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RESUMO

O Brasil possui uma diversidade gigantesca, mas a crescente degradacdo ambiental pode levar ao
desaparecimento de varias espécies, muitas endémicas e ainda pouco investigadas. A
bioprospec¢do de novos compostos pode fomentar a criacdo de programas de conservacgao e 0 uso
popular é uma ferramenta que pode agilizar esse processo. Assim, o objetivo deste trabalho foi
avaliar a espécie Licania rigida Benth., uma planta endémica do Brasil, quanto as atividade anti-
inflamatdria e efeito gastroprotetor. O extrato etanolico da semente de L. rigida Benth. (EELY) foi
preparado e o perfil fitoquimico determinado e quantificado. Posteriormente, a atividade
antioxidante in vitro foi averiguada pelos métodos de sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil (DPPH) e substancias reativas ao acido tiobarbitdrico (SRAT). Para avaliar a atividade
anti-inflamatoéria in vitro, utilizou-se o método de desnaturagdo de ovalbumina, usando
diclofenaco sodico como anti-inflamatorio padrdo. O efeito gastroprotetor preventivo e
terapéutico de EELr (250 e 500 mg/kg), foi avaliado pelo método de lesdo gastrica por alta dose
(500 mg/kg) de &cido acetilsalicilico (AAS) em camundongos machos. Omeprazol (20 mg/kg) foi
utilizado como droga-padrdo. Os dados foram expressos como media * desvio padréo,
analisados, majoritariamente, por ANOVA unilateral, sequido de Teste de Dunnett (p < 0,05).
EELr exibiu quantidade relevante de compostos fenélicos, demonstrando capacidade antioxidante
in vitro por ambos os métodos utilizados. Quanto a atividade anti-inflamatdria, EELr foi capaz de
inibir quase 60% da desnaturacdo da ovalbumina, enquanto diclofenaco inibiu cerca de 80%, mas
em concentracOes superiores. Como gastroprotecdo preventiva, o extrato promoveu aumento nos
indices dos marcadores bioquimicos de estresse oxidativo, quais sejam, superoxido dismutase
(SOD) e glutationa reduzida (GSH) no estdmago, mas sem protecdo gastrica significativa sobre
as Ulceras gastricas. No entanto, exerceu influéncia sobre as enzimas SOD e catalase (CAT) no
figado, enquanto a droga-padrdo utilizada ndo promoveu melhora nesses parametros hepaticos.
Como terapéutico, o extrato promoveu diminuicdo significativa no numero de lesGes,
principalmente na area ulcerada, e com aumento nos niveis de SOD e GSH hepaticos. O efeito
observado de EELr pode ser devido a seus compostos fenolicos, como os taninos, &cido
clorogénico e acido cafeico. Os resultados revelam que EELr é uma fonte potencial de compostos
com atividade anti-inflamatdria, protege o figado do dano oxidativo e melhora a cura das Ulceras
induzidas por aspirina. O presente trabalho contribuiu para o conhecimento da espécie L. rigida,

visando seu uso sustentavel e conservacao.



Palavras-chave: bioprospec¢do; extrato etandlico; oiticica; desnaturacdo; aspirina; Microdesmia
rigida.



ABSTRACT

Brazil has a gigantic diversity, but the growing environmental degradation can lead to the
disappearance of several endemic and yet little investigated species. Bioprospecting for new
compounds can foster the creation of conservation programs and traditional use can speed up this
process. Thus, the objective of this study was to evaluate the species Licania rigida Benth.,
regarding its anti-inflammatory activity and gastroprotective effect. The ethanol extract of the
seed of L. rigida Benth (EELr) was prepared and the phytochemical profile determined and
quantified. Subsequently, the in vitro antioxidant activity was investigated by 2,2-diphenyl-1-
picrylhydrazyl radical scavenging (DPPH) and thiobarbituric acid reactive substances (TBARS)
methods. To assess the in vitro anti-inflammatory activity, the ovalbumin denaturation method
was used with sodium diclofenac as standard. The preventive and therapeutic gastroprotective
effect of EELr (250 and 500 mg/kg) was evaluated by the method of gastric injury by high dose
(500 mg/kg) of acetylsalicylic acid (ASA) in male mice. Omeprazole (20 mg/kg) was used as the
standard drug. Data were expressed as mean * standard deviation, analyzed mostly by one-way
ANOVA, followed by Dunnett's test (p < 0.05). EELr exhibited a relevant amount of phenolic
compounds, demonstrating antioxidant capacity in vitro by both methods performed. As for the
anti-inflammatory activity, EELr was able to inhibit almost 60% of ovalbumin denaturation,
diclofenac inhibited about 80%, but at higher concentrations. As preventive gastroprotection, the
extract improved levels of biochemical markers of oxidative stress, i.e., superoxide dismutase
(SOD) and reduced glutathione (GSH) in the stomach, but without significant protection on
gastric ulcers. However, it exerted influence on the levels of SOD and catalase (CAT) enzymes in
the liver, while the standard drug used did not improve these liver parameters. As therapeutic,
EELr promoted a significant decrease in the number of lesions mainly in the ulcerated area, and
an increase in hepatic SOD and GSH. The observed effect of the extract may be due to its
phenolic compounds, such as tannins, chlorogenic and caffeic acids. The results reveal that the
extract is a potential source of compounds with anti-inflammatory activity, protects the liver from
oxidative damage and improves the healing of aspirin-induced ulcers. Furthermore, this work

contributes to the knowledge of the species L. rigida, aiming its sustainable use and conservation.

Keywords: bioprospecting; ethanol extract; oiticica; denaturation; aspirin; Microdesmia rigida.
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1 INTRODUCAO

As plantas sdo utilizadas pelo ser humano como forma de cura para diversas doencas
desde os tempos remotos. Séculos se passaram e 0 progresso tecnoldgico/cientifico permitiu a
comercializacdo de medicamentos com 0s principios ativos desses organismos, mas grande parte
dos paises ainda se utiliza da medicina tradicional, seja por necessidade ou buscando menos
efeitos adversos (CARDOSO; OLIVEIRA; CARDOSO, 2019).

Um exemplo disto é a utilizacdo de acido acetilsalicilico (AAS), vulgo aspirina. Relatos
populares do uso de salgueiro para alivio de dores, febres e enxaquecas levaram ao isolamento da
salicina e sua posterior modificacdo ao anti-inflamatorio, analgésico e antipirético utilizado até
hoje (MONTINARI; MIRELLI; DE CATERINA, 2019; WICK, 2012). No entanto, assim como
outras drogas anti-inflamatoérias ndo-esteroidais (DAINES), seu uso é acompanhado por efeitos
indesejaveis, principalmente no trato gastrointestinal (BRUNE; PATRIGNANI, 2015). Portanto,
a pesquisa relacionada ao uso tradicional das plantas medicinais pode garantir ndo s6 a qualidade
e seguranca como indicar novas fontes terapéuticas para tratar e prevenir doencas (JAMSHIDI-
KIA; LORIGOOINI; AMINI-KHOEI, 2018).

O Brasil é detentor de mais de 20% da diversidade biolégica do mundo, terrestre e
marinha. Sua extensao territorial e clima diverso formam seis biomas ecoldgicos com grande
potencial para se tornar fonte inestimavel de descobertas envolvendo seus produtos naturais
(MINISTERIO DO MEIO-AMBIENTE - MMA, s.d.; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). No
entanto, a destruicdo que vem ocorrendo desse patriménio, potencializada pela fragilizacdo das
leis ambientais, ameacam a sobrevivéncia das espécies, beirando-as a extin¢do e comprometem o
servico ecoldgico que elas exercem (BARBOSA; ALVES; GRELLE, 2021; BRANDES et al.,
2020).

Nesse contexto, a Caatinga € um dos biomas brasileiros mais afetados pela agdo
antropogénica, estando em constante risco (ANTONGIOVANNI et al., 2020). Ocupando um
territorio de 833.000 km?, esse bioma possui grande diversidade de espécies e endemismo, com
cerca de 3.500 espécies, de 962 géneros e 153 familias de angiospermas, contrariando a crendice
de que se trata de um ambiente pobre e indspito (FERNANDES; CARDOSO; QUEIROZ, 2020).
No entanto, € um dos biomas com menor nimero de unidades de conservagdo e com projecoes

para sofrer ainda mais pressdo, caso medidas para sua devida protecdo ndo sejam tomadas
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(BROCK et al., 2021; OLIVEIRA et al. 2017). Acredita-se que o potencial bioprospectivo
poderia ser utilizado como estratégia para gerar e atrair recursos a serem investidos em
programas de conservacao nacional e o histérico de uso popular das plantas pode servir como
norteador desse processo (DI STASI, 1996; GARNATJE; PENUELAS; VALLES, 2017;
SKIRYCZ et al., 2016).

Um exemplo de espécie endémica brasileira, prioritariamente da Caatinga e com potencial
para ser objeto de pesquisa nesse aspecto € a Licania rigida Benth., da familia Chrysobalanaceae.
Conhecida popularmente como oiticica, essa planta é utilizada pelas comunidades para
tratamento de inflamacdes em geral, diabetes, dor de barriga e coceira (ALBUQUERQUE et al.,
2007a; ALVES; NASCIMENTO, 2010; MACEDO et al., 2018). Pesquisas com essa espécie ja
evidenciaram, para suas folhas, a atividade anti-inflamatéria (SANTOS et al., 2019),
anticoagulante (LUZ et al., 2021), antifingica e antioxidante (FREITAS et al., 2019;
NASCIMENTO et al., 2017).

Apesar dos trabalhos citados anteriormente, a capacidade farmacoldgica das sementes
dessa espécie foi pouco explorada. Nesse quesito, nosso grupo de pesquisa demonstrou que a
semente possui atividade antimicrobiana e seu extrato etandlico tem um perfil promissor de
polifendis com atividade antioxidante (FARIAS et al., 2013; PESSOA et al., 2016). Esses
resultados demonstram que a semente também pode ter potencial atividade anti-inflamatoria, uma
vez que vasta literatura atribui esta atividade a presenca desses compostos, que agem atraves de
diversos mecanismos (CORY et al., 2018; NANI et al., 2021). Polifendis podem também ser
Uteis no tratamento de Ulceras e outros distarbios gastricos, como comprovado para outras
sementes com esse perfil (FIGER et al., 2017; GUPTA et al., 2021; PASEBAN et al., 2020;
UGBOGU et al., 2017; ZHANG et al., 2021).

Dessa forma, o objetivo do presente trabalho foi avaliar o extrato etandlico da semente de
L. rigida quanto a sua atividade anti-inflamatoria in vitro e efeito gastroprotetor in vivo contra
ulceras induzidas por aspirina, visando aumentar o conhecimento sobre a espécie e estimular sua

conservacao.
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2 REFERENCIAL TEORICO

2.1 Biodiversidade

A Biodiversidade, resumidamente, pode ser definida como a variabilidade de organismos
vivos nos diversos ecossistemas e 0s complexos sistemas ecoldgicos em que estdo inseridos
(ALHO, 2008). Pode ser organizada em trés niveis, de acordo com a Convencdo da Diversidade
Biologica (CDB): diversidade genética, diversidade de espécies e diversidade de ecossistemas
(FRANCO, 2013; LAURILA-PANT et al., 2015).

A biodiversidade oferece bens e servicos, como alimentos, abrigo, compostos para
medicamentos, variabilidade genética para melhoramento de espécies agricolas; controle de
enchentes, fornecimento de oxigénio e fontes de agua (ALHO, 2008; MCNEELY et al., 1990;
NRC, 1999). A espécie humana, assim como as outras, depende desses recursos para sua
sobrevivéncia e melhor qualidade de vida, no entanto, a biodiversidade esta se reduzindo
excessivamente, devido a propria acdo humana. Superexploracdo, introducdo de espécies
exoticas, desmatamentos e poluicdo provocam efeitos catastréficos como fragmentacdo de
habitats, mudancas climéaticas e aumento da extincdo de espécies de forma que a natureza ndo
consegue repor (BARBOSA, et al. 2006; BUTT et al., 2013; HAUSMANN et al., 2016;
LAURILA-PANT et al., 2015; TITTENSOR et al., 2014).

O movimento de conservacdo global surgiu ha pouco mais de cem anos e luta bravamente
contra 0 aumento da degradacdo pelo consumo humano (SANDERSON; WALSTON;
ROBINSON, 2018). A CBD de 1992, por exemplo, é um dos mais abrangentes tratados em que
196 paises se comprometeram a reduzir a perda de diversidade biol6gica (BENSUSAN et al,
2006; DRISCOLL et al., 2018). Porém, estudos como os de Tittensor et al. (2014) e Driscoll et
al. (2018) mostram que, apesar das politicas crescentes em resposta a crise da biodiversidade,
esforcos adicionais sdo necessarios para atingir as metas globais propostas. Corroborando com
este fato, recentemente foi publicado que a maioria dos objetivos sugeridos para os anos de 2011
a 2020 ndo foram cumpridos, aumentando a urgéncia por a¢cdes mais decisivas a partir de entdo
para conseguir manter e recuperar as espécies e ecossistemas (SECRETARIAT OF THE CBD,
2020; WILLIAMS et al., 2020).
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Idealmente, todos os niveis da biodiversidade devem ser conservados, simplesmente pelo
valor intrinseco e por terem direito de existéncia apds uma longa historia de evolugdo (ALHO,
2008; MCNEELY et al., 1990; PRIMACK; RODRIGUES, 2001). No entanto, a falta de recursos
humanos e financeiros, com desigual distribuicdo, pressiona 0s conservacionistas a considerarem
varias informacgdes antes de estabelecerem uma area ou espécie a ser protegida (LAURILA-
PANT et al., 2015; NRC, 1999; SEDDON et al., 2016).

Trés critérios podem ser utilizados para estabelecer prioridades, segundo Primack e
Rodrigues (2001):

(1) Por diferenciagdo; comunidades ricas em espécies, principalmente endémicas e raras,
tém prioridade para conservacdo. Espécies endémicas sdo espécies que estdo restritas a
determinadas areas; o desaparecimento delas causa perda inimaginavel a biodiversidade global
(NRC, 1999). Areas com muitas espécies endémicas e com perigo de destruicdo de habitats séo
chamadas de hotspots e tém prioridade para conservacdo (MARCHESE, 2015).

(2) Pelo perigo; areas onde ha espécies em risco de extingdo ou comunidades ameacadas
por destruicdo iminente de habitats precisam ser conservadas.

(3) Por utilidade; espécies com valor atual ou em potencial tém prioridade sobre outras.

Com relacdo ao terceiro critério, McNeely et al. (1990) atribuiram valores diretos e
indiretos aos beneficios oferecidos pela diversidade de espécies e ecossistemas. Valores diretos
sdo para recursos diretamente extraidos, como lenha, alimentos, resinas, fibras, produtos
quimicos e medicamentos; ja valores indiretos sdo para servigos que 0 ecossistema promove
como polinizacdo, fotossintese, controle do clima e fertilizacdo dos solos. Atualmente, os
conservacionistas estdo considerando mais os beneficios econdmicos que a area oferece para a
criagdo de unidades de conservagdo, como Parques Nacionais, por exemplo. Estima-se que o
valor econdmico da biodiversidade seja de 10 a 100 vezes o custo de manté-la (RANDS et al.,
2010). No entanto, a valorizacdo econémica da biodiversidade deve apenas complementar, e ndo
substituir, as medidas tradicionais de conservacdo (SEDDON et al., 2016).

Outro valor que pode ser atribuido é o opcional ou potencial da biodiversidade em
oferecer um beneficio econémico para a sociedade no futuro (LAURILA-PANT et al., 2015;
NRC, 1999;: PRIMACK; RODRIGUES, 2001). A medida que a ciéncia descobre novos usos para
plantas e animais, até entdo sem interesse, mais pessoas ddo importancia a protecdo atual em

nome do beneficio potencial (GIULIETTI et al., 2004). Nesse quesito, a falta de conhecimento



27

cientifico se apresenta como uma lacuna entre o valor da biodiversidade que se conhece e seu
valor no futuro (ALHO, 2008). Ha& poucas informacfes, por exemplo, em relacdo aos
microrganismos, invertebrados e muitos grupos de plantas. A caréncia de informacgdes pode
afetar diretamente o potencial de éareas de pesquisa como biotecnologia de alimentos e
medicamentos (ALHO, 2008; RANDS et al., 2010). Em vista da incerteza sobre o potencial de
uso da biodiversidade e suas formas de manejo, toda e qualquer pesquisa cientifica nessa area é
valida, mesmo ndo tendo valor aplicavel imediato (BENSUSAN et al, 2006; NRC, 1999;
RANDS et al., 2010).

E necessario que haja equilibrio entre conservagio e desenvolvimento humano. N&o existe
férmula perfeita para fazer isso, mas a necessidade diante do atual cenario de degradacdo supera
o conflito entre preservacdo e uso da natureza (CHAN et al., 2007; GIULIETTI et al., 2004).
Entre as atividades econdmicas que combinam conservacao e sustentabilidade estd a busca por
novas fontes de moléculas naturais capazes de promover salide e bem-estar (CARVALHO,
2006). Dentre os paises com capacidade para tais atividades, o Brasil se destaca.

