daquela descrita por Malone (1977).

Esta metodologia forneceu as doses que foram utilizadas nos testes de

atividade biolégica in vivo.

3.7.2 Avaliacdo da atividade antiulcerogénica do EAEG em modelos

experimentais de Ulcera géstrica

3.7.2.1 Lesdes gastricas induzidas por indometacina em camundongos

Empregando-se a metodologia de Djahanguri (1969) foram utilizados grupos
experimentais de 9 a 13 camundongos. Os animais foram mantidos em jejum de 18
horas com acesso livre a solucdo de glicose a 5%. Posteriormente, foram tratados
por via oral (gavagem) com veiculo (agua filtrada 10 mL/kg), EAEG nas doses de 70,
200 ou 600 mg/kg ou com ranitidina 50 mg/kg, usada como controle positivo do
teste. Uma hora ap0s estes tratamentos, foi administrado indometacina na dose de
30 mg/kg (s.c.). Decorridas 3 horas da administracdo do agente lesivo foi realizado
novo tratamento com o EAEG, veiculo e ranitidina nas doses anteriores e pelas
mesmas vias. Apos 6 horas da administracdo da indometacina os animais foram
submetidos a eutanasia por deslocamento cervical e seus abdomens foram abertos,
os estdbmagos localizados, removidos, lavados externamente e abertos ao longo da
pequena curvatura. Os conteudos gastricos foram desprezados e a mucosa do
estbmago lavada, delicadamente, com salina. Os estdbmagos foram mantidos em

béquer com solucédo salina gelada até a inspecao em estereoscopio.
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O indice de leséo gastrica foi determinado segundo protocolo modificado do
pré-estabelecido conforme tabela proposta por Macaubas et al. (1988).

Para a quantificacdo das les6es da mucosa gastrica foi utilizado um indice de
ulceracdo, que considera o edema de mucosa, hemorragias e a intensidade de
ulceracdo, além do nimero total de Glceras e petéquias por cm? da mucosa gastrica.
Na composicdo do indice de lesdes foram consideradas as seguintes lesdes,

atribuindo-se a elas pontos relativos cuja soma reflete a intensidade da lesdo da

mucosa:
- deSCOIOragao A MUCOSEA ... ..o 1 ponto
=1 (=] 0 = PSP SUUPPPRRRRRP 1 ponto
e 415 10 £ =T = T SRS 1 ponto
- perda de pregas da MUCOSEA.........coevvveeiiiiiieeeeeeeeeeiiiteas e e e e e e e eeesaaaa e e eeeeeeeenens 1 ponto
o= 1o £ 0 O I 0T 1= o (1= T 2 pontos
- Ulceras ou erosBes de até L MM ....coooeeeeiiiiiieieieeeee e n° X 2 pontos
- Ulceras ou erosdes maiores de L MM .......coveeeeeiiiieeiiiiiiiee e ee e n° X 3 pontos
- Ulcera PerfUrada..........coevieeeeiiiieis e e n° X 4 pontos

onde n° refere-se ao numero de Ulceras encontradas (Macaubas et al., 1988)

3.7.2.2 Lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

Este experimento foi realizado de acordo com a metodologia de Robert et al.
(1979). Grupos experimentais de 7 a 9 animais foram mantidos em jejum de 18
horas com acesso livre a solugdo de glicose a 5%. Foram tratados por via oral
(gavagem) com veiculo (adgua filtrada 10 mL/kg), EAEG nas dose de 70, 200 ou 600
mg/kg ou com ranitidina 50 mg/kg, usada como controle positivo do teste. Uma hora
apos estes tratamentos, foi administrado etanol (75% v/v) na dose de 10 mL/kg.
Apdés 60 minutos da administragdo do agente necrotizante os animais foram
eutanasiados e o indice de lesdo gastrica foi determinado como descrito no item
3.7.2.1.

3.7.2.3 Lesdes gastricas induzidas por estresse em camundongos

Segundo a metodologia descrita por Senay e Levine (1967), camundongos,

apos jejum de 18 horas com acesso livre a solucao de glicose a 5% foram divididos
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em 5 grupos, de 9 a 11 animais, que foram tratados por via oral com veiculo (Agua
filtrada 10 mL/kg), EAEG nas dose de 70, 200 ou 600 mg/kg ou com ranitidina 50
mg/kg, usada como controle positivo do teste. Apés uma hora dos tratamentos 0s
animais foram anestesiados com éter, imobilizados com fita crepe, colocados em
contensores individuais e mantidos em camara fria (a 4°C) por duas horas. Apos
este periodo os animais foram retirados, liberados das amarras e eutanasiados por
deslocamento cervical e o indice de lesdo gastrica determinado como no item
3.7.2.1.

3.7.3 Avaliacédo da atividade do EAEG na secrecdo &c ida gastrica

3.7.3.1 Ligadura pilérica em camundongos para determinacdo de volume e acidez

livre e total da secrecao gastrica

De acordo com a metodologia de Visscher et al. (1954), camundongos foram
mantidos em jejum de 18 horas com livre acesso a solucdo de glicose a 5%. Os
camundongos foram divididos em grupos de 8 animais e posteriormente
anestesiados com éter e fixados em decubito dorsal em placa de cortica. Através de
uma incisao de cerca de 2 cm no abddémen, o estdbmago foi localizado e procedeu-se
a ligadura do piloro com linha cordoné. Os animais foram tratados pela via
intraduodenal com o veiculo (dgua filtrada 10 mL/kg), EAEG (70, 200 ou 600 mg/kg)
ou com ranitidina 50 mg/kg, usada como controle positivo do teste. A parede do
abdébmen foi suturada e ap6s quatro horas da cirurgia, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical. O eséfago foi pingcado, o estémago
removido e aberto pela curvatura menor, e medidos o volume, o pH e a acidez total
do conteudo estomacal.

O volume secretado foi determinado por medida direta (em provetas), a
acidez livre foi determinada em pHmetro e a acidez total (mEq[H']/L/4 h) por

titulacdo com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2% como indicador.
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3.7.4 Avaliagdo da atividade do EAEG na motilidade gastrintestinal em

camundongos

3.7.4.1 Transito intestinal

Esse método, proposto por Stickney e Northup (1959), consiste na
administracdo de um marcador colorido (carvao ativado) e na avaliacao do trajeto do
mesmo no intestino delgado durante um periodo de tempo. Grupo de 7 a 10
camundongos, em jejum de 6 horas (com acesso livre a agua), foram tratados por
via oral com agua filtrada 10 mL/Kg ou EAEG (70, 200 e 600 mg/kg). Ap6s uma
hora dos tratamentos, foi administrado solucdo de carvao ativado 60 mg/mL na dose
de 10 mL/kg. Apés uma hora da administracdo da solucdo de carvao, os animais
foram eutanasiados por deslocamento cervical e seu intestino delgado exposto para
se verificar o espaco do trato gastrointestinal percorrido pelo carvdo, considerando-

se como 100% a extensao da regido gastropilérica até a juncéo ileocecal.