Estima-se que 15 a 20% de toda a diversidade biologica mundial, 10 a 22% da
biodiversidade vegetal e muitas espécies endémicas se encontram no Brasil (ALHO, 2008;
CARVALHO, 2006; DRUMMOND:; ANTONINI, 2006; ROMAO et al., 2015). Ademais, 0
Brasil € um pais em desenvolvimento com significante importancia na conservacdo devido a
magnitude de sua biodiversidade, com potencial para crescimento econdmico através do uso
sustentavel de seus recursos naturais (ABRANCHES, 2020). Porém, seus biomas, principalmente

a Mata Atlantica, Cerrado e a Caatinga, sofrem devido a pressao antrépica (MACIEL, 2010).

2.2 Caatinga

A Caatinga € considerada um bioma exclusivo do Brasil, pois sua grande area de extensao
(10% do territdrio nacional e 54% da regido Nordeste) ndo € compartilhada com nenhum pais
vizinho como os outros biomas brasileiros (ANDRADE et al., 2005; ALVES; ARAUJO;
NASCIMENTO, 2009; GIULIETTI et al., 2004; MACIEL, 2010; TABARELLI et al.,2018), mas
sua vegetacdo pode ser incluida no bioma global denominado “Florestas e Arbustais Tropicais
Sazonalmente Secos” (FATSS), sendo uma das maiores e continuas extensdes territoriais desse

tipo (QUEIROZ et al., 2017). Sua denominagéo significa “Mata Branca” em tupi, em referéncia a
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seu aspecto durante o periodo de secas (INSTITUTO NORDESTE XXI, 2015; MORO et al.,
2016; NICKEL, 2004). Sao arbustos espinhosos e florestas sazonais que se estendem por cerca de
833.000 km?, limitados ao norte pelo oceano Atlantico, a leste pela floresta Atlantica, a oeste pela
floresta Amazonica e ao sul pelo Cerrado (ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO, 2009;
FERNANDES; CARDOSO; QUEIROZ, 2020; INSTITUTO NORDESTE XXI, 2015; LEAL et
al., 2005; MORO et al., 2016).

Suas caracteristicas basicas incluem cobertura esparsa, com clima quente e semiarido,
circundada por areas de clima Umido. Possui espécies que apresentam adaptacdes a alta
variabilidade espacial e temporal de chuvas e consequente deficiéncia hidrica (caducifolia,
suculéncia, espinhos etc.), geralmente com folhas e flores produzidas em um curto periodo
(GIULIETTI et al., 2004; LEAL et al., 2005; NICKEL, 2004; TAVARES et al., 2016). Por
muito tempo, foi um ecossistema desvalorizado e pouco conhecido botanicamente, por estar
associado a uma baixa diversidade de plantas, sem espécies endémicas e antropizada
(GIULIETTI et al., 2004; LEAL et al., 2005; MACIEL, 2010; NICKEL, 2004). Tal assertiva é
parcialmente equivocada, pois ja se sabe que possui rica diversidade e altos indices de
endemismo (962 géneros registrados e 152 familias de angiospermas, com o equivalente a 23%
das espécies endémicas conhecidas de FATSS), com grande variedade de vegetacdo ainda
preservada e considerada uma das 37 grandes regiGes naturais do planeta (FERNANDES;
CARDOSO; QUEIROZ, 2020; FERNANDES; QUEIROZ, 2018).

No entanto, a Caatinga, de fato, sofre forte pressdo antropica pelos processos de uso e
ocupacdo do solo. Seus primeiros colonizadores utilizaram 0s recursos naturais da regido para
extracdo de energia da madeira e caca de animais, as areas de solos mais produtivos sendo
convertidas em pastagens para pecudria e culturas agricolas (ANDRADE et al., 2005; LEAL et
al., 2005; PEREIRA-FILHO; BAKKE, 2010; TABARELLI et al., 2018). Uma densa populacéo,
como a do semiarido, explorando uma area de maneira permanente pode resultar em colapso e
declinio das populacdes vegetais (RIBEIRO et al., 2015).

Tais atividades econémicas, aliadas aos baixos indices de chuva, dificultam o processo de
regeneracdo e desenvolvimento da vegetacdo da caatinga (ANDRADE et al., 2005). Além da
pecuaria e agricultura de subsisténcia, atividades como queimadas, desmatamentos, caca
predatoria e plantacdo de espécies exdéticas fragmentam habitats e reduzem a biodiversidade,
levando ao empobrecimento ambiental em larga escala (ALVES; ARAUJO; NASCIMENTO,
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2009; CASTRO, et al., 2006; DAIO et al., 2017; LEAL et al., 2005; MACIEL, 2010). Entre
1990 e 2010, a Caatinga perdeu em torno de 15.571 km? de cobertura arbdrea bruta e quase
40.000 Km? se transformaram em deserto pela interferéncia antropica na regido (ALVES;
ARAUJO; NASCIMENTO, 2009; BEUCHLE et al., 2015).

No entanto, ainda ha comunidades que usam e preservam as espécies e 0 meio ambiente
como fontes importantes para sua sobrevivéncia (DAIO et al., 2017). A maioria das pessoas que
vivem na Caatinga tem forte relacdo com a area e possui vasto conhecimento sobre os usos de
varias espécies nativas. Dentre as utilidades, destacam-se 0s potenciais forrageiro, madeireiro,
frutifero e faunistico para extracdo de lenhas, Gleos, ceras e mel, fibras, alimentos e plantas
medicinais (GIULIETTI et al., 2004; PAREYN, 2010; PEREIRA-FILHO; BAKKE, 2010;
TAVARES et al., 2016). Por dependerem dos recursos naturais, é de interesse coletivo das
comunidades que a Caatinga seja preservada. Uma das vertentes para salvar a biodiversidade
desse bioma ¢é aliar ciéncia com investimento e politicas governamentais, descobrindo novos
produtos para promover a conservacao (INSTITUTO NORDESTE XXI, 2015; SKIRYCZ et al.,
2016) e o conhecimento local pode ser uma ferramenta para esse fim.

No quesito preservacao, a Caatinga € um dos ecossistemas menos privilegiados. Dentre os
biomas brasileiros, € um dos que possuem menor nimero de unidades de conservacao e menor
extensdo protegida, na frente apenas dos Pampas e Pantanal, e as que existem falham em proteger
toda a sua biodiversidade (GONCALVES-SOUZA et al., 2021; OLIVEIRA et al. 2017; VIEIRA,
PRESSEY; LOYOLA, 2019). Estima-se que cerca de 80% da area esteja alterada, mas apenas
123 unidades de conservacdo existem (6,7% da area) com somente cerca de 1% do bioma
protegido de forma integral (com parques nacionais, estacfes ecoldgicas e reservas bioldgicas)
(CNIP/PNE; s.d.; FREIRE et al., 2018). E necessario criar mais unidades de conservacio,
incluindo porcBes representativas das suas diversas fitofisionomias e diversidade filogenética,
para garantir seu manejo adequado (RIBEIRO et al., 2016; RITO et al., 2017). Porém, a falta de
dados atualizados e estudos continuos prejudica a conservagao ambiental da Caatinga (ALVES;
ARAUJO; NASCIMENTO, 2009).

E possivel perceber que na Caatinga ha modificacio do ecossistema pelos dois extremos:
de um lado, o uso e conhecimento acumulado dos catingueiros que lidam com a aridez e, do outro
lado, préaticas equivocadas de agricultura, excesso de pastejo que provocam a desertificacdo
(ALBUQUERQUE; MELO, 2018). Cabe as instituicdes governamentais controlar o uso e regular
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0 incentivo a exploracdo das espécies nativas (GIULIETTE et al, 2004), visando sua

conservacao.

2.3 Plantas medicinais e seus compostos

As plantas sdo essenciais para a sobrevivéncia humana, principalmente as alimenticias e
medicinais, sendo selecionadas por muitos anos pelas antigas civilizacbes (VALLI; RUSSO;
BOLZANI, 2018). O mundo todo utiliza plantas como alimento ou medicamento, principalmente
a China e outros paises asiaticos, india e América do Sul (XIE et al., 2016). Muitos paises usam
plantas medicinais por tradi¢do cultural, mesmo tendo acesso a medicina moderna, mas, para
muitos paises em desenvolvimento (cerca de 8% do mundo), as plantas medicinais sdo a Unica
opcAo para prevencdo e tratamento de varias doencas (AGRA et al., 2008; ARAUJO-FILHO et
al.,2016; DANIEL, 2006).

Cerca de 80.000 espécies de angiospermas sdo usadas medicinalmente (IUCN SPECIES
SURVIVAL COMMISSION, 2007; apud ROBERSON, 2008). Essas plantas possuem
compostos ativos, principalmente metabolitos secundarios, que sdo utilizados na manutencéo do
organismo, cura de feridas, protecdo contra predadores, equilibrio de reacGes e adaptacdo ao
ambiente (DANIEL, 2006; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018). Esses fitoquimicos, como 0s
fendis e flavonoides, possuem um impacto positivo na salde humana, o que torna a pesquisa por
plantas medicinais tdo importante (AZWANIDA, 2015).

A populacéo brasileira tem uma longa tradicdo de utilizar plantas medicinais para doencas
agudas e cronicas (DUTRA et al., 2016). No Nordeste do Brasil, 650 espécies e 407 géneros de
111 familias sdo utilizadas como plantas medicinais e 80% delas sdo nativas da regido (AGRA et
al., 2008). SO0 na Caatinga, cerca de 390 espécies de arvores e ervas sdo usadas para fins
medicinais (ALBUQUERQUE; MELO, 2018). A flora brasileira tem um potencial extraordinario
para a industria farmacéutica e de suplementos alimentares, mas com diversidade quimica pouco
explorada e a quantidade de informacdes sobre suas atividades biologicas ainda € baixa (AGRA
et al., 2008; BANDEIRA et al., 2018; VALLI; RUSSO; BOLZANI, 2018).

O conhecimento tradicional em plantas medicinais oferece uma oportunidade para se
investiga-las como fonte de fitoquimicos terapéuticos, o0s quais podem auxiliar o
desenvolvimento de novos medicamentos e antibioticos (QUINN et al., 2020; AZWANIDA,
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2015). Além disso, podem ser uma alternativa para incrementar a renda dos produtores rurais, ao
mesmo tempo que se tornar uma opcao viavel de conservacdo do ambiente natural
(STEENBOCK; REIS, 2004). Apesar de o fato de uma planta ser medicinal ndo justificar um
motivo para conservacdo por si sO, seu valor de uso pode ser adicionado ao conjunto de
beneficios em se proteger a biodiversidade (KUNWAR et al., 2020; NRC, 1999).

Pesquisadores brasileiros e companhias farmacéuticas tém interesse em estudar plantas
nativas medicinais e seus principios ativos (DUTRA et al., 2016). Para se investigar o uso dessas
plantas € preciso, primeiramente, fazer a extracdo dos constituintes bioativos do material vegetal,
com o intuito de separar os metabdlitos de interesse. Isso pode ser feito através de diversos
solventes (agua, alcool, cloroférmio, hexano etc.) e diversos métodos (maceracao, percolacgéo,
infusdo etc.) (ABUBAKAR; HAQUE, 2020). O extrato bruto da planta pode conter uma mistura
complexa de alcaloides, glicosideos, acidos fendlicos e flavonoides que podem ser utilizados
como agentes medicinais e a composicdo desse extrato vai depender dos pardmetros quimicos e
fisicos, da solubilidade dos compostos no solvente utilizado, entre outros fatores (AZWANIDA,
2015; ESSIEN; YOUNG; BAROUTIAN, 2020).

Compostos fenolicos sdo as principais substancias produzidas pelo metabolismo
secundario das plantas e estdo presentes em frutas e hortalicas de diversos tipos. O termo fendlico
¢ dado aos compostos que possuem um anel aroméatico com grupo hidroxila, assim como o termo
polifendis indica que os compostos podem ter um ou mais anéis aromaticos com um ou mais
grupos hidroxilas (ZHANG; TSAO, 2016). Dependendo de sua estrutura quimica, varias classes
de fenolicos sdo formadas (estilbenos, lignanas, acidos fendlicos, flavonoides e taninos) que
oferecem diversas atividades benéficas a salde e a industria (ALBUQUERQUE et al., 2021).
Entre as atividades pode-se destacar a acdo antimicrobiana, anti-inflamatéria, anticancer,
cardioprotetora, entre outras, que vao ser influenciadas pela biodisponibilidade, local e tempo de
absorcdo e de excrecdo, que, por sua vez, sdo alterados por fatores como estagio de maturacao da
planta ou parametros fisiologicos de quem vai receber esse beneficio (COSME et al., 2020).

Os flavonoides sdo os mais abundantes e conhecidos compostos fendlicos e séo
caracterizados por um nucleo contendo 15 atomos de carbono arranjados em trés anéis
(D’ARCHIVIO et al., 2007). H& mais de 7.000 estruturas de flavonoides, que podem ser
encontrados em frutas, vegetais, sementes, grdos e especiarias, sendo divididos em Varias

subclasses de acordo com os diferentes constituintes: flavanonas, flavonas e flavonois sdo alguns
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exemplos (CHAVEZ-GONZALEZ et al., 2020; D’ARCHIVIO et al., 2007; KIM et al., 2004).0s
flavonoides possuem diversas agdes na planta, como atrair polinizadores, defesa contra
herbivoros, proteger contra raios ultravioletas e catalisar reacGes fotossintéticas, mas no ser
humano sua ingestdo pode fornecer atividades farmacoldgicas, tais como anti-inflamatorias,
atividades contra doencas cardiovasculares, Mal de Alzheimer, obesidade e para manutencéo do
trato gastrointestinal (OWONA et al., 2020; PEI; LIU; BOLLING, 2020; PIETTA, 2000;
ULLAH et al., 2020). Inclusive, os flavonoides podem auxiliar em infec¢des virais, como a da
recente pandemia por coronavirus, causador da COVID-19 (RUSSO et al., 2020).

J& os taninos sdo moléculas de massa entre 500 e 3.000 Da, e encontrados em diferentes
formas, principalmente condensados (ex.: catequina) e hidrolisaveis (ex.: acido galico). Sua
presenca € marcante em cascas, sementes, folhas e raizes, estando ligados ao crescimento tecidual
nas plantas (DAS et al., 2020; SINGH; KUMAR, 2020). Taninos tem alta aplicabilidade na
indUstria podendo ser utilizados para o desenvolvimento de filmes biodegradaveis, na industria de
couro, além de ter atividades farmacol6gicas como antivirais, antimicrobianas e gastroprotetoras
(CANO et al., 2020; FARHA et al., 2020; SINGH; KUMAR, 2020; VERAS; SILVA; RIBEIRO,
2021).

2.4. Inflamacéo e compostos anti-inflamatorios

O sistema imune humano é composto de células especializadas que protegem o corpo do
dano de lesBes atraves de um processo inflamatorio. A inflamagdo é clinicamente definida por
vermelhiddo, edema, febre, dor e perda de funcdo (DUTRA et al., 2016; KIM et al., 2004;
TAKEUCHI; AKIRA, 2010) e € necessaria para regular a funcdo normal do corpo. O aumento da
permeabilidade vascular do endotélio permite o recrutamento de neutrofilos e outras células do
sistema imune, como macréfagos, para reverter o dano tissular e terminar a resposta inflamatéria
(HALEY; RECUM, 2019; TAKEUCHI; AKIRA, 2010). Porém, a inflamacao pode evoluir para
uma fase cronica, por conta de mutacdo genética ou imunossupressdo ou por causa de dor ou
perda de funcdo (DUTRA et al., 2016; HALEY; RECUM, 2019).

Diversas substancias participam desse mecanismo. Prostaglandinas promovem inflamagao
através da vasodilatacdo e agregacao plaquetaria e podem ser produzidas por qualquer célula
nucleada. Sua producdo é catalisada por enzimas chamadas cicloxigenase-1 (COX-1) e
cicloxigenase-2 (COX-2) (HALEY; RECUM, 2019; KIM et al., 2004). Ja o 6xido nitrico (NO,
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do inglés nitric oxide) é uma molécula sinalizadora que participa da inflamacao; exibe um efeito
anti-inflamatorio em condigdes normais, mas sua excessiva producdo pode acarretar numa
atividade pro-inflamatéria (CARDIA et al., 2018). O acido araquiddnico (AA) produzido pela
fosfolipase A2 e os leucotrienos produzidos por lipoxigenases sdo mediadores inflamatdrios
cruciais (KIM et al., 2004). Além desses, a producado de citocinas inflamatérias, como TNF-a, IL-
1B e IL-6, podem aumentar a inflamagdo e contribuir para doengas cronicas (SERAFINI;
PELUSO; RAGUZZINI, 2010; TAKEUCHI; AKIRA, 2010; WANG et al., 2013).

Produtos naturais e Oleos essenciais sdo muito utilizados para tratar de doencas
inflamatérias e no desenvolvimento de novas estratégias terapéuticas (CARDIA et al., 2018).
Esse uso decorre da correlagdo entre atividade antioxidante e anti-inflamatoria, em menor grau,
com a quantidade de fendlicos que existem em plantas medicinais (ZHANG et al., 2011). Essas e
outras fungdes bioldgicas dos polifenois sdo atribuidas as suas estruturas quimicas Unicas, que
facilitam a neutralizacdo de radicais livres e outras espécies reativas de oxigénio (ZHANG;
TSAO, 2016). Os polifendis podem exercer seus efeitos anti-inflamatdrios através da sua
atividade antioxidante, efeito modulatério em cascatas de proteina/lipideo quinases ou regulacéo
de atividades celulares relacionadas a inflamacao (KIM et al., 2004; WILLIAMS; SPENCER;
RICE-EVANS, 2004; ZHANG; TSAO, 2016). Entre os compostos secundarios que possuem
atividade anti-inflamatoria, destacam-se o canferol e a quercetina (TIAN et al., 2021), a catequina
(SUNIL et al., 2021), o 4cido elagico (GIL et al., 2021), o 4cido cafeico (ZIELINSKA et al.,
2021) e o acido clorogénico (GIRSANG et al., 2021; TARASIUK et al., 2021).

Diversas metodologias séo utilizadas para avaliacdo de um composto de interesse em
relacdo a sua atividade anti-inflamatéria, como edema de pata ou de orelha causado por diferentes
agentes, inducéo de granulomas, artrites e permeabilidade vascular (ASIF et al., 2020; AMAZU
et al., 2010; DEY et al., 2006; YAO et al., 2018). No entanto, todas essas metodologias fazem
uso de animais de laboratdrio e, visando minimizar o impacto ético, diversas analises in vitro ja
foram propostas para fazer uma triagem dos compostos, como estabilizacdo de membrana,
hemolise induzida por calor ou hipotonicidade, atividade anti-lipoxigenase, antiproteinase e uso
de linhagens celulares e avaliacdo da expressdo de citocinas (LEELAPRAKASH; DASS, 2011;
NILE; PARK, 2013; SAIKI et al., 2018; SHEHATA et al., 2018).

Um dos mais utilizados nesse quesito € o ensaio de inibicdo da desnaturacdo de proteinas

pela sua facilidade, baixo custo e eficiéncia, comumente empregando a albumina de ovo e
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bovina. O método se baseia no fato de que este processo, em que a proteina perde sua estrutura e
com isso sua fungdo bioldgica, estd presente em inflamacgdes e que DAINES sdo capazes de inibir
essa desnaturacdo (DARAM et al., 2021; GUNATHILAKE; RANAWEERA; RUPASINGHE,
2018; JAYASHREE et al., 2016; LEKOUAGHET et al., 2020).

2.5 Drogas anti-inflamatorias ndo-esteroidais e compostos gastroprotetores

O uso de DAINEs é o tratamento mais comum para inflamacéo, tanto para fase aguda
quanto cronica (HALEY; RECUM, 2019; WANG et al., 2013). H& mais de 40 tipos diferentes de
drogas nesta classe, que variam em rotas de administragdo, meia-vida e tolerancia. Medicamentos
como o Ibuprofeno, Naproxeno e Aspirina sao usados para tratar desde dores de cabeca a dor
pos-cirargica (HALEY; RECUM, 2019).

O principal mecanismo de ac&o envolve a reducéo dos niveis de prostaglandinas, atraves
da inibicdo de ambas as enzimas COX, reduzindo a dor e febre (ADHIKARY et al., 2011).
Porém, essa atividade ocasiona efeitos adversos, principalmente, porque as prostaglandinas
produzidas por COX-1 tém efeito benéfico sobre a coagulacdo sanguinea e protecdo do trato
gastrointestinal e sua reducdo ocasiona Ulceras gastricas e duodenais, dor abdominal, tontura, dor
de cabeca, vOmitos, infarto e hemorragias (ADHIKARY et al., 2011; HALEY; RECUM, 2019).
N&o somente isso, a inibicdo de COX-2 também auxilia nesses efeitos, visto que experimentos
com inibidores somente de uma ou da outra isoforma de COX ndo apresentam sintomas
exacerbados, indicando que COX-2 também pode ter funcdo reguladora nesse quesito,
provavelmente por suprimir a interacdo entre endotélio e neutréfilos que ocorre com a inibicdo da
COX-1 (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018). Para contornar esses problemas, diversas formas de
veiculos ou formulacdes dessas drogas foram criadas, como encapsulamento ou drogas seletivas.
No entanto, essas estratégias acabam produzindo outros efeitos adversos, como aumento na
incidéncia de infartos (HALEY; RECUM, 2019; KIM et al., 2004).

O éacido acetilsalicilico, conhecido como aspirina, é usado para tratar condicdes
inflamatdrias como febre e dor, porém descobriu-se que em baixas doses exibe uma caracteristica
Unica de atividade antiplaquetéria, passando a ser usada em tratamento de doencas
cardiovasculares e tromboticas (HANDA et al., 2018; TORUNER, 2007). Como as demais

DAINEs, o uso da droga € limitado pelos efeitos adversos no sistema gastrointestinal e nos rins,
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levando a erosfes ou perfuracbes na mucosa gastrica (ABD EL-GHFFAR et al., 2018; HANDA
et al., 2018; TORUNER, 2007). No entanto, diferente das outras, o efeito inibitorio dessa droga
sobre as cicloxigenases € irreversivel, assim as atividades realizadas pelas prostaglandinas
dependem de que novas células gastricas ou novas plaquetas sejam formadas e essa regeneracao é
considerada lenta (FELDMAN; SHEWMAKE; CRYER, 2000).

A Ulcera géstrica provocada pela aspirina leva a diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico,
aumento de citocinas inflamatérias com TNFa (que, por sua vez, aumenta a producdo de
superdxidos derivados de neutrdfilos e estimula a producdo de IL-1B), produgdo de espécies
reativas de oxigénio, peroxidacdo lipidica, danos em proteinas e enfraquecimento dos
mecanismos de defesa antioxidante (ABD EL-GHFFAR et al., 2018; ADHIKARY et al., 2011;
KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002). Ja existem opcdes de aspirinas revestidas
que ndo causam lesbes, porém, o uso a longo prazo desse tipo de droga ainda apresenta risco de
efeitos adversos (TORUNER, 2007).

Como as DAINEs sdo altamente efetivas em sua funcdo, o uso de outras drogas
concomitantes a elas para prevenir ou tratar seus efeitos adversos é estimulado. Uns dos mais
utilizados séo inibidores da bomba de prétons, como o Omeprazol. Essas drogas reduzem a
producdo de &cido gastrico pelas células parietais através de ligacao irreversivel com a enzima
H*/K* (hidron/potassio) ATPase (HOWDEN, 1991; WELTERMANN; SCHULZ; MACKE,
2021). No entanto, esta droga também pode estar relacionada a diversas complicaces adversas
no organismo, principalmente em longos periodos de uso, como hiperplasia de células parietais,
susceptibilidade a infeccbes microbianas, deficiéncia de vitaminas (ex: Biz), causar
nefrotoxicidade, fraturas e deméncia (FONTECHA-BARRIUSO et al, 2020;
MALFERTHEINER; KANDULSKI; VENERITO, 2017; NEHRA et al, 2018).

Assim, justifica-se que a comunidade cientifica continue em busca de novas fontes, através da
bioprospeccdo de compostos com atividade gastroprotetora que amenizem os efeitos prejudiciais
das DAINEs. Alguns trabalhos mostram a eficiéncia de extratos que contém alcaloides,
flavonoides, taninos, terpenos, saponinas e acidos graxos (SHARIFI-RAD et al., 2018; SISAY et
al., 2021; ZAHRAN et al., 2021). Essas substancias podem exercer a acdo benéfica através de
varios mecanismos, como aumentar a secre¢do de muco e bicarbonato de sodio, inibir a secrecao

acida das células parietais, inibir motilidade gastrica, diminuindo, assim, a area de contato com
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agentes necrotizantes como o etanol, regular a expressdo de citocinas, promover sintese de
prostaglandinas, entre outros (HARSHA et al., 2017; TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

2.6 Familia Chrysobalanaceae e género Licania.

A familia Chrysobalanaceae esta inserida na ordem Malpighiales (XI et al., 2012) e est4
distribuida, majoritariamente, na América Central, Fldrida e ilhas do Caribe, até o sul do Brasil e
Paraguai (SOTHERS; PRANCE, 2018). Reconhecem-se 27 géneros e mais de 500 espécies, a
maioria nos Neotropicos (422 espécies), 66 espécies na Africa Tropical e 43 na Oceania e Asia
(ARAUJO-FILHO et al., 2016; BARDON et al., 2016; FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012;
SOTHERS; PRANCE; CHASE, 2016).

Sdo arvores lenhosas, com algumas arbustivas, variando de 10 cm a 40 m, mas uniformes
em sua estrutura. Suas folhas sdo distas, alternadas, com estipulas e peciolo que varia entre as
espécies. Quando possui, os tricomas sdo simples e ndo ramificados, restritos a face abaxial,
formando indumento esbranquicado ou alaranjado (CORREA; ARAUJO; SCUDELLER, 2018;
PRANCE, 1972). As flores sdo caracterizadas por uma estrutura floral uniforme, geralmente
verde-esbranquicadas, ciclicas, zigomorficas, com androceu com dois a Varios estames e ovario
supero medial. O fruto drupaceo possui diferencas estruturais e fisiolégicas ndo facilmente
percebidas a primeira vista (FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012; PRANCE; WHITE, 1988).
O polen é uniforme e muito usado para definir o limite da familia (PRANCE, 1972). Exceto por
algumas espécies andbmalas, cada género € distinto em sua aparéncia geral (PRANCE; WHITE,
1988).

Essa familia tem importancia econbmica, com varias espécies cultivadas e utilizadas para
diversos fins, como frutifera, combustivel, planta medicinal e ornamental (CARNEVALE NETO
et al., 2013; FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012). A composicdo quimica da familia inclui
flavonoides, terpenoides (triterpenos e diterpenos), esteroides e taninos (ARAUJO-FILHO et al.,
2016; CASTILHO; KAPLAN, 2008). Cerca de 167 metabolitos secundarios ja foram reportados
para a familia, 52 deles sendo flavonoides e com atividade antioxidante, antiviral, antiparasitaria,
entre outras (CARNEVALE NETO et al., 2013). Os géneros mais estudados do ponto de vista

quimico e farmacoldgico séo Chrysobalanus, Couepia, Parinari e Licania (ZUQUE et al., 2004).
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O género Chrysobalanus foi originado por especiagdo, possui poucas espécies, sendo C.
icaco L. o alvo da maioria dos estudos farmacoldgicos na literatura (ONILUDE et al., 2021).
Conhecida como ‘abajeru’ ou ‘grageru’ e ¢ uma planta arbustiva mediana de areas tropicais,
desde Florida e Caribe até o México, Brasil e exemplares na Africa. E usada medicinalmente para
tratar leucorreia, sangramentos, diarreias e possui atividade diurética e antiangiogénica
(AGUIAR et al.,, 2017; LITTLE et al. 1974 apud. BARBOSA et al., 2006). Dentre seus
compostos, pode-se citar antocianinas, saponinas, taninos, miricritina, rutina, quercitrina e outros
flavonoides (BARBOSA et al., 2006; BRITO et al., 2007; SILVA et al., 2017). Além disso, 0
extrato de folhas de C. icaco apresenta atividade anticancer contra leucemia e cancer de intestino,
previne ganho de peso, normaliza glicose e sensibilidade a insulina, além de ter atividade anti-
inflamatéria e antinociceptiva (ARAUJO-FILHO et al., 2016; FERNANDES et al., 2003;
OLIVEIRA et al., 2014; VENANCIO et al., 2017; WHITE et al., 2016; ZUQUE et al., 2004).
Outra espécie do género, C. orbicularis, também apresentou eficiéncia antioxidante e inibidora de
enzimas relacionadas a diabetes (EKAKITIE et al., 2020).

O género Couepia ¢ um dos géneros exclusivamente neotropicais de Chrysobalanaceae,
possui cerca de 61 espécies distribuidas do México ao Brasil, principalmente em florestas
tropicais Umidas, mas podendo ocorrer também no cerrado e elevacbes de até 1.000 m
(AMORIM et al., 2018; SOTHERS et al., 2014). Possui representantes que tem de 6 a 40 m de
altura, com diametro de 40 cm e copa ampla. Suas folhas podem ser oblongas a oblongo-
elipticas, pubescentes ou glabras dependendo da maturidade, com inflorescéncias paniculadas,
como em C. polyandra (MEJENES-LOPEZ et al., 2019). Entre seus constituintes, pode-se citar
terpenoides, esterdis e cumarinas, acgtcares redutores, flavonoides e outros compostos fendlicos,
além de &cidos graxos e tocoferdis nos 6leos das sementes (COSTA-SINGH; BITENCOURT;
JORGE, 2012; NARANJO-MONRAN et al., 2020; SANDUJA; ALAM; EULER, 1982). Entre
as atividades farmacologicas, destaca-se que C. grandiflora apresenta acdo citotoxica,
antioxidante e antibacteriana (ZUQUE et al., 2004) e a semente de C. bracteosa apresenta maior
atividade antioxidante que sua polpa nutritiva (BERTO et al., 2015; MASSING et al., 2018).
Novas espécies estdo sendo registradas para esse género, inclusive ameacadas de extingdo
(AMORIM et al., 2018).

Parinari € um género principalmente africano, cujas arvores podem alcancar cerca de 40

m de altura. Suas espécies tém histérico de uso contra a malaria, doencas infecciosas,
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broncopneumonias e dores (LINUS et al., 2018; MBUNDE et al., 2021; ZUQUE et al., 2004).
Dentre os compostos que j& foram encontrados incluem-se parinaramida, esparinaritina, canferol,
quercetina, lupeol e outros flavonoides nas folhas de P. hypochrysea (ADJAPMOH et al., 2016).
As folhas de P. curatellifolia podem ser utilizadas para dor, inflamacéo e neoplasias, inibindo a
acdo de enzimas como a glutationa transferase e ainda exercendo atividade antifingica
(GORORO et al., 2016; GWESHELO; MUSWE; MUKANGANYAMA, 2016; MBUNDE et al.,
2021). Alem dessas, outras atividades foram descritas, como a larvicida para sementes de P.
excelsa e a anti-inflamatdria pela casca de P. kerstingii (DOKUBO et al., 2021; LINUS et al.,
2018). Recentemente, novas espécies desse género foram descobertas (ASPRINO; AMORIM,
2016; PRANCE, 2017, 2013).

Licania € um género com aproximadamente 100 espécies, com predominancia em
florestas de planicies, e amplamente distribuido desde o México até o sudeste do Brasil
(PRANCE, 1973; SOTHERS; PRANCE, 2018). E caracterizado pelas folhas com indumento
lanoso, pulverulento, ou mesmo glabras, muitas vezes com cavidades estomatais pilosas. O
peciolo pode ou ndo apresentar um par de glandulas. As inflorescéncias sdo paniculas ou espigas,
com dois a sete estames e ovario inserido na base do receptaculo. Frutos globosos a elipsoides,
epicarpo rigido, tomentoso, pubescente, pulverulento ou liso (SOTHERS; PRANCE, 2018),
tendo como principal dispersdo a zoocoria (CORDEIRO et al., 2020).

Entre os usos populares, as espécies do género Licania mostram o maior nimero de
atividades bioldgicas (FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012). Braca et al. (2003) investigaram a
composicao quimica do género e encontraram muitos metabolitos secundéarios, como flavonoides,
glicosideos e triterpenos, com atividades citotdxica, moluscicida, antibacteriana, antiflngica e
antioxidante. Espécies do género Licania possuem indicacdo popular como anti-inflamatdrio,
mas poucos estudos suportam esse uso (FEITOSA; XAVIER; RANDAU, 2012). As folhas sao
usadas para diarreia, disenteria, dor de estdmago e diabetes (CARTAXO et al., 2010; AGRA;
FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007; ALBUQUERQUE et al., 2007b).

Algumas especies do género, como L. arianeae e L. pyrifolia ja tiveram sua composicao
descrita (CARVALHO et al., 2008; CARVALHO; DA COSTA, 2009; BILIA et al., 1996).
Alguns compostos isolados de L. intrapetiolaris tém atividade antifingica (OBERLIES et al.,
2001) e L. tomentosa ja foi estudada quanto seu perfil fitoquimico (CASTILHO; OLIVEIRA;
KAPLAN, 2005; TEIXEIRA et al., 2019) e atividades acaricida (VALENTE et al., 2013),
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antiviral contra herpes (MIRANDA et al., 2002), anticancer contra leucemia (FERNANDES et
al., 2003), antibacteriana, antioxidante (SILVA et al., 2012) e possui uso popular contra diabetes,
mas com efeito pro-inflamatério in vitro (HENRIQUES et al., 2016).

Recentemente, 0 género Licania passou por uma revisao taxonémica em que parte de suas
espécies foram distribuidas entre outros géneros (SOTHERS; PRANCE, CHASE, 2016). Uma
das alteracOes foi a criagdo do género Microdesmia para incluir L. rigida e L. arborea.

Um artigo de revisdo do género foi preparado juntamente ao presente trabalho e estd em

processo de submissao.