3.8 ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram expressos como médias + erro padrdo das médias. As
diferencas entre os dois grupos foram detectadas pelo teste t de Student e entre trés
ou mais grupos pela analise de variancia (ANOVA), seguida do teste de Dunnett.

As diferencas foram consideradas significativas quando p <0,05 (SOKAL;
ROHLF, 1981).
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4 RESULTADOS

4.1 PROCESSO EXTRATIVO

O extrato aquoso foi obtido por infusdo das folhas de espordo-de-galo. A
concentracgéo final apés evaporacéo foi de 65 mg/mL e o rendimento do processo

extrativo foi de 20%.

4.2 DESCRICAO MORFO-ANATOMICA

4.2.1 Descricdo macroscopica

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent apresentou-se como um arbusto ramoso com
ramos escandentes em forma de “zigue-zague”, com folhas alternas opostas com
um ou dois espinhos estipulares curtos (Figs. 3A e 3B). As folhas, asperas ao tato,
possuem 4pice agudo, bases obliquas e as vezes assimétricas, nervuras
proeminentes na superficie abaxial, peciolos canaletados curtos (concavo-
convexos), podendo ser ovado-oblongas ou ovadas (Figs. 3C e 3D), medindo de 5 a
13 cm de comprimento e 3 a 7 cm de largura, com padrdo de venacdo do tipo
actinédromo (Fig. 3E). As flores sdo dispostas em pequenas inflorescéncias cimosas
biparas axilares e de coloracdo esverdeada (Figs. 3A e 3B).
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Figura 3: Caracteristicas morfoldgicas das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent.
A — Aspecto geral dos ramos com folhas e flores

B — Detalhe de ramo com flores

C — Detalhe da folha com vista frontal da epiderme adaxial

D — Detalhe da folha com vista frontal da epiderme abaxial

E — Detalhe da folha apés diafanizacdo
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4.2.2 Descrigdo microscopica

Em seccéo paradérmica observa-se na epiderme adaxial tricomas tectores
curtos unicelulares com paredes silificadas e com rugosidades (Figura 4A e 5A) e
células epidérmicas poligonais de tamanhos variados, paredes anticlinais retas e
espessadas, as vezes dispostas em circulo envolvendo litocistos, células que
contém cistolitos, em vista frontal (Figura 4B).

A epiderme abaxial em seccédo paradérmica apresenta estomatos e ceélulas
epidérmicas de paredes retas a onduladas, tricomas tectores longos, pluricelulares
e unisseriados (Figura 4C, 4D e 5B). Observa-se também tricomas unicelulares
longos (Figura 5B e 5C).

A seccdo transversal da regido internervural apresenta epiderme adaxial
uniseriada. Parénquima palicadico unisseriado com idioblastos contendo drusas e
parénquima lacunoso plurisseriado com até 3 camadas de células caracterizando
mesofilo dorsiventral (Figura 5A).

A nervura principal apresenta aspecto geral biconvexo com epidermes
adaxial e abaxial unisseriadas, tricomas tectores longos unicelulares em toda a
extensdo. Na epiderme abaxial € possivel observar tricomas tectores unisseriados
pluricelulares (Figura 6A).

A epiderme adaxial apresenta franjas e colénquima angular adjacente (Figura
6B). A epiderme abaxial também apresenta franjas seguidas de colénquima angular
adjacente com até 5 camadas de células (Figura 6C). Observa-se parénquima
cortical envolvendo todo sistema vascular central rico em idioblastos contendo
cristais na forma de drusa (Figura 6B e 6C). O sitema vascular central € constituido
por um feixe colateral com floema externo ao xilema em formato de arco voltado
para a epiderme adaxial (Figura 6A). No floema observa-se numerosos idioblastos
contendo cristais em forma de drusa. Observa-se uma calota esclerenquimatica
constituida por fibras néo lignificadas envolvendo o floema em sua face adaxial.

O peciolo em seccgédo transversal apresenta aspecto concavo-convexo com
epiderme unisseriada em toda a sua extensdo apresentando franjas. Observa-se
grande quantidade de tricomas simples, longos, unicelulares e raros tricomas
pluricelulares unisseriados (Figura 7A). Apresenta colénquima angular com até 4
camadas de células adjacente a epiderme, parénquima cortical com iniumeros

cristais em forma de drusa. O sistema vascular central é do tipo colateral em forma
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de arco voltado para a epiderme adaxial e floema externo ao xilema. O caule jovem
em estrutura secundéria apresenta em seccao transversal formato oval (Figura 7A)
com epiderme unisseriada apresentando franjas e tricomas tectores longos
unicelulares (Figura 7A e 7B). Adjacentes a epiderme observa-se um parénquima
cortical rico em cristais prismaticos e drusas (Figura 7B e 7C). Observa-se
aglomerados de células pétreas ao longo de uma bainha esclerenquimatica de
fibras nao lignificadas envolvendo a regido floematica (Figura 7B e 7C). Observa-se
no floema, externo ao xilema, idioblastos contendo drusas (Figura 7B). Interno ao
xilema observa-se pequenos ninhos contendo floema (Figura 7B) e um parénquima
medular com células isodiamétricas contendo pontuacdes e tamanhos variados
(Figura 7B e 7D). Observa-se cristais prismaticos geralmente na regido intersticial

das células do parénquima medular (Figura 7D).
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Figura 4. Secc¢bes paradérmicas das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent.—
dupla coloracao: Azul de alcian/safranina.

A — Aspecto geral da epiderme adaxial

B — Detalhe da epiderme adaxial

C e D — Detalhe da epiderme abaxial

Es: estbmatos, Ttc: tricoma tector curto, Ttl: tricoma tector longo
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Figura 5: Seccao transversal da regido internervural da folha de Celtis iguanaea
(Jacq.) Sargent — dupla coloracéo: Azul de alcian/safranina.

A — Aspecto geral do mesofilo com detalhe de tricomas tectores curtos com parede
silificada e rugosidades na epiderme adaxial

B — Detalhe de tricomas tectores simples unicelulares e pluricelulares na epiderme
abaxial

C — Detalhe de tricomas tectores simples unicelulares longos na epiderme abaxial

Ttc: tricoma tector curto, Ttl: tricoma tector longo
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Figura 6: Seccao transversal da nervura principal da folha de Celtis iguanaea
(Jacq.) Sargent — dupla coloragéo: Azul de alcian/safranina.