2.7 Licania rigida Benth (= Microdesmia rigida (Benth) Sothers & Prance)

L. rigida Benth é uma espécie conhecida como oiticica, nome dado pelos indios por conta
do 6leo extraido de suas sementes (NICKEL, 2004). Apds reavaliacdo taxondmica por Sothers,
Prance e Chase (2016), essa espécie passou a ser incluida em um novo género, passando a
nomenclatura Microdesmia rigida (Benth) Sothers & Prance, mas o0 nome L. rigida continua
sendo aceito. E uma arvore perene, de baixo porte (até 15 m de altura), com tronco curto (3 a 4
m), ramificado em uma copa larga em formato de guarda-chuva e que ocorre em habitats mais
secos que a maioria das espécies da familia (NICKEL, 2004; PRANCE; WHITE, 1988).

Possui ramos glabros e lenticelados, folhas com peciolos curtos, alternas, oblongo-
elipticas, coriaceas, de cor verde-escura brilhante por cima e esbranquicada com venacgédo
reticular por baixo. A inflorescéncia em panicula racemosa tem flores amarelas, de 3 mm de
didmetro, em pequenos grupos e ovario na base do receptaculo. Seus frutos sdo drupéceos,
elipticos, com casca verde mesmo quando maduro, e amarelo-escura quando seca, epicarpo
macio, endocarpo fino, com fibras longitudinais (NICKEL, 2004; PRANCE, 1972; SOTHERS;
PRANCE; CHASE, 2016). A semente da oiticica € eurispérmica, envolta em uma massa
amarelada de cheiro pouco agradavel e fibrosa, com cotilédones carnosos e eixo hipocétilo-
radicula curto. A plantula possui uma camada esbranquicada nos primordios foliares, que
desaparece depois de 30 dias da germinagdo (DINIZ et al., 2015; NICKEL, 2004).

Sua distribuicdo se d& nas florestas do Nordeste do Brasil, e parte de Minas Gerais e Sdo
Paulo, sendo considerada endémica no pais, porém ha relatos de seu cultivo em Porto Rico,
Flérida e Trinidad (NICKEL, 2004; PRANCE, 1972; SOTHERS; PRANCE, 2020; SOTHERS;
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PRANCE; CHASE, 2016). Possui crescimento lento e vida longa, localizando-se
predominantemente nas varzeas dos rios do semidrido, zonas serranas e no entorno de alguns
afloramentos rochosos, onde se tem maior umidade e solos aluviais profundos (GIULIETTI et
al., 2004; SOUZA; SOUZA, 2016). Ela armazena nutrientes em seu caule e raizes para
sobreviver a seca, suas flores sdo muito visitadas por insetos e as correntes de agua, morcegos e
passaros sdo os principais dispersores de suas sementes (NICKEL, 2004). A espécie se propaga
sexuadamente, mas apresenta dificuldades como germinacdo irregular e perda de viabilidade
relativamente rapida, além de grande variacdo no tamanho de suas sementes e da quantidade de
6leo nelas contido (DINIZ et al., 2015).

E principalmente cultivada para extragdo de suas sementes, que apresenta 6leo de cor
amarelo-claro, viscoso e secativo, usado em tintas e vernizes e para fabricacdo de sabdo. Ha
registros de que a L. rigida € utilizada para combustivel, ornamentacéo e medicinal (LUCENA et
al., 2017) e sua madeira € usada na construcdo civil, para confeccdo de pildes, tabuas, lenha e
carvao (NICKEL, 2004; PRANCE, 1972; SOTHERS; PRANCE; CHASE, 2016).

Quanto aos compostos quimicos, destacasse diversos flavonoides, taninos, saponinas e
esteroides (FREITAS et al.,, 2019; SANTOS et al., 2019). Especificamente, ja foram
identificadas quercetinas, canferois, catequinas e diversos triterpenos, inclusive inéditas na
literatura, como a licanolina 4,6-dicumaroil-1-metoxiciclopiranose (BEZERRA, 2011). Quanto as
suas utilizacdes farmacologicas, destaca-se 0 uso popular contra colesterol alto, diabetes, coceira,
micose, inflamacgdes uterinas e dor de barriga (ALBUQUERQUE et al., 2007b; BITU et al.,
2015; MACEDO et al., 2018) e ha relatos que o 6leo da semente € utilizado para reumatismo
(HOLLAND, 1932). No entanto, ainda faltam estudos para validar e verificar algumas dessas
propriedades. As investigacfes ja feitas com extratos da folha abordam atividade anti-
inflamatéria (SANTOS et al.,, 2019), anticoagulante (LUZ et al., 2021), antimicrobiana e
antioxidante (FREITAS et al.,, 2019; NASCIMENTO et al., 2017), alelopatica e citotdxica
(MELO, 2015). Perfil de polifendis, atividade antioxidante e antimicrobiana foram descritos no
extrato e 6leo das sementes (ALMEIDA, 2015; FARIAS et al., 2013; PESSOA et al., 2016).

A érea de mata ciliar, onde se localiza essa espécie (GOMES-SILVA; ALVES, 2020),
encontra-se em estado de perturbagdo antrdpica, necessitando de estratégias para sua recuperacao
e preservacdo, fazendo-se valer as leis de protecdo que a engloba (AGUIAR et al., 2021;
LUCENA et al., 2015; NUNES et al., 2021). Dentre as ameacas que essas regides sofrem, pode-
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se destacar desmatamentos, incéndios, criagdo de animais, acimulo de lixo nas margens do rio e
a exploracdo madeireira (FLORES et al., 2020; RAMOS et al., 2020). Corroborando este fato, ha
relatos de areas que antes possuiam abundéncia de oiticicas, mas que foram substituidas por
capins (ARAUJO; SOUZA, 2016), vegetacio caracteristica de uma regido degradada (LISBOA,
CIELO-FILHO, CAMARA, 2021). A L. rigida ja foi considerada um dos alvos de prioridade alta
para uso sustentdvel em 2006, por conta da atividade extrativista nas espécimes ndo cultivadas
(PAREYN, 2010), e recentemente foi incluida em uma lista de plantas medicinais com indice de
prioridade para conservacdo (CAMPOS; ALBUQUERQUE, 2021). No entanto, ndo ha estudos
atualizados sobre seu manejo e status de conservacdo (SOTHERS; PRANCE, 2020).
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3 HIPOTESE

A semente de Licania rigida tem atividade anti-inflamatoria e efeito gastroprotetor.

4 OBJETIVOS

4.1 Objetivos gerais

Verificar se o extrato etandlico da semente de Licania rigida possui atividades anti-inflamatéria

In vitro e gastroprotetora in vivo.

4.2 Objetivos especificos

Obter o extrato de Licania rigida (EELTY)

Determinar os componentes do extrato preparado;

e Auvaliar a capacidade antioxidante do EELT;

e Avaliar a acdo anti-inflamatoria do EELr (acdo sobre a desnaturacdo de proteinas);
e Avaliar a agdo gastroprotetora do EELr (efeito sobre Glceras gastricas);

e Analisar o efeito do EELr sobre a fungdo hepatica;

e Discutir perspectivas futuras relacionadas a espécie.
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5 METODOLOGIA

5.1 Coleta e preparacgado do extrato

Como a frutificacdo desta espécie ocorre de outubro a dezembro, a coleta das sementes de
L. rigida foi realizada em outubro de 2019. Os frutos, presentes no chdo e intactos, foram
coletados nas imediacGes da Universidade Federal do Ceara (UFC), Campus do Pici, em
Fortaleza - CE (3°44'44.6"S 38°34'30.9"W) e as plantas foram previamente identificadas e
depositadas no Herbéario Prisco Bezerra (EAC), sob nimero 44461 (Figura 1). Por se tratar de
coleta de um patrimonio da biodiversidade brasileira, foi realizado cadastro no Sistema de
Autorizacdo e Informacdo em Biodiversidade (SISBIO), sob nimero 47978-1 e no Sistema
Nacional de Gestdo do Patrimdnio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado (SisGen),
sob nimero A9F7C19. Os frutos (+ 4 kg) foram cortados longitudinalmente, com o auxilio de
uma faca para a retirada das sementes, descartando aquelas que estavam parasitadas, danificadas
ou oxidadas (cor amarronzada). Apds a selecdo, as sementes foram pesadas (x 500 g), picadas e
desidratadas em estufa a 50° C. Duas vezes ao dia, as sementes eram retiradas da estufa para
pesagem, a fim de verificar se 0 peso atingiu constancia. Apds 72h na estufa, as sementes
estavam completamente secas e foram trituradas em um moedor de café (Cadence, Itajai, Brasil).

O p6 resultante (+ 250 g) foi submetido a extracdao estendida de nove dias com etanol a
95% a temperatura ambiente (25-27 °C), com troca de solvente a cada 72 h (1:2, m/v), de acordo
com Matos (2009). O sobrenadante foi removido através de papel-filtro (Whatman ndmero 1) e
destilado em rotaevaporador (Tecnal, Piracicaba, Brasil), sob pressdo reduzida. Ao substrato
resultante foi dado o nome de extrato etanolico de Licania rigida (EELT).

Posteriormente, com auxilio de funil de particdo e capela de exaustdo, o 6leo presente nas
améndoas de oiticica foi separado do extrato de interesse com hexano (P.A.). Esse processo foi
realizado duas vezes. Apo6s a retirada do 6leo, o extrato foi colocado em banho-maria a 45° C até
a eliminagdo completa de qualquer resquicio de hexano ou etanol. O rendimento do extrato de L.
rigida foi de 10,11% do peso seco (£ 25 g). EELr foi armazenado em congelador (-20°C) para ser
utilizado nos ensaios seguintes. Por conta da significativa variabilidade, todos os experimentos in

vitro foram realizados em triplicata.
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Figura 1 - (A) Licania rigida, localizada na Universidade Federal do Ceara, (B) aparéncia geral
da semente e do fruto.

" (B

Fonte: préprio autor.

5.2 Perfil fitoquimico

5.2.1 Determinacao de fendis totais

Para determinacgdo do contetdo de fenois totais foi utilizado o método de Folin-Ciocalteu,
com algumas modificagdes (SINGLETON; ORTHOFER; LAMUELA-RAVENTOS, 1999). A
amostra (50 puL, concentracgdes iniciais de EELr: 25, 50 e 100 ug/mL) foi colocada em microplaca
de 96 pocos para reagir com o reagente de Folin-Ciocalteu (50 pL, 33% v/v) por um breve
intervalo de tempo (£ 3 min). Entdo, adicionou-se agua destilada (100 pL) e carbonato de sodio
(100 pL, 7,5%) para alcalinizar a reagdo. Apds 30 min de incubacdo, em ambiente escuro, a
absorbancia foi medida em espectrofotémetro (Epoch, Take 3 Module, Biotek, Winooski, EUA)
a 700 nm, utilizando &cido galico para construcdo de uma curva-padrdo (concentracdes iniciais

variando de 10 a 50 pg/mL).
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5.2.2 Determinacéao de flavonoides

O método foi seguido conforme Liu et al. (2008), com modificacdes. A partir de solucdo
estoque de 1 mg/mL de catequina (em agua destilada com 1% de etanol para auxiliar na
solubilizacéo), obteve-se uma curva-padrdo com concentragdes iniciais variando de 31,25 a 500
pug/ml. A mistura de reagéo consistiu em 0,25 mL da amostra (extrato ou catequina), 1,25 mL de
agua destilada e 0,075 mL de solucdo de nitrito de sodio (NaNO2, 5%). Deixou-se reagir por 5
min, de preferéncia no escuro. Entdo, 0,15 mL de cloreto de aluminio (10%) foi adicionado e
deixado para reagir por mais 6 min. Apds esse intervalo de tempo, 0,5 mL de hidroxido de sddio
(NaOH, 1M) e 0,275 mL de agua destilada foram adicionados a reacdo e agitados em vortex,

tendo, em seguida, a absorbancia medida em espectrofotébmetro a 510 nm.

5.3 Atividade antioxidante

5.3.1 Sequestro do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH)

O método utilizado seguiu o protocolo de Fukumoto e Mazza (2000), com modificacOes
conforme Lopes Neto et al. (2017). Em microplacas de 96 pogos, 22 uL. da amostra, em diluigdes
variando entre 7,8 ¢ 500 pg/mL, foram adicionados a 200 uL. de DPPH (150 uM) dissolvido em
etanol. Depois de 30 min reagindo a temperatura ambiente e em auséncia de luz, a leitura da
absorbancia foi feita em espectrofotdmetro (Epoch, Take 3 Module, Biotek, Winooski, EUA) a

520 nm. A atividade foi estimada seguindo a equacao:

% = 100 X (Acontrole — Aamostra)

Acontrole

Onde (%) é o percentual da neutralizag&o, Acontrole € @ absorbancia do controle negativo e
Aamostra € @ absorbancia da amostra. O controle negativo utilizado foi 222 pL. de DPPH (etanol
utilizado como branco) e o controle positivo foi dado por acido galico. Além da porcentagem de
neutralizacdo para cada concentracdo do extrato, o resultado foi dado pela concentracéo capaz de
neutralizar 50% do DPPH (CNsp).
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5.3.2 Substancias reativas ao acido tiobarbitirico — SRAT

O método de inibicdo da peroxidacdo lipidica foi feito baseado na metodologia de
Ohkawa, Ohishi e Yagi (1979), com modifica¢fes. Preparou-se uma solucao de fosfolipideos de
membrana da gema de ovo (10%) em hexano e alcool isopropilico (3:2 v/v). Filtrou-se essa
solucdo com algodao, colocando-a sobre um vidro de relogio para evaporar o solvente de um dia
para o outro (overnight). Este residuo foi solubilizado em agua destilada (1%, w/v) para 0 uso no
ensaio, sendo protegido da luz. Para a primeira parte do ensaio, varias concentra¢cdes da amostra
(31,25 a 1.000 pg/mL) foram previamente incubadas com o homogenato da membrana de ovo
(37° C por 1 h) na presenca ou auséncia de um indutor de peroxidacéo lipidica (Sulfato ferroso -
FeSOs, 75 uM) nas seguintes quantidades, colocadas em tubos rosqueados: 280 pL de agua
destilada, 80 pL do homogenato da membrana do ovo e 40 uL. da amostra (ou etanol) para a
auséncia do indutor e 268,8 uL de agua destilada, 80 pL de homogenato, 40 uL. de amostra (ou
etanol) e 11,2 puL de ferro (FeSO4 como indutor da peroxidacdo. Depois dessa pré-incubacéo,
400 pL de acido acético (20%, pH 3,0) e 400 uL de acido tiobarbiturico (TBA 0,6% em solugéo
aquosa) foram adicionados e incubados em banho-maria (95° C, 1 h). Apds isso, esperou-se
esfriar os tubos e 400 uL de butanol foi adicionado e centrifugado (2.000 rpm, 2 min, 5° C),
retirou-se 200 uL do sobrenadante obtido para leitura em microplaca de 96 pocos a 532 nm. A
partir de uma solugéo de 1,1,3,3 — tetractoxipropano (TEP, 30 uM) varias diluigdes foram feitas e
incubadas da mesma forma para construcdo de uma curva-padrdo. A atividade foi estimada

seguindo a equacao:

% =100 — [(CEamostra/ CEcontrole) X 100]

Onde (%) € o percentual de inibicdo da peroxidacao lipidica, CEamostra € @ CcONncentragédo
equivalente de malondialdeido (MDA) nas amostras e CEcontrole € @ cOncentragéo equivalente de
MDA no controle do ensaio (100% peroxidacdo). O resultado foi dado através da concentragdo

capaz de inibir a peroxidacdo em 50% (Clso).
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5.4 Atividade anti-inflamatéria in vitro

5.4.1 Desnaturacao da ovalbumina

O método foi feito seguindo Singh e Patra (2018), com algumas modificacGes propostas
por Lopes Neto et al. (2020). Primeiramente, uma solu¢cdo composta majoritariamente de
ovalbumina foi preparada solubilizando a clara de um ovo fresco em tampéo PBS (5%, pH 6,34).
Em tubos Eppendorf®, 750 uL dessa solugdo foi colocada juntamente com 250 pL de varias
concentragdoes de EELr (3,125 a 100 ug/mL) e incubada a 37° C em banho-maria (20 min) e
entdo aquecida a 70° C (5 min). Volume semelhante de agua destilada foi usado como controle.
Apés atingir a temperatura ambiente, cada reacdo, feita em triplicata, teve absorbancia medida
em 660 nm. Diclofenaco na concentracdo de 2,5 mg/mL foi usado como droga-padrdo de
controle positivo.

Para determinar o percentual de inibicdo da desnaturacdo de proteina foi utilizada a equagé&o:

% inibigdo = 100 x (Ac — At/Ac)

Onde At é a absorbancia da amostra de teste e Ac a do controle.

5.5 Atividade gastroprotetora in vivo

5.5.1 Animais

Este estudo segue as normas e resolucdes do Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal (CONCEA). O protocolo experimental foi avaliado e aprovado pela
Comisséo de Etica no Uso de Animais da UFC (CEUA-UFC), parecer n® 6934300919.

Para realizar os experimentos de gastroprote¢cdo foram utilizados 68 camundongos
heterogénicos machos, da linhagem Swiss, com 7 a 9 semanas, provenientes do Biotério Central
da UFC (BIOCEN-UFC). Os animais foram alojados no biotério de experimentagdo do
laboratdrio de Bioprospeccgédo de Recursos Regionais (Bioprospec), do Departamento de Biologia
da UFC, que contém sala com ar-condicionado e exaustor de ar. Os animais foram mantidos em

condicBes ideais de temperatura (21 a 23° C), fotoperiodo (12 h de claro/escuro) e umidade (45-
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55%), em caixas de polipropileno com raspas de pinho (Biotécnicas, Sdo Paulo). As caixas foram
limpas uma a duas vezes por semana com solugdo a base de cloro e a raspa de maravalha foi
substituida nos dias de limpeza. Foram oferecidas dgua clorada e racéo balanceada (Biobase, Bio-
tec, Sdo Paulo) ad libitum até atingirem o peso médio (25 — 30g), a agua dos animais sendo
trocada diariamente e a comida reposta com a mesma periodicidade. Como estratégia de
enriquecimento ambiental (Resolugéo 33/2016), os animais foram alocados em grupos menores
(max. 8 animais/gaiola) logo apds o recebimento e houve contato com o0 manuseador para que o

animal se familiarizasse com o mesmo.

5.5.2 Lesao gastrica por acido acetilsalicilico (AAS)

Foi usada a metodologia proposta por Mahmoud e Abd El-Ghffar (2019), com modificaces.
Os animais foram divididos em 10 grupos (n = 6 ou 7) (Tabela 1). Para induzir a ulceragdo, uma
dose Unica de AAS (500 mg/kg) foi administrada por via intragastrica (gavage). Os animais
foram submetidos a 8 h de jejum para aumentar o nivel de acido gastrico e facilitar a leséo
gastrica; a disponibilidade de agua foi interrompida uma hora antes da administracdo das
amostras. A droga-padrdo, o EELr e o veiculo utilizado (&4gua destilada) foram administrados
conforme desenho experimental (Figura 2). Concentragdes de até 2.000 mg/kg do EELr foram
consideradas seguras em trabalho realizado anteriormente por integrantes deste grupo de pesquisa
(PESSOA, 2015).

Tabela 1 - Divisdo dos grupos e respectivas administracfes (via intragastrica).

AGUA* ASP POS ASP OME PRE 250
AAS (500 mg/kg, 1° Omeprazol (20 EELr (250 mg/kg)
Agua destilada AAS (500 mg/kg) dia); 4gua destilada mg/kg) [depois de [antes de AAS (500

(2 dias ap0s) AAS (500 mg/kg)] mg/kg)]
PRE 500 POS 250* POS 500 EELr 250* EELYr 500
EELr (500 mg/kg) EELr (250mg/kg) EELr (500mg/kg)
[antes de AAS (500  [depois de AAS (500  [depois de AAS (500 EELr (250 mg/kg) EELr (500 mg/kg)
mg/kg)] mg/kg)] mg/kg)]

NUmero amostral (n) dos grupos igual a 7 (* n = 6). EELr = extrato etandlico de L. rigida. AAS = 4cido
acetilsalicilico. ASP = grupo aspirina, OME = omeprazol, PRE = tratamento preventivo, POS = tratamento
terapéutico.
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Figura 2 - Desenho experimental

GRUPOS
- CONTROLES PREVENTIVO TERAPEUTICO
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; PRE 250 POS 250
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¥
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Acido acetilsalicilico Omeprazol 4 horas
(500 mg/kg) (20 mg/kg)

29

Eutanasia

Fonte: Elaborado pelo autor. EELr = extrato etanolico de L. rigida. AAS = 4cido acetilsalicilico. ASP = grupo
aspirina, OME = omeprazol, PRE = tratamento preventivo, POS = tratamento terapéutico

5.5.2.1 Peso dos animais

Os animais foram pesados antes dos experimentos e diariamente durante os tratamentos
até o dia da eutanasia.

5.5.2.2 Coleta das amostras

Apds a ultima dose, os animais foram eutanasiados por exsanguinacdo ap0s anestesia,
seguida de coleta para analises hematoldgicas (vide 5.5.2.3). Entdo, o estbmago foi retirado,
aberto ao longo da curvatura maior e lavado com salina (NaCl 0,9%) para remover o contetdo.
Os rins e figado foram retirados em seguida. Todos os 6rgdos foram pesados para calcular o peso
relativo, conforme a equacdo:

Peso relativo (%) = (peso do 6rgéo / peso do animal) (g) x 100
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Posteriormente, os estbmagos abertos foram prensados, com a superficie da mucosa
virada para cima, entre duas placas de Petri, e imagens digitais foram feitas para observacéao
macroscopica e posterior analise planimétrica (uma escala de um cm foi desenhada na superficie
da placa para este fim).

Ap0s isso, tanto o estdbmago quanto o figado foram cortados em pedacos e processados
para analise histoldgica e ensaios bioquimicos. As metodologias aplicadas estdo resumidas na
Figura 3.

As carcacas dos animais foram acondicionadas em sacos plasticos proprios para descarte
de material bioldgico, mantidas em freezer no laboratério de Bioprospeccdo até a coleta do

material pela empresa responsavel para incineracao de material biolégico.

Figura 3 - Ensaios realizados para avaliar atividade gastroprotetora.

ENSAIOS 1. Hematolégico 3. Planimétrico 4. Histologico
ALT
AST
' ALP
)
4
Estdmago

i SOD
Rins GSH
> CAT
Figado
MDA N
2. Pesagem 5. Bioquimico

Fonte: Elaborado pelo autor. ALT = Alanina aminotransferase, AST = Aspartato aminotransferase, ALP = fosfatase
alcalina. IU = Indice de ulceras, MDA = Malondialdeido (somente no figado), NO = éxido nitrico (somente no
estdmago), GSH = Glutationa reduzida, SOD = superoxido dismutase, CAT = catalase.

5.5.2.3 Andlises hematoldgicas

Os niveis séricos das enzimas alanina aminotransferase (ALT), aspartato aminotransferase

(AST) e fosfatase alcalina (ALP) foram dosados através de analisador bioquimico automatizado
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Cobas C111 (Roche Diagnostica Ltda, Sdo Paulo, Brasil). As atividades foram expressas como
UI/L.

5.5.2.4 Indice de Ulcera

As lesbes na mucosa foram avaliadas de acordo com um sistema de escores baseados na
quantidade de Ulceras (NU), severidade das lesbes (SU) e na porcentagem de animais com Ulcera
(PU), de acordo com Shay et al. (1945, apud. VOGEL; VOGEL, 1998). A severidade das lesbes
foi atribuido o seguinte escore:

(0,0) — Estbmagos normais

(0,5) — Hiperemia

(1,0) — Pontos de Ulcera

(1,5) — Linha hemorragica

(2,0) — Ulceras profundas

Dessa forma, o indice de ulceras (1U) foi obtido pela equacéo:

(IU) =NU + SU + (PU x 10%)

Onde NU é o nuamero de Ulceras, SU é a severidade das lesdes e PU a porcentagem de
animais com Ulcera. Para realizar a estatistica, essa equacdo foi aplicada a cada animal do grupo,
em que a porcentagem foi 100% caso o animal tenha apresentado Ulceras ou zero, dessa forma
obtendo um conjunto de dados que seguem a normalidade para cada grupo. Com o indice de
Ulceras estabelecido, a porcentagem de prevencdo ou tratamento foi calculada seguindo a

equacgéo:

% = [('Ucontrole LY teste) /|Ucontrole] x 100
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5.5.2.5 Planimetria computadorizada

Essa metodologia foi realizada de acordo com Viana et al. (2013), adicionando algumas
modificagdes. Com auxilio de um programa de vetorizacdo (Adobe Illustrator CS3, versdo 13), a
area glandular dos estdmagos foi desenhada para mensurar a area ulcerada utilizando as imagens
digitais dos estdmagos. Esses desenhos foram, entdo, analisados utilizando o software ImageJ
(versdo 1.43). Os resultados foram expressos como area de lesdo gastrica (mm?) e porcentagem

da area de leséo (%).

5.5.2.6 Histologia

Seccbes do estbmago de trés animais de cada grupo, que continham lesdes e secdes
adjacentes aparentemente macroscopicamente normais, foram colocadas em cassetes histologicos
e fixadas em formalina tamponada (10%) por 24 horas, de acordo com Alencar-Araripe et al.
(2014). As amostras foram mantidas em alcool (70%) e encaminhadas ao Nucleo de Estudos em
Microscopia e Processamento de Imagens (NEMPI), do Departamento de Morfologia da UFC,
onde os tecidos completaram as etapas de desidratacdo e foram embebidos em parafina. Secgdes
transversais de 5 um de espessura foram cortadas e coradas com hematoxilina e eosina para
detectar a presenca de injaria gastrica e processos regenerativos sob microscopio Optico. As
seccOes foram avaliadas quanto aos seguintes parametros: congestdo vascular, edema,
hemorragia, presenca de células inflamatérias e manutencdo do epitélio de revestimento. Cada
parametro foi classificado como ausente (-), leve (+), moderado (++) e intenso (+++), e sim (S)

ou nao (N) para a preservacao do epitélio.

5.5.2.7 Ensaios bioquimicos

Pequenos pedacos do estdmago foram homogeneizados, centrifugados e o sobrenadante
retirado e mantido sob refrigeragdo para analise de NO, glutationa reduzida (GSH), superdxido
dismutase (SOD) e catalase (CAT). Da mesma forma, pedagos do figado foram retirados para

dosagem dos mesmos analitos, exceto 6xido nitrico, além de analisar também MDA.
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5.5.2.7.1 Malondialdeido

Os tecidos foram homogeneizados com acido acético glacial (3 M, 1: 10 m/v) e
centrifugado a 5.000 rpm (10 min, 4° C), conforme Zhang e Tan (1996), com modificagdes.
Entdo, 200 pL do sobrenadante foram adicionados em tubos rosqueédveis com 500 pL de &cido
tiobarbiturico (TBA 0,8% m/v; 0,1M), 200 pL de dodecil sulfato de sédio (SDS 8,1%) e 100 pL
de agua destilada, sendo colocados em banho-maria (95° C por 2 h). Uma curva-padrdo com
diluicdes seriadas de 1,1,3,3 — tetraetoxipropano (TEP, 0,06 mM) foi construida e a absorbancia

foi lida a 532 nm. O resultado foi expresso como nmol de MDA/g de tecido.

5.5.2.7.2 Oxido Nitrico

Para avaliar os niveis de oxido nitrico foi utilizada a metodologia de determinacdo de
niveis de nitrato/nitrito pela reacéo de Griess, de acordo com metodologia modificada de Dirschl,
Stuppner e Vollmar (1998). O tecido do estbmago foi homogeneizado em tampdo fosfato de
potassio gelado (50 mM, pH 7,8; 1:10 m/v) e centrifugado a 12.000 x g, por 15 min, a 4 °C. Em
microplaca de 96 pocos, 100 pL do sobrenadante foram adicionados e, em seguida, 75 pL de
sulfonilamida (1% em é&cido fosférico 5%) e apds 10 min a temperatura ambiente e protegida da
luz, 75 pL de N-(1-naftill) etilenodiamida (NED - 0,1%) foram adicionados. Apds mais 10 min
de incubacdo nas mesmas condicdes, a absorbancia foi mensurada em espectrofotbmetro a 540
nm. Uma curva-padrdo com nitrito de sédio foi feita para interpolacdo das absorbancias da
amostra e os resultados foram expressos como pmols de nitrato/nitrito por mg de proteina. A
determinacdo da quantidade de proteina foi feita pelo método de Bradford (1976).

5.5.2.7.3 Glutationa reduzida

A determinacgdo dos niveis de glutationa reduzida foi feita indiretamente analisando os
niveis de grupamentos sulfidrilas ndo-proteicos (NP-SHSs), seguindo Sedlak e Lindsay (1968). Os
pedacos de tecido foram pesados e homogeneizados, primeiramente, com &cido
etilenodiaminotetracetico gelado (EDTA 0,02 M; 1:10 m/v). Desse homogenato, retirou-se uma
aliquota de 40 pL e adicionou-se a 50 pL de &gua destilada e 10 pL de acido tricloroacético
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(TCA, 50%), centrifugando em seguida (5.000 rpm, 15 min, 4 °C). Para 0 ensaio, um meio de
reacdo foi preparado, imediatamente antes da leitura, contendo 25 mL de tamp&o Tris-EDTA
(Tris 0,4 M; EDTA 0,02 M, pH 8,9) e 650 uL de &cido 5,5-ditiobis 2-nitrobenzoico (DTNB,
0,01M). Em microplaca de 96 pocos resfriada, 30 uL do sobrenadante foi pipetado com 51 pL do
meio de reacdo preparado e a absorbancia foi mensurada em leitor de microplaca a 412 nm,
rapidamente (reacdo estavel por 3 a 5 min). Uma curva-padrdo com glutationa em sua forma
reduzida foi preparada da mesma forma e os resultados foram expressos como pmol de GSH/ mg

de tecido.

5.5.2.7.4 Superdxido dismutase

O ensaio foi realizado de acordo com Rodrigues et al. (2012) com modificac6es. O tecido
foi homogeneizado com tampéo fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8) e centrifugado a 12.000 x g
por 20 min a 4°C para separacdo do sobrenadante. Em microplaca de 96 pocos, 5 pL do
sobrenadante foi adicionado a 100 pL de um meio de reacdo contendo tampao fosfato de potassio
(50mM), EDTA (0,1mM) e L-metionina (19,5 mM). Na auséncia de luz, adicionou-se na placa
15 uL de azul de nitrotetrazolio (NBT 750 uM) e 30 uL de riboflavina (10 uM, preparada 24h
antes e mantida a -2° C em frasco ambar). Depois disso, a placa foi posicionada em uma camara
acoplada com luz fluorescente (20 W) a uma distancia de £ 20 cm para reagir por 15 min. Em
seguida, realizou-se leitura das absorbancias a 560 nm. O resultado foi expresso em U/mg de
proteina, onde uma unidade de enzima (U) corresponde a quantidade de enzima capaz de inibir
50% da reducdo do NBT.

5.5.2.7.5 Catalase

O protocolo descrito por Beers e Sizer (1952) foi utilizado, com pequenas modificacdes,
para analisar a catalase presente nas amostras. O tecido foi pesado, homogeneizado em tampé&o
fosfato de potassio (50 mM, pH 7,8, 1:10 m/v) e centrifugado a 3.000 rpm, por 15 min a4° C. Em
cubetas de quartzo, adicionou-se 2 mL de peroxido de hidrogénio (H.O2, 0,059 M, em tampéao
fosfato de potassio 50 mM) e, imediatamente antes da leitura a 240 nm, pipetou-se 10 pL do

sobrenadante das amostras, agitando de leve manualmente. As absorbancias foram observadas
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durante 6 min e a variacdo entre o primeiro e o ultimo minuto foi considerada, tomando-se
cuidado para que a formacéo de bolhas néo atrapalhasse a leitura. A atividade da catalase foi dada
como mM de H>O, decomposto por minuto. Uma curva-padrdo com perdxido de hidrogénio foi

construida para interpolacédo das absorbancias.

5.6 Analises estatisticas

Os valores foram expressos como média (desvio padrdo). GraphPad Prism (verséo 8) foi
utilizado para conduzir todas as andlises estatisticas. Empregou-se na maioria dos testes ANOVA
unilateral, sequida de teste de Dunnet para comparagdo com o grupo controle AGUA. Quando
necessario, utilizou-se teste t ndo-pareado com correcdo de Welch para avaliar a diferenca entre
dois grupos de interesse. Utilizou-se ANOVA unilateral seguida de Teste de Tukey para
comparagdes multiplas no teste de atividade anti-inflamatdria in vitro e ANOVA bilateral seguida
de Sidak para comparacgédo entre mesmas concentragdes de controle e amostra para 0 ensaio de
DPPH e SRAT do extrato e para comparagdo entre 0s pesos iniciais e finais dos grupos. Foi

considerado como estatisticamente significante p < 0,05.

6 RESULTADOS E DISCUSSAO

6.1 Obtencao e rendimento do extrato

Para o0 extrato em questdo, obteve-se um rendimento de 10,11%. Trabalhos anteriores do
grupo de pesquisa encontram rendimentos de 46,6% (PESSOA, 2015) e 28,1% (FARIAS et al.,
2013) para o extrato da semente de L. rigida usando etanol como solvente. Segundo Duqgue (2004
apud. DINIZ et al., 2015), a germinacédo de L. rigida é irregular, o que pode causar variagdo de
tamanho e da quantidade de Oleo presente na semente, o0 que pode explicar essas diferengas. O
rendimento foi suficiente para avaliar as atividades quimicas e farmacoldgicas desejadas, sendo
semelhante a de outras sementes como a de Moringa oleifera (ADEBAYO, ARSADA,
SAMIAN, 2017) e maior do que de outras espécies da familia, como L. tomentosa (FARIAS et

al., 2013). Mesmo em casos de maiores demandas de material e rendimento, & imprescindivel
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garantir o uso sustentavel e, para tanto, sugere-se que sejam utilizadas outras técnicas

biotecnoldgicas que aumentam o rendimento de substancias de interesse (ISAH et al., 2018).