A — Aspecto geral da nervura principal

B — Detalhe da epiderme adaxial

C — Detalhe da epiderme abaxial

Ttl: tricoma tector longo, Dr: drusas, Co: colénquima
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Figura 7: Seccao transversal do caule jovem de Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent em
crescimento secundario — dupla coloracao: Azul de alcian/safranina.

A — Aspecto geral

B — Detalhe da epiderme até parénquima medular

C — Detalhe de células pétreas e bainha esclerenquimética envolvendo a regido
floematica

D — Detalhe do parénquima medular

Cp: células pétreas, Fi: fibras esclerenquimaticas, Cpr: cristais prismaticos, Xi:

xilema, FI: floema, Pm: parénquima medular
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4.3 FARMACOGNOSIA E FITOQUIMICA
4.3.1 Teor de cinzas totais e cinzas insoliveis em  acido

O teor de cinzas totais foi de 18,2 + 0,18% e o teor de cinzas insolluveis em
acido foi de 7,43 + 1,03% para as folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent. Os
resultados representam a média de trés determinacgdes.
4.3.2 Teor de agua

O teor de 4gua para a amostra de folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
analisada foi de 7,05 + 0,22%. O resultado representa a média de trés
determinacdes.
4.3.3 Prospeccao fitoquimica

Os resultados dos testes fitoquimicos para detecgcdo das principais classes

de metabdlitos secundarios presentes na amostra analisada estdo expressos no

guadro abaixo.

Classe de metabdlitos secundarios Resultado
Saponinas Negativo

Cumarinas Positivo
Antraquinonas Negativo
Taninos Negativo

Flavondides Positivo
Esteroides/triterpenos Negativo
Digitalicos Negativo

Mucilagem Positivo
Alcaldides Negativo

Quadro 1: Principais classes de metabdlitos secundarios detectados nas folhas da

Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
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4.4 ATIVIDADE FARMACOLOGICA DO EAEG

4.4.1 Atividades farmacolégicas gerais do EAEG (“screening” hipocratico)

O tratamento por via oral (gavagem) dos animais causou uma reducao da
movimentagdo espontanea de maneira dose dependente. Com a maior dose (1,3
g/kg) foi também observado piloerecdo e movimentos estereotipados, além de
erecao e tremores de cauda, efeitos estes observados a partir dos 10 minutos dos
tratamentos.

Pela via subcutanea a reducdo na movimentacdo espontanea s6 ocorreu com
as duas maiores doses, a partir dos 10 minutos e com a maior dose foi observado
alienacéo ambiental.

Pela via intraperitoneal os efeitos foram semelhantes aos observados quando
utilizou-se a via oral, porém iniciaram-se a partir dos 5 minutos do tratamento e
foram mais intensos. Com a maior dose observou-se hiperpnéia a partir dos 10

minutos, alienacdo ambiental a partir dos 30 minutos e Obito antes das 24 horas.
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4.4.2 Atividade antiulcerogénica do EAEG em modelos de Ulcera aguda

4.4.2.1 Avaliacéo do efeito do EAEG na leséo gastrica induzida por indometacina

Nos camundongos tratados previamente com o extrato aquoso de Celtis
iguanaea (Jacq.) Sargent as doses de 70 (n = 13), 200 (n = 12) e 600 mg/kg - v.o. (n
= 13) provocaram reducéao dos indices de lesdes de 12,1 + 1,26 (grupo controle, n =
11) em 5,2%; 32,4% e 64,4% respectivamente. Nos animais que receberam
ranitidina 50 mg/kg — v.o. (n = 9), o indice de leséo foi reduzido em 69,6% (Figura 8;
Tabela 3). Somente as doses de 200 e 600 mg/kg produziram efeito significativo na

reducao do indice de lesGes gastricas.
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Figura 8: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg - v.0.) e da ranitidina (50 mg/kg — v.0.) sobre as lesGes
gastricas induzidas por indometacina (30 mg/kg - s.c.). Os animais do grupo
controle foram tratados com &gua filtrada (10 mL/kg - v.0.). As barras verticais
representam as médias + EPM, referentes ao indice de lesdes observadas apos 6

horas da administracdo de indometacina em cada grupo experimental. ** = p < 0,01.
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4.4.2.2 Efeito do EAEG na lesdo gastrica induzida por etanol

Neste experimento as lesdes gastricas foram induzidas com etanol (75% v/v
— 10 mL/kg v.0.). As trés doses do EAEG, 70 (n = 07), 200 (n = 08) e 600 mg/kg -
v.0. (n = 09) reduziram os indices de lesdes em 40,2%; 52,8% e 63,6%
respectivamente, o grupo controle (n = 09) apresentou indice de 28,44 + 3,81. Nos
animais que receberam ranitidina 50 mg/kg — v.o. (n = 08), o indice de leséo foi
reduzido em 53,6% (Figura 9; Tabela 4). As 3 doses do EAEG provocaram reducao
do indice de lesbBes gastricas sendo que com as doses de 200 e 600 mg/kg a

reducdo foi & semelhanga do controle positivo.
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Figura 9: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg - v.0.) e da ranitidina (50 mg/kg — v.0.) sobre as lesGes
gastricas induzidas por etanol (75% v/v - v.0.). Os animais do grupo controle foram
tratados com agua filtrada (10 mL/kg — v.0.). As barras verticais representam as
médias + EPM, referentes ao indice de lesdes observadas apdés 1 hora da

administracdo de etanol em cada grupo experimental. * = p < 0,05; * = p < 0,01.
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4.4.2.3 Efeito do EAEG na lesado gastrica induzida por estresse

Foram realizados tratamentos com as doses de 70 (n = 11), 200 (n = 09) e
600 mg/kg - v.o. (n = 11). O indice de lesdes foi reduzido em 28,1%, 35,1% e 45,3%
respectivamente em relagdo ao grupo controle (n = 09) cujo indice de lesdes foi de
21,77 £ 2,13. Nos animais que receberam ranitidina 50 mg/kg — v.o. (n = 10), o
indice de leséo foi reduzido em 42,1% (Figura 10; Tabela 5). Observou-se efeito
significativo na reducéo do indice de lesbes com as 3 doses testadas do EAEG. O
estresse provocado por contensdo a 4°C/2 h induziu a producgéo de lesdes e Ulceras
na mucosa gastrica, acompanhada da perda de pregas, aparecimento de edema e

hemorragia.
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Figura 10: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg - v.0.) e da ranitidina (50 mg/kg — v.0.) sobre as lesGes
gastricas induzidas por estresse. Os animais do grupo controle foram tratados com
agua filtrada (10 mL/kg — v.0.). As colunas representam as meédias + EPM,
referentes ao indice de lesbes observadas ap6s 2 horas da inducdo das lesdes

provocadas por imobilizacao e hipotermia. * = p < 0,05; ** = p < 0,01.
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4.4.3 Atividade antissecretora acida gastrica do EA EG

4.4.3.1 Efeito do EAEG na secrecéao gastrica em modelo de ligadura de piloro

Os experimentos foram realizados em camundongos que foram divididos em
grupos de 8 animais. O EAEG reduziu o volume de suco géstrico secretado, nas
doses administradas de 70, 200 e 600 mg/kg - i.d. para 2,15 + 0,07 mL; 1,95 + 0,11
mL e 1,87 + 0,09 mL em relac&o ao grupo controle que foi de 2,4 + 0,05 mL. Com a
ranitidina 50 mg/kg - i.d., o valor observado foi de 1,93 £ 0,08 mL. Somente as doses
de 200 e 600 mg/kg do EAEG provocaram reduc¢do significativa do volume géstrico
secretado. (Figura 11; Tabela 6).