6.2 Perfil fitoquimico

A pesquisa por metabolitos secundérios € uma abordagem eficaz na descoberta do perfil
bioativo de plantas com importancia terapéutica, pois esses compostos Sdo 0s principais
responsaveis pelas atividades atribuidas a elas. E necessario, portanto, saber a composicéo do
extrato analisado para garantir tanto a ética em seu uso quanto a replicabilidade do estudo
(CORDELL, 2011; MASIH; SINGH, 2012). Dessa forma, o perfil fitoquimico de EELr foi
determinado por meio da quantificacdo dos fendlicos totais e, mais especificamente, flavonoides
(Tabela 2).

Tabela 2 - Quantidade de fendlicos totais e flavonoides presentes no extrato etandlico das

sementes de Licania rigida.

Perfil fitoquimico

Fendlicos totais* Flavonoides**

278,61 + 12,04 42,66 + 0,25

* Equivalente de &cido galico em mg/g de extrato. ** Equivalente de catequina em mg/g de extrato. Valores dados
com média (desvio padrao — DP).

Os fendlicos sdo compostos caracterizados por possuirem anéis aromaticos e grupos
hidroxilas, em uma ou mais unidades, e sdo 0s principais responsaveis pela defesa e pelas
propriedades organolépticas das plantas (DAI; MUMPER, 2010). Observou-se que cada grama
do extrato etandlico de sementes de L. rigida, pelas condi¢cdes em que foi coletado e preparado,
possui cerca de 278,61 + 12,04 mg equivalentes de acido galico (EAG). Como se trata da
quantidade total de um grupo de compostos, 0 Unico meio de se ter um padrdo comparativo €
utilizar um representante conhecido e basear o resultado como o equivalente a sua quantidade,
sendo o &cido galico um dos mais recomendados (WATERHOUSE, 2002).

Entre os compostos fenolicos, destacam-se as substancias de baixa massa molecular como
os flavonoides. As sementes possuem esses compostos em abundancia para auxiliarem na sua

germinacdo e defesa, e essa classe de compostos vem sendo amplamente estudada por seus
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beneficios & salde humana como antioxidante, anti-inflamatorio e combatentes de doencas
neurodegenerativas (PANCHE; DIWAN; CHANDRA, 2016; SHIRLEY, 1998). Cada grama de
extrato de L. rigida apresentou 42,66 + 0,25 mg equivalentes de catequina (EC).

Em trabalho anterior, 0 extrato etanolico das sementes de L. rigida apresentou, para
fendlicos totais e flavonoides, 206,98 mg EAG/g e 26,94 mg equivalentes de quercetina/g de
amostra, respectivamente (PESSOA et al, 2016). De acordo com Dhami e Mishra (2015), a
quantidade de fitoquimicos em determinada espécie pode variar dependendo, entre outros fatores,
do local, do periodo, estagio de maturacdo e das condi¢cBes ambientais em que foi coletada. As
frutas de oiticica do presente trabalho, apesar de compartilharem do mesmo local, foram
recolhidas ao final de outubro, ap6s um periodo chuvoso atipicamente longo, enquanto aquelas
estudadas por Pessoa et al. (2016) foram coletadas em janeiro, ap6s um ano de pouca
pluviosidade (1.258,8 e 2.716,5 mm/ano para 2012 e 2019, respectivamente, segundo FUNCEME
(2021). Em certas espécies, quando hd uma disponibilidade maior de agua, pode haver aumento
de fendlicos na semente, como foi evidenciado por Alinian, Razmjoo e Zeinali (2016), analisando
cominho (Cuminum cyminum L.).

Com relacdo aos flavonoides totais, o consideravel aumento em relacdo ao trabalho
anterior, além do que ja foi discutido, pode estar relacionado a metodologia utilizada. Os
resultados obtidos pelo método colorimétrico com cloreto de aluminio dependem do padréo
utilizado e compostos como a catequina nao induzem a formacéo de croméforo na ligagdo com o
cloreto de aluminio sem o uso de nitrito de sédio (SHRAIM et al., 2021). Ao utilizar o nitrito de
sodio na presente metodologia, provavelmente, foi possivel quantificar esses compostos, visto
que h& quantidade consideravel de catequinas na composic¢do da semente de L. rigida (PESSOA
etal., 2016).

A quantidade descrita de fenolicos também foi maior do que a encontrada para o extrato
etandlico da semente de carandeira (Carissa carandas Linn.), com 2651 mg EAG/g
(NEIMKHUM et al., 2021) e de outras plantas mais conhecidas, como a de manga (Mangifera
indica L.) com 95,50 mg EAG/g (FARIAS et al., 2021) e romé& (Punica granatum L.) com 15,88
EAG/g de extrato (KUPNIK et al., 2021). Para os flavonoides, a quantidade em EELr é maior do
que a de sementes de Urucum (Bixa orellana L.), com aproximadamente 10 mg EC/g de extrato
(AHMED et al., 2020) e a de gergelim (Sesamum indicum L.) com 9,17 mg EC/g de massa seca
(DRAVIE et al., 2020). Tal resultado indica que EELr pode possuir atividades farmacologicas
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relevantes atribuidas a presenca desses compostos, entre as quais destacam-se as atividades
antioxidante, anti-inflamatoria e gastroprotetora (HARSHA et al., 2017; ULLAH et al., 2020),
visto que varias das espécies mencionadas para comparacdo promovem algumas dessas agdes
(FOURATI et al., 2020; JAMPA; PANTHONG; ITHARA, 2019; PRABHU; RAJAN, 2015;
RUCKMANI et al., 2018; VILAR et al., 2014).

6.3 Atividade antioxidante

O estresse oxidativo pode ser conceituado como uma perturbacéo na sinalizagéo redox! do
organismo, ocasionando alteragdes estruturais e funcionais (SIES, 2020). O aumento do estresse
oxidativo tem sido apontado como o fator determinante na progressdo de diversas doencas e, por
esse motivo, o potencial antioxidante tem sido o foco de muitas pesquisas cientificas (KASOTE
et al., 2015). Dentre os fatores pelos quais 0s antioxidantes promovem sua ac¢ao, pode-se citar a
prevencdo da producdo de oxidantes ou sua remogdo (FORMAN; ZHANG, 2021). Com isso em
mente, essas propriedades foram avaliadas no extrato de L. rigida através de ensaio por sequestro
do radical 2,2-difenil-1-picril-hidrazil (DPPH) e ensaio de substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico (SRAT).

O método colorimétrico do DPPH utilizado consiste na capacidade antioxidante de uma
substancia em sequestrar o radical livre desta molécula, reduzindo-a a hidrazina, reacdo
observavel pela mudanca de coloracdo de violeta para amarelo (ALVES et al., 2010). Por esse
método, 0 composto padrdo utilizado, acido géalico, revelou CNso, Ou seja, a concentracdo capaz
de neutralizar 50% dos radicais livres, de 9,10 pg/mL, um étimo antioxidante conforme dados ja
descritos na literatura (MAMAT et al., 2020). EELr apresentou CNsp igual a 76,51 + 2,66 pg/mL,
promovendo neutralizacdo de radicais livres de modo dose-dependente. Além disso, alcangou
96,55% na maior dose utilizada (500 pg/mL), equiparando-se ao composto padrdo na mesma
concentracgéo (95,47%) (Grafico 1).

O presente extrato foi mais eficiente do que os reportados anteriormente para EELr [CNso
= 487,51 e 174,63 pug/mL por Farias et al. (2013) e Pessoa et al. (2016) respectivamente] e

semelhante a atividade antioxidante das folhas de L. tomentosa, com 67,03 pg/mL (SILVA et al.,

! Quando “um passo de uma via sinalizadora envolve a modificagcdo especifica de um dos componentes por uma
espécie reativa, através de uma reacdo quimicamente reversivel sob condicOes fisiologicas e/ou enzimaticamente
catalizada” (FORMAN; FUKUTO; TORRES, 2004, p. C247)
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2021). Outras sementes, como a de abacate (Persea americana Mill.) e de mostarda-castanha
(Brassica juncea L.) neutralizam radicais em 36,64% na concentracdo de 200 pg/mL

(ALKHALAF et al., 2019) e em 50% a 170 pg/mL, respectivamente (AZIZ; EL-ZAYAT; EL-
KHATEEB, 2020).

Gréfico 1 - Neutralizacdo de radicais livres por diferentes concentracbes de EELr, comparada
com a do antioxidante padrao, acido gélico.
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Fonte: dados da pesquisa. EELr: extrato etanolico das sementes de L. rigida. Valores dados como média (desvio-
padrdo — DP). Asteriscos representam diferenca significativa entre a amostra (EELr) e controle (Acido gélico) na
mesma concentracdo. ANOVA bilateral seguida de teste de Sidak para multiplas comparagdes (** = p < 0,01; *** =
p <0,001; **** = p < 0,0001).

O método envolvendo SRAT se baseia na peroxidacdo lipidica. Esse processo pode
ocorrer em resposta a espéecies reativas que provocam danos nas membranas celulares, com
producdo de radicais lipidicos e diversos produtos, como os aldeidos (REPETTO; SEMPRINE;
BOVERISO, 2012). Esse método foi realizado tanto na auséncia quanto na presenca de um
indutor, o sulfato ferroso (FeSOs), cuja acdo é baseada na geragdo de compostos radicais (ex.
hidroxilas) que irdo reagir com cadeias poli-insaturadas de membrana e induzir a peroxidacao
lipidica (GASCHLER; STOCKWELL, 2017). A presenca do ferro aumentou a producdo de
especies reativas se comparado ao ensaio na auséncia dele (16 uM e 10 uM equivalente de MDA,

nesta ordem). O extrato de L. rigida conseguiu inibir a peroxidagdo lipidica na maior
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concentracéo utilizada em 86,88 e 89,80% na auséncia e presenca de ferro, respectivamente. A
efetividade do extrato foi semelhante nas duas condi¢des em todas as concentragdes, exceto a 250
pug/mL, que foi mais efetiva na auséncia de ferro se comparado a mesma concentracdo na
presenca do indutor (Grafico 2). A Clso reflete esta observagéo, com o extrato conseguindo inibir

50% da peroxidacao a 149,16 + 10,50 pg/mL na auséncia e a 216,86 + 19,53 pg/mL na presenca
de ferro.

Gréfico 2 - Inibicdo da peroxidacdo lipidica em diferentes concentraces de EELr, na presenca e
auséncia de inducdo por ferro.
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Fonte: dados da pesquisa. Valores dados como média (desvio-padrdo — DP). Asteriscos representam diferenca
significativa entre a amostra (EELr) nas duas condicBes analisadas (com e sem indutor de peroxidacdo) na mesma
concentragdo. ANOVA bilateral seguida de teste de Sidak para multiplas comparacfes (* = p < 0,05). SRAT =

Substancias reativas ao acido tiobarbitrico. EELr: extrato etanélico das sementes de Licania rigida. FeSO4 = Sulfato
ferroso.

A atividade antioxidante do extrato frente a peroxidacdo lipidica ndo-induzida manteve a
mesma ICso quando comparada aquela do trabalho anterior (144.33 pg/mL), mas necessitou de
uma concentracdo menor na presenca do ion metalico (286.57 pg/mL) (PESSOA et al., 2016).
Sementes de outra espécie, L. tomentosa, apresentaram ICso superior, com 18,46 pg/ml na
auséncia e 93,94 pug/mL na presenca de ferro, mas com o mesmo padrdo de ser mais efetiva na
auséncia do ferro (MEDEIROS et al., 2020). Além disso, a agdo antioxidante de EELr foi

semelhante ao do extrato metanolico de folhas de clerodendro-perfumado (Clerodendrum
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infortunatum) com Clsg igual a 148.77 pg/mL (sem indutor) (SWARGIARY et al., 2021) e ao
extrato de sementes de feijdo-da-flérida, Mucuna pruriens, com Clso equivalente a 240 pg/mL
(com inducdo pelo ferro) (ADEFEGHA et al., 2017).

A peroxidacdo pode ser inibida, entre outros fatores, por competidores de locais de
ligacdo de enzimas que favorecem esse processo (ex. lipoxigenases), por sequestro de radicais
livres, pelo bloqueio da reagdo de Fenton? ou por quelacdo do ferro (KAJARABILLE;
LATUNDE-DADA, 2019). Como EELr nédo possui capacidade quelante relevante (PESSOA et
al., 2016), o presente resultado provavelmente se deve a outros fatores como modificar a razéo
6tima entre os fons Fe?* e Fe3* para que a peroxidacdo ocorra ou sequestrar hidroxilas antes que
haja sua interacdo com o0s &cidos graxos poli-insaturados (MINOTTI; AUST, 1989; PUNTEL;
NOGUEIRA; ROCHA, 2005). Rui e colaboradores (2017) evidenciaram que o acido clorogénico
isolado apresentou baixa atividade quelante, mas alta atividade de inibicdo da peroxidacédo
lipidica e alta capacidade antioxidante pelo método de reducdo do ferro. EELr também possui
acido clorogénico em sua composicdo (PESSOA et al., 2016), o que pode ter colaborado para o
presente resultado.

Ressalta-se que alguns compostos fendlicos se tornam pro-oxidativos, quando em baixas
concentragdes, auxiliando na peroxidacdo lipidica, mas esse efeito se inverte com o aumento de
suas concentragdes (LAPIDOT; GRANIT; KANNER, 2005; YEN; DUH; TSAI, 2002). Isso
poderia explicar a baixa inibicdo da peroxidacéo lipidica induzida por ferro (comparando-se a sua
auséncia) por concentracdes menores de extrato.

De forma geral, o resultado encontrado para as duas analises de atividade antioxidante
utilizadas (DPPH e SRAT) pode ser devido a quantidade de fendlicos na semente de L. rigida,
visto que esta atividade foi melhorada quando comparada aquela avaliada anteriormente. Ha
relatos de correlacdo positiva entre a quantidade de fendlicos e a capacidade antioxidante
(SAHARAN et al., 2020), corroborados pelo fato de que sementes sdo ricas nesses compostos e
possuem papel protetor para as espécies de planta principalmente exercendo essa atividade
(CORSO et al., 2020). Além disso, certos flavonois, como a quercetina, conseguem preservar a
fluidez da bicamada lipidica e manter suas propriedades mecanicas e moleculares (SADZAK et
al., 2020) e estdo presentes na composic¢do de EELr (PESSOA et al., 2016).

2 Reagdo em que “um fon ferroso dissociado reage com perdxido de hidrogénio para gerar radicais hidroxilas
fortemente oxidativas” (QU et al., 2019, p.1198)
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Ademais, a retirada de residuos de 6leo das améndoas de oiticica com hexano também
pode ter contribuido para este resultado. O uso de diferentes solventes na extracdo pode
influenciar na composicdo do extrato e na atividade analisada, geralmente atribuida a mudanca de
polaridade (THOURI et al., 2017), sendo esse passo recomendado para se evitar interferéncias
nos métodos (ARRANZ; PEREZ-JIMENEZ; SAURA-CALIXTO, 2008). A Tabela 3 resume os
resultados relacionados a atividade antioxidante do extrato de L. rigida.

Tabela 3 - Atividade antioxidante do extrato etanolico das sementes de L. rigida.

Atividade antioxidante

DPPH SRAT - Clso (ug/mL)
Amostra _
CNso (ug/mL) Auséncia de Ferro  Presenca de Ferro
EELr 76,51 + 2,66 149,16 + 0,50 216,86 + 19,53
Acido galico 9,10 + 0,16

Valores dados em média (desvio padrdo - DP). EELr: extrato etanolico de Licania rigida. DPPH: 2,2-difenil-1-picril-
hidrazil. CNso: concentracdo capaz de neutralizar 50% dos radicais livres. SRAT: substancias reativas ao acido
tiobarbitdrico. Clso: concentragdo capaz de inibir 50% da formacdo de substancias reativas.

6.4 Atividade anti-inflamatdria in vitro

O método in vitro de desnaturacdo de proteinas foi utilizado para avaliar a capacidade
anti-inflamatoria da semente. A desnaturacdo, caracterizada pela perda de conformacdo nativa,
estd presente e atuante em processos inflamatdrios, causando danos teciduais e produzindo
compostos autoantigenos, como os produtos finais de glicacdo avancada (AGEs) (ANWAR et al.,
2020; RAHMAN et al., 2012; SEIDLER; YEARGANS, 2002; YESMIN et al., 2020). Vérias
doencas e sindromes inflamatdrias estdo relacionadas a esse mecanismo, como o Alzheimer e
Parkinson (SHARMA et al., 2020), diabetes e complicacdes cardiacas (EGANA-GORRONO et
al., 2020) e artrites (NAKHJAVANI et al., 2018). Essa ultima & um dos motivos para a
metodologia anti-inflamatéria com desnaturacdo também ser chamada de avaliacdo da atividade
antiartritica in vitro.