Na avaliacdo da acidez livre o pH observado com as doses administradas do
EAEG de 70, 200 e 600 mg/kg - i.d. foi de 5,08 + 0,29; 5,67 + 0,31 e 5,76 + 0,25
respectivamente e 3,70 £ 0,24 para o grupo controle. Os animais que receberam
ranitidina 50 mg/kg - i.d., o valor obtido foi de 5,20 + 0,32. As 3 doses do EAEG
provocaram reducdo significativa da acidez livre do volume gastrico secretado
(Figura 12; Tabela 7).

Na avaliagéo da acidez total, os valores observados para as doses de 70, 200
e 600 mg/kg - i.d.. foram respectivamente 2,77 £0,30; 2,82 £+ 0,62 e 2,60 + 0,47 em
relacdo ao grupo controle que foi de 6,04 + 0,72 mEqQ[H+]/mL. Nos animais que
receberam ranitidina 50 mg/kg - i.d., observou-se o valor de 2,16 + 0,20. Houve

reducao significativa da acidez total com as 3 doses do EAEG (Figura 13; Tabela 8).
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Figura 11: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg — i.d.) e da ranitidina (50 mg/kg — i.d.) sobre o volume
de secrecao acida gastrica de camundongos. O grupo controle foi tratado com agua
filtrada (10 mL/kg — i.d.). As colunas representam as medias + EPM e demonstram
os resultados referentes ao volume secretado apds 4 horas da ligadura pilérica. ** =
p <0,01.
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Figura 12: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg — i.d..) e da ranitidina (50 mg/kg — i.d.) sobre o pH da
secrecdo 4cida gastrica de camundongos. O grupo controle foi tratado com agua
filtrada (10 mL/kg — i.d.). As colunas representam as médias £+ EPM e demonstram
os resultados referentes a acidez livre (pH) apés 4 horas da ligadura pilorica. * = p <
0,05;*=p<0,01e ** =p<0,001.
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Figura 13: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg — i.d.) e da ranitidina (50 mg/kg — i.d.) sobre a acidez
total da secrecdo acida géastrica de camundongos. O grupo controle foi tratado com
agua filtrada (10 mL/kg - i.d.). As colunas representam as médias + EPM e
demonstram os resultados referentes a acidez total da secrecdo, apos 4 horas da

ligadura pilérica. *** = p < 0,001.
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4.4.4 Atividade do EAEG na motilidade gastrointest  inal

4.4.4.1 Efeito do EAEG sobre o transito intestinal em camundongos

A porcentagem da distancia percorrida pelo marcador carvdo ativado no
intestino delgado dos camundongos foi de 42,2 +3,1; 61,7 £ 2,2 e 68,1 + 4,9%, apos
tratamento prévio com EAEG nas doses de 70 (n = 07), 200 (n = 10) e 600 mg/kg
v.0. (n = 09) respectivamente, enquanto no grupo controle (n = 09) o resultado foi de
52,7 + 2,0%. Somente o EAEG na dose de 600 mg/kg provocou alteracdes
significativas (aumento) do transito intestinal (Figura 14; Tabela 9).
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Figura 14: Efeito do extrato aquoso das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
(EAEG 70, 200 e 600 mg/kg - v.0.) sobre o transito intestinal. O grupo controle foi
tratado com agua filtrada (10 mL/kg — v.0.). Os resultados estdo expressos como
médias + EPM e correspondem as porcentagens da distancia percorrida pelo
marcador carvao ativado em relagdo ao comprimento total do intestino delgado apés

1 hora do tratamento. ** = p < 0,01.
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5. DISCUSSAO

Ulmaceae € uma familia caracterizada por possuir folhas de diversos
tamanhos. O género Celtis é classificado, por alguns autores, na familia Celtidaceae
pelo fato de ter um padrdo de venacdo diferente dos outros géneros da familia
Ulmaceae (ZAVADA,; KIM, 1996).

A analise morfo-anatbmica das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
realizada neste estudo, revelou a presenca de caracteristicas gerais descritas para
espécies da familia Ulmaceae (METCALFE; CHALK, 1957; PILATI; SOUZA, 2006)
como a presenca de folhas anfiestomaticas, ovado-oblongas ou ovadas, de
tamanhos variados apresentando tricomas tectores curtos e longos, unisseriados e
plurisseriados, drusas, cristais prismaticos e células com paredes silificadas. A folha
do espordo-de-galo possui trés nervuras principais, o padrdo de venacao é do tipo
actinédromo, o que segundo alguns autores a classifica como pertencente a familia
Celtidaceae (UEDA et al., 1997).

Pilati e Souza (2006) relatam a presenca de folhas anfistomaticas em
plantulas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent, neste trabalho verificamos que na
planta adulta ocorre uma maior presenca de estomatos na epiderme abaxial
(epiderme inferior).

As matérias-primas vegetais contém, naturalmente, uma certa quantidade de
agua, que se mantém apoOs a secagem das plantas. E interessante conhecer este
valor, pois este indice esta relacionado com a correta preparacdo e garantia da
perfeita conservagdo das drogas vegetais (COSTA, 2001). O excesso de agua em
drogas vegetais propicia o desenvolvimento de microorganismos e hidrélise de
constituintes quimicos facilitando, consequentemente a deterioracédo (FARIAS, 2004;
WHO, 1998). Pode indicar ainda que o material foi mal preparado ou encontra-se
acondicionado inconvenientemente. Muitas vezes revela simplesmente presenca de
fraude (COSTA, 2001). A Farmacopéia Brasileira (1998) estabelece limites de 8 a
14% de umidade para as matérias-primas vegetais, em geral, com algumas
excecOes especificadas em monografias.

O limite maximo de cinzas totais em uma matéria-prima vegetal deve ser
determinado caso a caso. As cinzas, residuos ndo-volateis, isentos de carbono, que
se originam da combustdo de substancias organicas em condicbes apropriadas,

provém, basicamente, dos constituintes minerais e dos organo-metalicos que
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integram as plantas (cinzas fisiologicas) e, ainda, de materiais estranhos,
especialmente areia e terra aderente a superficie da droga (cinzas néo fisiol6gicas)
(COSTA, 2001; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1998).

Portanto, o teor de cinzas totais acima do estabelecido como parametro para
uma determinada matéria-prima vegetal indica presenca de impurezas inorganicas
ndo-volateis que podem estar presentes como contaminantes ou adulterantes
(FARIAS, 2004; OLIVEIRA et al., 1998).

Segundo Park (1996) o conhecimento das cinzas nas diversas partes de uma
planta é reconhecidamente um parametro essencial para determinar a distribuicao
dos minerais nos vegetais.

A determinacdo de cinzas insoliveis em acido cloridrico destina-se a
deteccdo de silica e constituintes silicosos que em quantidade acima da
estabelecida para a droga vegetal indica contaminagdo por excesso de terras ou
areias (FARIAS, 2004; FARMACOPEIA BRASILEIRA, 1998).

N&o foi encontrado na literatura pesquisada, valores padrdes de cinzas totais
e cinzas insoliveis em &cido para amostras de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent.
Neste trabalho foi encontrado o valor médio de 18,2% e 7,43% respectivamente.

O teor de cinzas totais elevado pode ser justificado pela presenca de grande
guantidade de drusas e cristais prismaticos verificados na analise morfo-anatémica.
O teor de cinzas insoluveis em &acido apresenta valor elevado devido a grande
quantidade de silica e compostos silicosos presentes na amostra, fato tambéem
verificado através dos cortes histoldgicos da folhas, onde observou-se grande
guantidade de células com paredes silificadas. Provavelmente, um outro fator para a
presenca consideravel de silica na amostra é a espécie ser tipica de mata ciliar.
Plantas de locais com maior quantidade de agua tendem a acumular mais silica.

A triagem fitoquimica do po das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent
evidenciou a presenca de heterosideos flavonéides, cumarinas e mucilagens.

Os metabdlitos secundarios foram considerados, por algum tempo, como
produtos de excrecdo do vegetal. Na atualidade, ja se sabe que muitas dessas
substancias participam de alguma forma nos mecanismos de adequacao e
adaptacdo do vegetal as condigbes ambientais. Atribui-se o fato de os vegetais
estarem fixos, enraizados no solo e ndo poderem se deslocar, a imensa diversidade

de metabdlitos secundarios que sédo capazes de produzir (SANTOS, 2004).
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Os flavondides representam um dos grupos fendlicos mais importantes e
diversificados entre os produtos de origem natural. Essa classe de compostos é
amplamente distribuida no reino vegetal.

Plantas ricas em flavondides séo utilizadas para o tratamento de doencas
circulatorias, hipertensdo, como antivirais, anti-hemorragicos, anti-inflamatorios,
antimicrobianos, antitumorais e antioxidantes (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Diversos compostos flavondides, isoliquiritigenina, isoliquiritina,
kumatakenina, licoflavonol e isoflavona, apresentam atividade antitlcera (SAITOH et
al., 1976). Nicoletti et al. (1984) isolaram uma biflavona das folhas de Strychnos
pseudoquina St. Hil. e Silva et al. (2005) demonstraram atividade gastroprotetora
para o0 extrato metandlico das folhas desta planta. Os flavondides eupafolina,
guercetina, luteolina e apigenina foram isolados da Baccharis trimera e
apresentaram atividade gastroprotetora (SOICKE; LENG-PESCHLOW, 1987; VERDI
et al., 2005; BORELLA et al., 2006).

A procura de medicamentos de origem vegetal tem conduzido a um renovado
interesse farmacéutico em cumarinas, pelo fato dessas substancias mostrarem
atividade farmacologicas potentes e relevantes e serem de baixa toxicidade para
mamiferos (HOULT; PAYA, 1996).

J4 foram isoladas cumarinas com atividade imunossupresora, relaxante
vascular, hipolipidémica, hipotensora, inibidora da agregacdo plaquetaria,
miorrelaxante, antiespasmaodica, vasodilatadora e antitrombdtica (KUSTER; ROCHA,
2004).

Algumas cumarinas com atividade anti-HIV foram identificadas a partir de
fontes vegetais. Como exemplo cita-se os canalideos A e B isolados das folhas de
uma arvore de floresta tropical, Calophyllum lanigenun Miq. Var. austrocoriaceum,
familia Guttiferae, encontrada na Malasia. Essas substancias inibiram a replicacao in
vitro do HIV-1, provavelmente por inibicdo da atividade enzimatica da DNA-
polimerase dependente de DNA e da DNA-polimerase dependente de RNA
presentes no virus (VLIETINCK et al., 1998).

Drogas contendo mucilagens sdo analisadas através da determinacdo do
indice de intumescimento, volume ocupado pelo intumescimento de 1 g da droga
pela adicdo de agua ou outro agente intumescente, sob condi¢cbes definidas.

As mucilagens séo constituintes naturais do vegetal, ndo sendo indicativas de

alteracdes patologicas da planta. Ocorrem, predominantemente, em sementes, nas
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quais parecem ter a funcdo de retencdo de agua para auxiliar na germinagcdo, mas
podem ocorrer também em outros 6rgéos do vegetal. A propriedade das mucilagens
de reter agua explica a sua acao laxativa, ao formar um bolo fecal volumoso,
permanentemente turgido, evitando a absor¢cdo de agua através das paredes dos
intestinos e o0 endurecimento das fezes, ao mesmo tempo que excitam, por via
reflexa, as contragdes intestinais. No entanto, em certos casos, atuam como
antidiarréicos, devido a sua natureza coloidal, impedindo a acdo de substancias
irritantes e até bactérias sobre a mucosa (JENKINS et al.,, 1978; DYKES;
HODGSON, 1981; SCHNEEMAN, 1986; TULUNG et al., 1987; TODD et al., 1990;
ROMBI, 1991; BRUNETON, 1993; SPILLER, 1996; ROBBERS et al., 1996).

As caracteristicas estruturais descritas neste estudo e a prospeccao
fitoquimica contribuem na identificacdo da espécie e fornecem parametros que
poderdo ser aplicados futuramente no controle de qualidade e no estudo
farmacognostico desta espécie. A presenca de heterosideos flavondides, cumarinas
e mucilagens podem justificar algumas das atividades biolégicas de uso popular
desta planta.

Neste trabalho foi realizado um estudo com o EAEG procurando avaliar seu
efeito protetor gastrico, de acordo com o uso popular. Neste sentido foram utilizados
0os modelos de lesdo aguda gastrica induzidos por indometacina, etanol ou estresse,
0S quais permitem estudar estes efeitos.