No presente ensaio, a desnaturacdo da ovalbumina foi evidenciada pelo aumento da
turbidez da solucdo depois do aquecimento (coagulacao), principal sinal formado nesse processo
(MANGAI; SURESH, 2018). Nesse quesito, 0 presente trabalho teve um resultado promissor, ja
que 50 pg/mL de EELr foi suficiente para inibir 59,28% da desnaturacdo, com Clso de 23,61 *
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1,35 pg/mL. O extrato se comportou de maneira dose-dependente até atingir 50 pg/mL, quando
atingiu um pico maximo, com leve diminui¢do da inibicdo na concentracdo de 100 pg/mL. J& a
droga padrdo utilizada, diclofenaco, foi capaz de proteger a albumina da desnaturacdo em 89,47%

na concentracao utilizada neste ensaio (2,5 mg/mL) (Grafico 3).

Gréfico 3 - Inibicdo da desnaturacdo de ovalbumina por EELr em diferentes concentragoes,
comparado a droga-padrao diclofenaco.
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Fonte: dados da pesquisa. EELr: extrato etan6lico das sementes de Licania rigida. Diclo: droga-padrdo diclofenaco
sodico.Valores dados como média (DP). Letras diferentes representam diferenca significativa (ANOVA unilateral
seguida de Tukey; p < 0,05).

Apesar da acdo, aparentemente, atingir seu maximo com quase 60% de inibic&o, o fato de
que é possivel atingir essa marca com uma concentragdo tdo baixa é favoravel, pois pode evitar
efeitos adversos provenientes de altas dosagens e interagdes indesejaveis com outros compostos
(MCCORMACK; ALLAN; VIRANI, 2011). Ademais, esta atividade foi superior a evidenciada
em extrato de sementes de caju (Anacardium occidentale), que apresentou 20,92 e 45,09% com
as doses de 50 e 200 pg/mL, respectivamente (RAJESWARAMMA,; JAYASREE, 2018) e para
frutas de jameldo (Syzygium cumini (L.) Skeels) com 51,6% em 100 pug/mL de extrato metanélico
(QAMAR et al., 2021).
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H& evidéncias que extratos com essa capacidade também demonstram atividade anti-
inflamatoria in vivo por diversas metodologias (vide MARTINEZ-GONZALEZ et al, 2017;
PADMALOCHANA, 2018; QAMAR et al., 2021; SALEEM; SALEEM; AKHTAR, 2020).
Além disso, outros trabalhos atribuem a atividade antidesnaturante a quantidade de compostos
fenolicos, como flavonoides e taninos (MARRASSINI; PERALTA; ANESINI, 2018; RANA et
al., 2018). De fato, existe uma correlacdo positiva entre esta atividade e alguns flavonoides, como
acido cafeico, rutina e quercetina (BOUHLALLI et al., 2020), substancias que estdo presentes em
EELr (PESSOA et al., 2016). Esses compostos podem se ligar as proteinas, organizando sua
estrutura secundéaria e promovendo estabilidade térmica, cuja intensidade depende da afinidade
do metabolito a proteina em questdo (SANDU; CHILOM; POPESCU, 2021). Assim sendo, 0
extrato de L. rigida possui acdo anti-inflamatéria in vitro, com potencial para futuras

investigacOes in vivo, provavelmente devido aos seus compostos fendlicos.

6.5 Atividade gastroprotetora in vivo

A necessidade de se utilizar drogas nao-esteroidais, principalmente a longo prazo, vem
acompanhada dos riscos causados por seus efeitos adversos, além da dificil decisdo médica de
manter seu uso apesar disso. O &cido acetilsalicilico (AAS), por exemplo, promove efeitos
gastrointestinais indesejaveis, como Ulceras e sangramentos (HANDA et al., 2014). Por isso, é
uma das tarefas continuas da ciéncia a busca por novas fontes, seja anti-inflamatérias ou
gastroprotetoras, que possam auxiliar no tratamento dos pacientes que necessitem desses
beneficios (FAZALDA, QURAISIAH, AZLINA; 2018; KYAW et al., 2018). Assim, a inducédo
de Ulceras géstricas por AAS foi escolhida por ser uma metodologia eficaz e simples, que utiliza
uma droga acessivel e mundialmente usada como antipirético, analgésico e anti-inflamatério
(CAl et al., 2015; GLAVIN; SZABO, 1992). Durante o ensaio, um dos animais apresentou sinais
de desconforto respiratorio apds a administracdo da aspirina, sendo imediatamente eutanasiado,
em conformidade com as instrugdes das resolucdes normativas 33/2016 e 37/2018 do CONCEA.
Fora este ocorrido, ndo foram percebidos sinais de dor e desconforto ou alteracdo severa de

comportamento antes ou durante o experimento.
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6.5.1 Peso dos animais

Apesar de, geralmente, o efeito toxico de uma substancia ser mais perceptivel sobre o
peso dos animais com semanas ou até meses de uso (JOHNSON, 1981), ha situacdes em que o
peso dos animais é alterado em até 48 h, como em casos de deplecdo hidrica em camundongos
(BEKKEVOLD et al., 2013). Dessa forma, como avaliacdo fisiologica padrdo, o peso dos
animais foi observado durante o experimento, jA que € um pardmetro comumente alterado em
situacOes de estresse (VAN LOO et al., 2004). Observou-se que 0s animais nao apresentaram
aumento ou diminuicao significativa do seu peso corporal apos a ingestdo do extrato preparado
(Gréfico 4). O grupo AGUA n3o apresentou mudanca significativa de peso ao final dos trés dias
(aumento de 0,1g no peso médio do grupo), assim como o grupo POS ASP. Ja os grupos que
receberam somente aspirina e omeprazol (ASP e OME), por receberem dose Unica, tiveram o

peso medido no mesmo dia, sem alteracGes relevantes.

Gréfico 4 - Comparacdo entre os pesos dos animais antes e depois da ingestdo de EELr por trés

dias consecutivos.
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Fonte: dados da pesquisa. Valores dados em média (DP). EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania
rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesGes induzidas por aspirina (l.i.a);
POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a. Administragdes por via oral. ANOVA bilateral seguida
de teste de Sidak (p < 0,05).
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6.5.2 Andlises hematoldgicas

Como algumas drogas anti-inflamatdrias ndo-esteroidais possuem relatos na literatura de
causar toxicidade hepatica (ZOUBEK et al., 2019), procurou-se avaliar a acdo do extrato sobre
enzimas marcadoras de toxicidade como a alanina aminotransferase (ALT), aspartato
aminotransferase (AST) e fosfatase alcalina (ALP).

A ALT € uma enzima que transfere grupos amino de aminoacidos para alfa-cetoacidos,
sendo importante para o metabolismo geral do organismo, além de auxiliar na producdo de
glutamatos, precursores do antioxidante glutationa (NDREPEPA; KASTRATI, 2019). Muitos
fatores podem alterar os valores dessa enzima, desde parametros como sexo, peso e idade, até uso
de medicagbes (DEGERTEKIN et al., 2020). Em concordancia a este fato, a dose utilizada de
aspirina elevou os niveis séricos da ALT quando comparado ao controle que recebeu somente o
veiculo (369,16 e 129 UI/L, respectivamente). Os grupos que receberam somente o extrato, sem o
desafio ulcerogénico da aspirina, ndo apresentaram aumento significativo dos niveis dessa
enzima quando comparado ao controle AGUA (192,75 e 150,16 UI/L para a dose de 250 e 500
mg/kg, nesta ordem) (Gréafico 5A).

O omeprazol diminuiu os niveis de ALT (307,16 UI/L), mas ndo o suficiente para se
igualar, significativamente, ao grupo ndo-lesionado. Esta droga pode ter pouco ou nenhum efeito
sobre 0 aumento das enzimas marcadoras de dano hepatico ocasionado por drogas ndo-esteroidais
(GOORANI et al., 2019) e resultado semelhante foi encontrado por Nosiri et al. (2018) com a
mesma droga-padrdo. A dose de 250 mg/kg do extrato, no tratamento preventivo, ndo apresentou
protecdo contra 0 aumento dos niveis de ALT (348,5 UI/L). J& a dose de 500 mg/kg apresentou
niveis de ALT menores do que 0s observados para a droga-padrdo (279,5 UI/L), mas ainda
diferente do controle negativo de leséo (Gréfico 5A).

Para o tratamento terapéutico, os niveis séricos dos animais que receberam EELr
diminuiram e voltaram aos niveis basais encontrados no controle (154,5 e 179,8 UI/L para menor
e maior dose), estando significativamente iguais ao grupo AGUA. No entanto, no controle POS
ASP o0s niveis igualmente diminuiram (167,16 UI/L), o que indica que, provavelmente, a
diminuigdo dos niveis de ALT nos grupos analisados ndo foi devido a acdo do extrato e, sim, a

prépria resposta fisiolégica dos animais (Grafico 5B).
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Gréfico 5 - Dosagem da enzima ALT para o tratamento preventivo (A) e terapéutico (B) com

EELr em duas concentragdes (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. ALT: alanina aminotransferase. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania
rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a);
POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia)
+ 4gua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). AdministracBes por via oral. Asteriscos mostram diferenca
significativa (** = p < 0,01; *** = p < 0,001; **** = p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett
para comparagdes com controle (AGUA). Valores dados em média (DP).
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A AST € outra transaminase com mudltiplas fungdes metabodlicas relacionadas a
manutencdo da capacidade oxidativa das células e varios fatores podem alterar seus niveis no
organismo (NDREPEPA, 2020). Observa-se um aumento no nivel sérico dessa enzima nos
grupos que receberam a aspirina (317,80 UI/L) em relacdo aos que receberam agua (137,25
UI/L). O omeprazol diminuiu esses niveis (255,6 UI/L), mas o tratamento preventivo com EELr
nas duas doses ndo impediu o aumento dessa enzima pela aspirina (387 e 375 UI/L,
respectivamente, para 250 e 500 mg/kg). Ademais, 0 grupo que recebeu somente o extrato na
menor dose apresentou niveis de AST semelhante ao grupo da lesdo (343,6 UI/L) (Gréafico 6A).

Quando o extrato € administrado ap0s a aspirina, no entanto, percebe-se que 0s niveis
séricos de AST diminuiram expressivamente (109,40 UI/L) com a menor dose de EELr, ficando
abaixo dos niveis apresentados pelo proprio grupo controle desta amostra, EELr 250 (343,6
UI/L). Também vale ressaltar que esse grupo apresentou menor nivel de AST do que POS ASP
(227,75 UI/L), o grupo sem interferéncia exogena. O grupo EELr 500, com 262,5 UI/L, ndo se
diferenciou significativamente do grupo AGUA, porém tal valor ndo indica que o extrato possa
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interceder nessa enzima de modo terapéutico nesta dose, ja que foi comparavel aos niveis
apresentados por POS ASP (Gréfico 6B).

Gréafico 6 - Dosagem da enzima AST para o tratamento preventivo (A) e terapéutico (B) com

EELr em duas concentragdes (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. AST: aspartato aminotransferase. EELr 250/500: controle do extrato etanolico de Licania
rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a);
POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia)
+ 4gua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administragdes por via oral. Asteriscos mostram diferenca
significativa (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p < 0,001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para
comparagdes com controle (AGUA). Valores dados em média (DP).

Ja a ALP é uma metaloenzima que catalisa a liberacdo de fosfatos inorganicos e esta
relacionada a diversas fungdes metab6licas como modulacdo da inflamagdo e mineralizacdo dos
0ssos (HAARHAUS et al., 2017). Essa enzima pode ser dividida em tipos teciduais especificos e
ndo-especificos, sendo esta ultima encontrada em 0ssos e figado, principalmente. Condi¢bes que
alteram a fisiologia normal destes érgaos, como obstrucdo de ductos biliares, podem aumentar os
niveis dessa enzima no soro, visto que o tipo ndo-especifico é responsavel por 80% da ALP
plasmatica (LOWE, SANVICTORES, JOHN, 2020).

A aspirina ndo alterou significativamente esse pardmetro em relagdo ao controle (241,6 e
200,33 UI/L, respectivamente). Ja o grupo que recebeu o omeprazol apresentou pequeno aumento
nesta dosagem (251 UI/L), quando comparado ao controle AGUA (Grafico 7A). Na presente
metodologia, a forma comercial dessa droga foi solubilizada em agua e bicarbonato de sddio, de

acordo com Quercia et al. (1997), pois sua formulacdo é bastante instavel fora da faixa de pH
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alcalina. Provavelmente a alteracdo do pH para niveis mais bésicos possa ter influenciado na
ALP, que possui atividade 6tima em pH 9,0 (MOBLEY et al., 1984).

O extrato ndo alterou os niveis de fosfatase, quando isolado (212,83 e 191,16 UI/L para 0s
controles da amostra na menor e maior dose) ou administrado previamente a aspirina (218 e
211,71 UI/L para 250 e 500 mg/kg). No entanto, no tratamento terapéutico, a menor dose
diminuiu os niveis séricos (119,33 UI/L), significativamente, quando comparado ao controle
AGUA (Gréfico 7A, 7B).

Gréfico 7 - Dosagem da enzima ALP para o tratamento preventivo (A) e terapéutico (B) com
EELr em duas concentra¢des (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. ALP: Fosfatase alcalina. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida
(250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a); POS
250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) +
agua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administracdes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa
(* = p <0,05; ** = p < 0,01), conforme ANOVA unilateral sequida de Dunnett para compara¢Ges com controle
(AGUA). Valores dados em média (DP).

O aumento dos niveis das enzimas ALT e AST pela aspirina esta de acordo com outros
trabalhos que avaliaram a influéncia dessa droga nesses parametros (NASR et al., 2017, AL-
KHAFAJI; ABDUL-KHALIQ, 2021). Com relagdo a ALP, Tanveer et al. (2021) também n&o
observaram alteragdo na concentragdo sérica desta enzima com a suplementacdo de aspirina em
350 mg/kg, diferente de USMAN et al. (2018) que evidenciaram aumento deste parametro com

dose de 100 mg/kg, duas vezes por semana. Pode-se dizer que a alteracdo dessa enzima talvez
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esteja relacionada a doses menores por prazos mais longos, por isso ndo foi evidenciada no
presente trabalho.

O efeito observado pela alta dose de AAS em enzimas hepaticas pode ser devido a sua
hidrolise em 4acido salicilico na mucosa gastrica e posterior conjugacdo no figado em varios
outros metabdlitos que podem exercer certa hepatotoxicidade (CHARLES et al., 2018; BUCK,
2007). De acordo com Altay et al. (2021), esse efeito da aspirina no figado é normalmente
autolimitado e os niveis de ALT/AST voltam ao normal com dias apds o fim do seu uso. Isso
ocorre, principalmente, pela acdo de células sinoidais hepaticas (KAMIMOTO et al., 1985). No
caso do presente trabalho, foi possivel observar esse retorno aos niveis normais das enzimas
hepéticas avaliadas apds os trés dias da administracdo aguda de aspirina, como evidenciado pelo
grupo POS ASP.

Mesmo com EELr na dose de 250 mg/kg aumentando os niveis de AST, o extrato pode
ser considerado ndo-toxico em relagdo ao figado. De acordo com Liu et al. (2019), o aumento de
AST isolado, ou seja, sem alteracdo de outros parametros como ALT e ALP, ndo deve ser
considerado um efeito adverso no figado. Além disso, esta enzima é um marcador menos
especifico de dano hepatico do que a ALT (Li, 2020) e esta ultima ndo foi alterada
significativamente pelo extrato. O mesmo foi observado por Bassey et al. (2018) para o extrato
etandlico das sementes de Irvingia gabonensis e por Oloyede e Akindele (2019), que se
depararam com um valor de AST similar ao presente trabalho (385 UI/L) para a dose de 200
mg/kg do extrato etandlico de Hoslundia opposita em camundongos.

Muito mais do que no figado, a AST pode ser encontrada em rins, coragdo, cérebro e
musculo esquelético e 0 aumento dessa enzima pode ser sinal de injdrias nesses 6rgaos (Shibata
et al, 2019). Husori et al. (2018) observaram aumento da AST e mudancas histoldgicas de alguns
Orgdos como pulmao, rins, coracdo, pancreas e testiculos, com o extrato etanolico de Acanthus
illicifolius L. Vale ressaltar que a citada publicacdo avaliou doses bem proximas a dose letal para
50% dos animais (DLso) em torno de 5.000 mg/kg, o0 que ndo ocorreu no presente trabalho. A
dose de EELr em questdo (250mg/kg) foi 8 vezes menor do que a DLso encontrada pelo presente
grupo de pesquisa (PESSOA, 2015). Ja Sobhani et al. (2019) associaram o aumento de AST, mas
ndo de ALT, a pacientes com alta carga de ferro no miocardio, condigdo que, por sua vez, pode

estar associada ao uso irregular de agentes quelantes. A influéncia do extrato sobre esta enzima
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pode ndo estar relacionada a esta ultima questdo, visto que EELr ndo apresentou esta atividade in
vitro pelo método com o-fenantrolina (PESSOA et al., 2016).