O uso dos anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) esta entre os principais
fatores que promovem desequilibrio dos fatores de protecdo da mucosa gastrica. A
inducao de lesdes por indometacina representa um modelo animal simples e efetivo,
sua acdo antiinflamatoria através da inibicdo da enzima COX (cicloxigenase) e,
consequente, reducdo da producdo de PG, é responsavel pelas lesdes gastricas
observadas. Diversos estudos demonstram que as 2 isoformas da COX, COX-1 e
COX-2, contribuem significativamente para a protecdo da mucosa gastrica. A COX-1
€ uma das responsaveis pela manutencao do fluxo sanguineo adequado e secrecéo
de muco, e a COX-2 pela rapida cicatrizacdo das lesbes/ulceras e diminuicdo da
adesdo de leucdcitos ao endotélio vascular, o que compromete a microcirculacao da
mucosa gastrica. A inibicdo das 2 isoformas de COX provoca alteracdo desses
parametros (WALLACE, 2001). Os AINE’s também provocam irritacdo gastrica por

contato com a mucosa, principalmente se tiverem carater acido (WALLACE, 2006).
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Os camundongos que foram tratados com EAEG antes da indug&o das lesbes
com indometacina apresentaram menor indice de lesbes na mucosa gastrica, em
comparacao ao grupo néo tratado, sugerindo um efeito gastroprotetor.

O etanol é apontado como um dos principais fatores de risco para leses
gastricas. ApOs a ingestdao de alcool, a barreira de muco é afetada e torna-se
permeavel ao etanol que provoca lesdo no epitélio e favorecimento do ataque do
acido gastrico, este processo provoca a formacdo de Ulcera gastrica (WALLACE,
2001). O etanol penetra na mucosa gastrica rapidamente, causando necrose de
membrana, exfoliacdo do epitélio superficial e erosdes. Isto facilita a injuria vascular
progressiva dos capilares superficiais e subepiteliais mucosos. As lesdes sao
aparentemente causadas por um efeito direto do etanol, modulado indiretamente,
pela liberacdo de produtos vasoativos das células mastocitarias, macréfagos,
leucécitos e plaquetas (SZABO; SZELENYI, 1987, OATES; HAKKINEN, 1988,
SZABO; NAGY, 1992). Agentes necrotizantes, como o0 etanol, aumentam a
peroxidacao lipidica e reduzem o contetdo de grupos sulfidrilicos nédo protéicos da
mucosa gastrica, indicando que os radicais livres derivados de oxigénio e a
peroxidacao lipidica estdo envolvidos neste tipo de lesdo (SALIM, 1990). Dentre os
fatores que contribuem para a injaria gastrica por etanol podemos citar: aumento da
liberacdo de histamina e serotonina, diminuicdo da produgcéo de muco, aumento de
radicais livres, aumento da retrodifusdo de acido, aumento da motilidade gastrica,
diminuicdo da producdo endogena de grupos sulfidrilicos, aumento do efluxo de
sbédio e potassio, aumento do influxo de calcio e da producdo de leucotrienos,
reducdo da producdo de prostaglandinas e do fluxo sanguineo géstrico, isquemia e
aumento da permeabilidade vascular gastrica (GLAVIN; SZABO, 1992).

Agentes que aumentam os fatores de protecdo da mucosa gastrica, doadores
de grupos sulfidrilicos como a cisteamina e o analogo da PGE;, misoprostol, que
atua como agonista do receptor EP1, reduzem as lesdes induzidas por etanol
(ROBERT et al., 1979) Apesar da hipersecrecado géastrica ndo ser causa primaria
das lesbes induzidas por etanol, agentes anti-secretores como 0s antagonistas dos
receptores H, e os inibidores da bomba de prétons, também podem reduzir as
lesGes induzidas por etanol como observado com o controle positivo utilizado.

Testou-se o EAEG por via oral neste modelo experimental, e observou-se que

o0 EAEG foi capaz de proteger a mucosa gastrica dos camundongos contra as lesdes
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induzidas por etanol, sugerindo uma acao citoprotetora eficiente dos principios ativos
presentes neste extrato.

Outro fator, que tem um importante papel na etiopatologia da ulcera géastrica
0 estresse (GOVINDARAJAN et al., 2006). Ulcera induzida por estresse €
provavelmente mediada pela liberacéo de histamina e se desenvolve usualmente em
poucas horas apds queimadura, politraumas, lesdo no sistema nervoso central,
choque, grandes operac¢des ou infeccdo severa (DEMBINSK et al., 2005). Além do
aumento da secrecao gastrica outros fatores como: alteracées na microcirculacao da
mucosa gastrica, motilidade e redugéo da producdo de muco. Contudo, o0 modelo de
Ulceras induzidas por estresse em animal pode ser parcialmente ou totalmente
evitada por vagotomia. O aumento da atividade vagal tem sido sugerido como o
principal fator em ulceracdo induzida por estresse (SINGH; MAJUMDAR, 1999). O
nervo vago estimula a secre¢do &cida gastrica via interacdo de mediadores quimicos
(acetilcolina) com o receptor muscarinico. A ativacdo do receptor muscarinico
desencadeia a sequéncia de eventos que resultam no aumento da secrecao acida
gastrica (CLAPHAM, 1995). No entanto o0 aumento da secre¢cao gastrica ndo € uma
consequUéncia somente da atividade da acetilcolina na célula secretora de histamina,
mas também, devido a sua a¢éo na célula parietal (SCHUBERT, 2000).

Algumas drogas com atividade antitlcera, como a cimetidina, ranitidina e
famotidina, sdo usadas no tratamento de Ulcera gastrica por bloquearem receptores
H. de histamina. No presente estudo verificou-se que o EAEG inibiu a producéo de
Ulcera por estresse, que pode ter ocorrido por aumento dos fatores protetores,
diminuicdo dos fatores agressores ou alteragcdo dos dois parametros ao mesmo
tempo.

Depois de observado que o EAEG é capaz de proteger a mucosa gastrica
podendo nesta acdo estar envolvidos diversos mecanismos tais como: a
preservacdo do muco, aumento da producdo de PG e a presenca de principios
ativos com atividade antioxidante, o que pode ser devido a flavondides, cuja
presenca na espécie vegetal estudada foi confirmada na triagem fitoquimica,
passou-se a estudar se este extrato estaria interferindo de alguma forma com a
secrecdo acida géstrica, j& que este efeito (reducdo da secrecdo acida) também
participa do processo de protecdo da mucosa gastrica.

Esse ensaio também foi realizado para descartar a hipétese de que o EAEG

estivesse agindo apenas como uma barreira fisica, exercendo, portanto uma acao
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mecéanica formando uma pelicula de extrato sobre a mucosa e impedindo que o
etanol removesse a camada de muco, foi administrado o EAEG pela via
intraduodenal. A administracdo por essa via exige a absorcdo dos principios ativos
do extrato e seu efeito ocorrera apos absorcao e distribuicao.

A regulacdo da secrecdo acida géastrica é mediada por fatores paracrinos,
hormonais e neurais de maneira interdependente. A secrecdo de H* para formacéo
do suco gastrico € estimulada pela histamina, acetilcolina e gastrina que se ligam
aos seus receptores na ceélula parietal (SCHUBERT, 2002). Assim, uma acéo
inibidora do EAEG em qualquer nivel da estimulacdo da secrecdo acida, poderia
levar a protecdo gastrica por diminuir os fatores agressores da mucosa.

O método da ligadura pilérica € um modelo que permite avaliar o efeito de
substancias na secrecao acida gastrica e os eventos envolvidos na protecdo da
mucosa géstrica. O tratamento dos animais com o EAEG provocou diminuigdo do
volume do conteuido gastrico com diferencas significativas somente com as doses de
200 e 600 mg/kg. Ja a acidez total da secrecdo gastrica foi reduzida
significativamente com as trés doses, isso sugere que o0 EAEG inibe a secrecédo de
acido, especificamente, sem provocar alteracdo de outras secre¢bes do estbmago.
Essa conclusao é possivel pelo fato de ndo ocorrer diminui¢cdo do volume secretado
de maneira muito intensa. Na avaliacdo da acidez livre pela medicdo do pH em
pHmetro verificou-se uma diminui¢cao proporcional de pH em relacdo ao aumento da
dose do EAEG.

O aumento da motilidade gastrointestinal provocado pela dose de 600 mg/kg
v.0. do EAEG pode também ser responsavel pela protecdo da mucosa gastrica,
considerando-se que 0 esvaziamento gastrico aumentado diminuiria a quantidade de
acido presente no estdbmago e reduziria o efeito agressor do acido.

A motilidade gastrintestinal € um processo integrado que inclui atividade
mioelétrica, contratil, tbnus, complacéncia e transito. Esses diferentes fatores de
mobilidade podem ser gerados e modulados por substancias neurais ou hormonais
liberadas localmente ou através da circulacdo. A principal substancia responsavel
pela modulacdo da motilidade gastrintestinal é a acetilcolina. Essa regulacédo é feita
através da ligacdo aos receptores muscarinicos M1 e M3 presentes na camada de
musculo circular do TGl (HANSEN, 2003).

Outras metodologias, complementares, poderdo ser utilizadas para

caracterizar o possivel mecanismo pelo qual o EAEG produz gastroprotecdo, tais



72

como: determinagdo de muco da mucosa, método que consiste na determinacéo de
mucopolisacarideos solUveis; determinacdo de grupos sulfidrilicos ndo protéicos
(NP-SH) da mucosa gastrica, que se baseia na reacéao do reagente de Ellman (acido
2-nitrobenzdico) com o tiol livre originando um dissulfeto misto mais acido 2-nitro-5-
tiobenzoico, cujo produto da reacdo é medido por leitura da absorbancia; lesédo
géastrica crbnica induzida por acido acético, método baseado na observacdo das
lesGes induzidas por esse agente, injetado na parede suberosa do estdbmago, 7 dias
antes do término do teste; determinacédo da atividade H+/K+/ATPase, que pode ser
realizado direta ou indiretamente em ensaios in vivo e in vitro, onde a enzima pura
pode ser obtida por centrifugacdo diferencial, mantendo-se estavel quando
conservada a temperatura baixa (-15°C). Os ensaios in vitro sao realizados com
preparacdes da enzima purificada ou parcialmente purificada e baseiam-se na
medida direta da atividade de hidrolise do ATP pela enzima.

O conjunto de nossos resultados permite sugerir que no mecanismo de acao
do efeito gastroprotetor das folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent podem estar
envolvidos o aumento de fatores protetores da mucosa gastrica e/ou a reducao de
fatores agressores, tais como a inibicdo da secrecdo acida géastrica. Essas acdes
tornam esta espécie vegetal uma fonte em potencial para novos estudos que
comprovem a sua utilizagdo como uma forma alternativa para o tratamento de
distarbios gastricos.

Com o prosseguimento dos estudos poderemos isolar os principios ativos e

determinar os processos envolvidos no efeito gastroprotetor.
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6 CONCLUSOES

Os resultados obtidos sugerem que:

* Os dados obtidos na caracterizagcdo farmacognostica das folhas de
Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent fornecem parametros importantes para
a identificacdo da matéria-prima vegetal, como teor de cinzas,

caracterizagdo microscoépica, entre outros.

« As folhas de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent apresentam 0s
metabdlitos mucilagem, cumarina e falvonoides, provaveis

responsaveis pela acéo gastroproterora do EAEG.

« O EAEG administrado por via oral foi capaz de proteger a mucosa
gastrica de camundongos contra lesfes induzidas por indometacina,

etanol ou estresse.

* O EAEG foi capaz de diminuir o volume e a acidez da secrecéo acida

gastrica em camundongos.

« O EAEG alterou significamente a motilidade intestinal através do

aumento do transito somente com a dose de 600 mg/kg.

» Este estudo pode respaldar o uso popular de Celtis iguanaea (Jacq.)
Sargent como protetora da mucosa gastrica e para tratamento de
disturbios gastricos.
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ANEXOS
ANEXO A - Tabela 1: Ficha padrao de triagem farmacolégica.

ACAO PARAMETROS COoM TEMPO DE INJECAO
TRO MINUTOS HORAS DIAS
LE [5]10|20[30 |60 [4]8|24 48[4 |7

>MOTILIDADE
>FREQ. RESPIRATORIA
PILOERECAOQ
EXOFTALMIA
MOVIMENTOS
ESTEREOTIPADOS
Lamber patas

Cocar focinho

Morder cauda
CONVULSAO CLONICA
CONVULSAO TONICA
TREMORES FINOS
TREMORES GROSSEIROS
SIALORREIA
FASCICULACOES
MIDRIASE

ERECAO DE CAUDA
TREMOR DA CAUDA
DIAMETRO PUPILAR
<MOTILIDADE

<FREQ. RESPIRATORIA
SEDACAO

CATATONIA

PTOSE PALPEBRAL
ANALGESIA
ANESTESIA

PERDA REFLEXO
CORNEANO

DIAMETRO PUPILAR
ATAXIA

DISPNEIA
PASSIVIDADE
ALIENACAO AMBIENTE
<TONUS DORSAL
PERDA PREENSAQ PATA
PARALISIA TREM
POSTERIOR

>ZImMH0Nn—W0
nmH4zZzr»rc——-H0nm

r>xH4HZm0O OoOno<KaumZzZ

OmMmIOTOWwWwmmMADTUVMO

ORE | PALIDEZ

LHA | CIANOSE
HIPEREMIA
URI | AUMENTADA
NA | REDUZIDA
COLORACAO
DIARREIA
CONTORCAO
REACAO DE FUGA
AGRESSIVIDADE
GRANIDOS

nox-+H4Co

NnO—-d—mmm

Adaptado de M. H. MALONE (Natural Products & Plant Drugs with Pharmacological,
Biological or Therapeutical Activity, 1977.
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ANEXO B - Tabela 2: Tabela de pontuacéo das lesbes gastricas proposta por
Macaubas et al., (1988).

AVALIACAO DE LESOES GASTRICAS AGUDAS

Animali.......cccoiiiiiie, SeX0iuuuiieiiiinen. ldade:.......coovveeiiiiiieeens Data........... Loviiiinnn, Lo,
RESPONSAVEL.......ccccviiieiiiiiiii e AGENte INAULON:......oiiiiiiii i
Droga de teste:......ccoooiiiiiiiiiiiiiiiiieeeeee e

INDICE DE LESAO

Tratamento Ne Cor Pregas Petéquias Edemas Hemorragias Muco Ulceras N° indice
Ulceras
H/D N/P L|M]|IB|L M | L| M | <lmm >1lmm
1 0/1 1] 2 1 2 3 /1|2 3 1 15

N = normal

D = descorado

L =leve

M = moderado

| = intenso

H = hiperémica

P = perda de pregas
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APENDICE

APENDICE A - Tabela 3: indice de lesdes gastricas induzidas por indometacina (30
mg/kg s.c.) em animais tratados previamente (60 min) com EAEG 70, 200 e 600
mg/kg, veiculo (dgua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) pela via oral.

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG 600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg
1 10 12 10 2 4
2 18 16 12 4 2
3 15 4 6 8 2
4 16 10 8 8 6
5 6 15 6 4 5
6 12 12 8 6 4
7 9 16 10 4 1
8 15 12 8 4 5
9 10 16 4 2 4
10 16 6 12 6
11 6 8 4 2
12 14 10 2
13 8 4

MédiatEPM 12,1+1,26 11,46+1,11 8,17+0,8 4,3 +0,6 3,67+0,55

APENCIDE B - Tabela 4: indice de lesBes gastricas induzidas por etanol (75% v/v,
v.0.) em animais tratados previamente (60 min) com EAEG 70, 20 e 600 mg/kg,
veiculo (agua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) pela via oral

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg
1 14 10 16 20 26
2 34 11 4 3 6
3 22 18 16 4 1
4 30 16 12 8 14
5 40 18 24 8 22
6 46 24 18 4 12
7 24 22 12 8 13
8 34 18 24 28
9 12 14

MédiatEPM 28,44+3,81 17,0+1,96 15,0+2,07 10,33+2,48 15,25+3,35
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APENDICE C - Tabela 5: indice de lesBes gastricas induzidas por estresse em
animais tratados previamente (60 min) com EAEG 70, 200 e 600 mg/kg, veiculo
(agua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) pela via oral.

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG 600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg
1 12 10 8 8 5
2 14 10 9 8 6
3 18 12 13 10 11
4 22 12 15 10 12
5 22 12 16 12 14
6 23 16 16 12 14
7 25 18 17 13 16
8 28 18 18 13 16
9 32 20 19 14 16
10 22 15 16
11 22 16

MeédiatEPM 21,77+2,13 15,64+1,4 14,55+1,28 11,9+0,8 12,6+1,31

APENCIDE D - Tabela 6: Volume do contetdo gastrico (mL) acumulado apés 4
horas de ligadura pilérica em animais tratados com EAEG 70, 200 e 600 mg/kg,
veiculo (agua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) pela via intraduodenal.

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG 600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg

1 2,4 2,0 1,9 2,0 2,2

2 2,4 2,4 1,9 2,0 2,0

3 2,6 2,1 1,7 2,2 1,4

4 2,2 2,4 1,4 1.4 2,1

5 2,4 2,0 1,9 2,0 2,0

6 2,4 1,9 2,4 2,0 2,0

7 2,2 2,0 2,2 1,6 1,8

8 2,6 2,4 2,2 1,8 2,0

MédiatEPM 2,4 +0,05 2,15+0,07 195+0,11 1,87+0,09 1,93+0,08
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APENDICE E - Tabela 7: Acidez livre (pH) do contetido gastrico acumulado apos 4
horas de ligadura pilérica em animais tratados com EAEG 70, 200 e 600 mg/kg,
veiculo (agua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina (50 mg/kg) pela via intraduodenal

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG 600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg

1 3,86 4,33 4,44 5,19 7,04

2 4,95 4,24 6,25 4,96 5,00

3 3,19 6,10 6,60 5,27 4,63

4 2,57 4,10 5,24 6,73 4,55

5 4,17 5,04 5,75 6,98 4,31

6 3,44 5,27 4,43 5,80 5,70

7 3,74 5,20 5,95 5,51 5,75

8 3,72 6,38 6,76 5,69 4,68

MédiatEPM 3,70+0,24 5,08+0,29 5,67+0,31 5,76 0,25 5,20+0,32

APENDICE F - Tabela 8: Acidez total (mEq[H*]/L) do contelido géstrico acumulado
apos 4 horas de ligadura pilérica em animais tratados com EAEG 70, 200 e 600
mg/kg, veiculo (agua filtrada 10 mL/kg) ou ranitidina pela via intraduodenal.

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG600 Ranitidina
mg/kg mg/kg mg/kg 50 mg/kg

1 8,5 3,2 2,0 1,8 3,0

2 3,3 1,1 2,1 4,4 1,7

3 5,5 4,0 4.4 1,9 2,2

4 3,9 3,3 0,4 1,7 2,9

5 9,3 2,2 2,0 2,5 1,3

6 5,8 2,8 3,7 5,0 2,3

7 6,1 2,9 6,0 2,0 2,0

8 6,0 2,7 1,9 1,5 1,9

MédiatEPM 6,04 +0,72 2,77+0,30 2,81+0,62 2,60+0,47 2,16+0,20
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APENDICE G - Tabela 9: Transito intestinal do marcador carvéo ativado (em valores
percentuais) em animais tratados previamente (60 min) com EAEG 70, 200 e 600
mg/kg ou veiculo (agua filtrada 10 mL/kg) pela via oral.

Animal Veiculo EAEG 70 EAEG 200 EAEG 600

mg/kg mg/kg mg/kg
1 56 46 65 81
2 52 50 66 75
3 49 33 57 82
4 52 42 51 60
5 55 31 70 46
6 45 53 66 53
7 48 41 63 53
8 66 54 84
9 52 71 79
10 54

MédiatEPM 52,7+2,0 42,2+3,1 61,7+2,2 68,1+4,9