Vale ressaltar que o aumento das transaminases pode ndo estar associado somente ao dano
celular. O aumento de transaminases pode estar relacionado com a propria farmacologia de
alguns compostos, que podem atuar nas diversas fun¢des dessas enzimas, como a gliconeogénese
(KOBAYASHI; SUZUKI; SUGAI, 2020). Atividades do extrato de outra espécie da familia
Chrysobalanaceae ja foram relacionadas a esses processos (EKAKITIE et al., 2021). De acordo
com Seriana et al. (2021), a tendéncia de aumento na enzima AST observada pela administracédo
do extrato etandlico de Azadirachta indica A. Juss pode estar relacionada a presenca de
flavonoides, taninos e saponinas. Esses compostos também estdo presentes na composi¢do de
EELLr, talvez em concentrac@es suficientes para causar aumento significativo deste parametro.

Diante do exposto, EELr pode ser considerado seguro quanto ao dano hepatico indicado
pelas enzimas marcadoras avaliadas, durante o curto periodo administrado, corroborando com
ensaio de toxicidade realizado pelo presente grupo de pesquisa anteriormente (PESSOA, 2015).

A Tabela 4 resume os resultados encontrados para esta analise.

Tabela 4 - Andlises hematologicas das enzimas marcadoras de dano hepético (ALT, AST, ALP).

Tratamento preventivo

Parametro AGUA ASP OME PRE250 PRES00 EELr250 EELr 500
ALT (UI/L) 129 + 369,16 + 307,16+  348,5% 279,5 % 192,75+ 150,16
40,37 99,73 " 66,99 * 86,32 " 53,65 " 68,28 35,68
AST (UI/L) 137,25+ 317,80+ 2556+ 387 375+ 343,6 = 242,16 +
61,06 86,15 " 108,32 53,87 " 67,09 " 102,53 * 102,17
ALP (Ul/L) 200,33+ 2416+ 251+ 218 + 211,71 212,83 + 191,16 +
13,58 17 33,70 29,63 54,24 36,85 17,84

Tratamento terapéutico

Parametro AGUA ASP POSASP POS250 POS500 EELr250 EELr500

ALT (UI/L) 129 + 369,16+ 167,16+ 1545+ 179,8 + 192,75+ 150,16 +
40,37 99,73 " 65,86 53,10 58,28 68,28 35,68

AST (Ul/L) 137,25+ 317,80+ 227,75+ 109,40+  2625% 343,6 £ 242,16 +
61,06 86,15 " 124,74 53,15 120,60 102,53 * 102,17
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ALP (Ul/L) 200,33+ 2416+ 19314+ 11933% 163 212,83 191,16 +
13,58 17 32,88 67,33 " 22,98 36,85 17,84

Valores representados como média (DP). Asteriscos na mesma linha mostram diferenca significativa (p < 0,05)
conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnet para comparagdes com controle AGUA. EELr 250/500: controle do
extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes
induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500
mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + 4gua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administragdes por via oral. ALT:
alanina aminotransferase. AST: aspartato aminotransferase. ALP: fosfatase alcalina. UI/L: Unidades internacionais
por litro.

6.5.3 Peso dos 6rgaos

O peso dos 6rgaos em relacdo ao peso corporal é outro parametro comumente utilizado
para se avaliar a toxicidade de substancias, como mostram diversos estudos (OSAGIE-EWEKA
et al., 2021; SALEH et al.,2021). Como se trata de um parametro muito variavel e dependente de
fatores intrinsecos e extrinsecos de um individuo, utiliza-se a relacdo entre o peso dos 6rgaos e o
peso corporal para normalizar e facilitar a avaliacdo entre grupos (NIROGI et al., 2014).

O estdmago é uma das principais vias de absorcdo de substancias do trato gastrointestinal,
principalmente para acidos fracos, como o AAS (KIM, 2017). Nesse caso, observou-se que 0
peso relativo deste 6rgdo no grupo lesionado pela aspirina foi menor do que o controle AGUA
(0,66% e 0,76%, respectivamente).

O omeprazol ndo melhorou este parametro (0,68%), assim como o extrato na dose de 250
mg/kg no tratamento preventivo (0,65%). No entanto, a dose de 500 mg/kg do EELr foi capaz de
manter o0 peso relativo do grupo significativamente semelhante ao controle (0,7%). As doses de
extrato administradas nos grupos sem inducdo de Ulceras (EELr 250 e EELr 500) ndo causaram
efeito significativo nesse pardmetro (0,75% e 0,74%, nesta mesma ordem) (Gréafico 8A). Ja no
tratamento terapéutico, observou-se que os grupos POS 250 e POS 500 recuperaram 0 peso
relativo dos estdmagos quando comparado ao grupo controle sem lesdo (0,78% e 0,8%,
respectivamente), porém o mesmo ocorreu para o grupo POS ASP (0,8%) (Grafico 8B).

Ao contrario do que o observado, Bouzenna et al. (2019), evidenciaram aumento do peso
relativo para o estbmago com AAS por 4 dias consecutivos, decorrente da diminui¢do do peso
corporal pela falta de apetite dos animais. Na presente metodologia, o periodo de quatro horas
entre a dose Unica de aspirina e a eutanasia ndo foi suficiente para alterar o peso corporal dos

camundongos desta forma. Assim, a alteracdo deste pardmetro esté relacionada & diminuicéo do
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peso do 6rgdo em si, que pode ter sido causado, entre outros fatores, pela descamacéo de células
epiteliais e mudancas na estrutura celular ocasionada pelas Ulceras formadas (AMJAD; TAHIR,

2017; YASIN et al., 2020). EELr pode ter influenciado na prevencéo desses fatores, na dose de
500 mg/kg.

Gréfico 8 - Peso do estbmago em relacdo ao peso corporal para o tratamento preventivo (A) e

terapéutico (B) com EELr (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesBes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + &gua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). AdministracGes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05; ** =p

< 0,01), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para comparagdes com controle (AGUA). Valores dados
em média (DP).

O figado tem importante funcdo de metabolizacdo de substancias, estando suscetivel a
estresse celular direto ou inducdo do sistema imunoldgico por parte desses compostos, 0 que 0
torna um importante alvo para andlise do efeito de drogas e extratos herbaceos (SUK; KIM,
2012).

O peso relativo deste 6érgdo também diminuiu no grupo que sofreu a a¢do ulcerogénica da
aspirina (3,69%) em comparacdo ao controle nédo-lesionado (4,43%). A diminuicdo do peso
relativo do figado pode estar associada a atrofia neste orgdao (BALDRICK et al., 2020), a qual ja
foi evidenciada para aspirina, acompanhada de degeneracgdo dos hepatocitos (BOUZENNA et al.,

2016). Ja o extrato isolado ndo apresentou influéncia sobre o peso relativo deste 6rgdo nas duas
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doses utilizadas (4,38 e 4,28% respectivamente para 250 e 500 mg/kg). O grupo que recebeu a
droga-padrdo afetou este pardmetro, apresentando peso relativo igual ao grupo ASP (3,69%),
assim como o extrato administrado profilaticamente (3,78 e 3,83% respectivamente para a menor
e maior dose) (Gréafico 9A).

Como recurso terapéutico, observou-se que POS 250 e POS 500 se diferenciaram
significativamente do grupo AGUA, com aumento do peso relativo do figado (5,14 e 5,15%
respectivamente). Foi evidenciado aumento também para o grupo POS ASP, mas em menor
escala (4,88%) (Gréafico 9B). De acordo com Baldrick et al. (2020), o aumento relativo do peso

do figado pode estar relacionado a hipertrofia de hepatdcitos, proveniente de uma maior carga
metabolica neste 6rgao.

Gréafico 9 - Peso do figado em relacdo ao peso corporal para o tratamento preventivo (A) e
terapéutico (B) com EELTr (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesGes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). AdministracBes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (** = p < 0,01; ****

= p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para comparagdes com controle (AGUA). Valores
dados em média (DP).

Os rins também sdo 6rgaos relativamente suscetiveis a xenobidticos, visto que participam
ativamente da sua excre¢do (CRAIG; YANA; ZHAO, 2015) e DAINEs possuem relatos de danos
a esse orgdo (EJAZ; BHOJANI; JOSHI, 2004). No caso da aspirina, essa toxicidade pode ser
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caracterizada por disfungdo mitocondrial (PLETZ et al., 2021) e infiltracdo de células
mononucleares (AMJAD et al., 2019), que poderiam afetar o peso deste érgéo.

Apesar disso, € comum na literatura trabalhos com DAINES em que este parametro néo é
afetado (GOMAA, 2017; MABEKU et al., 2017). Foi o caso do presente trabalho, em que néo foi
observada diferenca no peso relativo em nenhum dos grupos analisados, tanto para o grupo que
recebeu somente aspirina, quanto para o tratamento preventivo e terapéutico com EELr (Figura
10A e 10B). Como diversas ervas medicinais também estdo associadas a nefrotoxicidade
(BROWN, 2017; CHAREN; HARBORD, 2020), o fato de que EELr ndo afetou este parametro,

no periodo testado, é promissor. A Tabela 5 reline os pesos relativos encontrados para todos os
Orgéaos.

Gréafico 10 - Peso médio dos rins em relacdo ao peso corporal para o tratamento preventivo (A) e
terapéutico (B) com EELTr (250 e 500 mg/kg) em Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etanélico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesGes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). Administracdes por via oral. ANOVA unilateral seguida de Dunnett para comparacfes com
controle (AGUA\). Valores dados em média (DP).
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Tabela 5 - Peso relativo dos 6érgdos dos grupos analisados para o tratamento preventivo e

terapéutico com EELT.

Tratamento preventivo

AGUA ASP OME PRE250 PRES500 EELr250 EELr500
Peso 28,21 + 27,91 + 24,35 + 24,77 + 24,37 + 29,02 + 26,05 +
corporal (g) 0,89 1,26 1,1 2,43 2,06 " 1,96 1,72
Estdmago 0,216 + 0,185+ 0,166 + 0,161 + 0,170 + 0,219 + 0,192 +
Absoluto (g) 0,02 0,01 0,01 0,02 0,02 0,01 0,01
Relativo (%)  (0,76%)  (0,66%)* (0,68%)*  (0,65%)*  (0,70%) (0,75%) (0,74%)
Figado 1,25+ 1,03+ 0,90 £ 0,93+ 093+ 127 + 1,11+
Absoluto (g) 0,06 0,11 0,04 0,10 0,09 0,11 0,09
Relativo (%)  (4,43%)  (3,69%)*  (3,69%)* (3,78%)* (3,83%)*  (4,38%) (4,28%)
Rins 0,189 + 0,200 = 0,172 + 0,171 + 0,166 + 0,197 + 0,182 +
Absoluto (g) 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01 0,01
Relativo (%)  (0,67%) (0,72%) (0,70%) (0,69%) (0,68%) (0,68%) (0,70%)
Tratamento terapéutico
AGUA ASP POSASP POS250 POS500 EELr250 EELr500
Peso 28,21 + 27,91 + 23,75 25,80 + 26,58 + 29,02 + 26,05 +
corporal (g) 0,89 1,26 1,57 1,11 0,86 1,96 1,72
Estdmago 0,216 + 0,185+ 0,191 + 0,202 + 0,213 + 0,219 + 0,192 +
Absoluto (g) 0,02 0,01 0,01 0,01 0,02 0,01 0,01
Relativo (%)  (0,76%)  (0,66%)*  (0,80%) (0,78%) (0,80%) (0,75%) (0,74%)
Figado 1,25+ 1,03+ 1,16 £ 1,32+ 136+ 1,27 + 1,11+
Absoluto (g) 0,06 0,11 0,10 0,09 0,08 0,11 0,09
Relativo (%)  (4,43%)  (3,69%)*  (4,88%)* (5,14%)* (5,15%)*  (4,38%) (4,28%)
Rins 0,189 + 0,200 + 0,173 = 0,184 + 0,193 + 0,197 + 0,182 +
Absoluto (g) 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01 0,01
Relativo (%)  (0,67%) (0,72%) (0,72%) (0,71%) (0,72%) (0,68%) (0,70%)

Valores representados como média (DP). Asteriscos na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05)
por ANOVA unilateral seguida de Dunnet para comparacdes com AGUA. EELr 250/500: controle do extrato
etanolico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas
por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS
ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administrac6es por via oral. (g): grama. (%):

porcentagem.

Além dos pesos relativos, observou-se o0 aspecto macroscopico dos orgaos (Figura 4).

Visualmente, o figado exibiu uma coloragdo marrom-avermelhada no grupo controle AGUA

(Fig. 4A) e mais vermelho-escura no grupo ASP (Fig. 4B). Este altimo, também apresentou
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coloragdo mais avermelhada e escurecida no estdmago com ulceragdes visiveis, principalmente
na regido glandular. O grupo PRE 250 e PRE 500 parecem apresentar aspecto semelhante ao ASP
para ambos os o6rgdos (Fig. 4E e 4F). Ja o grupo OME apresentou coloracdo mais rosada no
estdmago, mas no figado a aparéncia foi semelhante ao grupo ASP (Fig. 4D). No grupo POS
ASP, observou-se ainda aparente coloragdo rosa-avermelhada para o estbmago e avermelhada
para o figado (Fig. 4C), que ndo foi percebido nos grupos POS 250 e POS 500 (Fig. 4G e 4H).

A avaliacdo macroscoépica dos estdmagos do grupo ASP esta de acordo com a literatura,
que evidencia a presenca de lesdes e alteracdo da cor rosea normal do estdmago (KULKARNI et
al., 2020; NUGROHO et al., 2016). Com relagdo ao figado, a toxicidade de outras DAINEs,
como o diclofenaco, pode tornar este 6rgdo palido e amarelado (DASS; SATTIGERI, 2018),
sendo menos frequente que outras mudangas macroscopicas (TOMIC et al., 2008), mas que nao
foi evidenciada no presente trabalho. No entanto, a cor vermelho-escura no figado esta associada
a congestdo (GELLER; HOROWITZ, 2014, p.13; ITONGA, 2011, p.59) e a dilatacéo sinusoidal
(SUVERA,; BAXI, 2017) e que alguns autores evidenciaram esses fatores com a administracéo de
aspirina (ADEWOGA,; SEBIOMO, 2014 BOUZENNA et al., 2016). Como ha trabalhos em que
a alteracdo da cor do figado pela aspirina ndo foi evidenciada (CHARLES et al., 2018) e existe
probabilidade de interferéncia luminosa nas fotografias observadas, mesmo que minima3, ndo é
possivel afirmar que a aspirina tenha alterado este parametro ou, portanto, que o extrato tenha
alguma acdo nestes fatores.

3 Pois foi realizada padronizacdo: mesma fonte luminosa, em um mesmo angulo e com mesma distancia da placa de
Petri a lente da camera.
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Figura 4 - Imagem representativa do aspecto macroscépico dos figados, estbmagos e rins dos
animais tratados com EELT e respectivos controles.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Grupo AGUA (controle). (B) Grupo ASP (aspirina 500 mg/kg). (C) Grupo POS
ASP (controle da leséo apds trés dias) (D) Grupo OME (Omeprazol 20mg/kg). (E) Grupo PRE 250 (EELr 250 mg/kg
preventivo). (F) Grupo PRE 500 (EELr 500 mg/kg preventivo). (G) Grupo POS 250 (EELr 250 mg/kg terapéutico).
(H) Grupo POS 500 (EELr 500 mg/kg terapéutico). (I) Grupo EELr 250 (controle da menor dose da amostra). (J)
Grupo EELr 500 (controle da maior dose da amostra). (cm): centimetro. Administragdes por via oral.

6.5.4 Indice de Ulceras e planimetria computadorizada

A aspirina, através de mecanismos diretos e indiretos ocasionados pela inibicdo de
cicloxigenase, altera a hidrofobicidade da barreira acida, diminui o fluxo sanguineo e producéo

de muco, resultando em injdrias da mucosa gastrointestinal (LAVIE et al, 2017). Dessa forma,
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foi feita avaliacdo das Ulceras produzidas por AAS através do célculo do indice de Ulceras e da
planimetria computadorizada dos estbmagos dos camundongos.

Avaliando-se as imagens digitais obtidas, observou-se ulceracéo evidente no grupo ASP,
principalmente na area glandular do estdmago, ao contrario do grupo controle AGUA (Figura 5B

e 5A, respectivamente).

Figura 5 - Aspecto macroscopico dos estbmagos dos animais tratados com EELr e respectivos

controles.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Grupo AGUA (controle). (B) Grupo ASP (aspirina 500mg/kg). (C) Grupo POS
ASP (controle da lesdo apo6s trés dias) (D) Grupo OME (Omeprazol 20 mg/kg). (E) Grupo PRE 250 (EELr 250
mg/kg preventivo). (F) Grupo PRE 500 (EELr 500 mg/kg preventivo), manchas na por¢do ndo-glandular em
evidéncia. (G) Grupo POS 250 (EELr 250 mg/kg terapéutico). (H) Grupo POS 500 (EELr 500 mg/kg terapéutico).
() Grupo EELTr 250 (controle da menor dose da amostra). (J) Grupo EELr 500 (controle da maior dose da amostra).
Administracdes por via oral.

O grupo OME apresenta diminuicdo dos pontos de Ulcera e das linhas hemorragicas (Fig.
5D). Os grupos que receberam o extrato isolado apresentaram estdbmagos macroscopicamente
semelhantes ao controle AGUA (Fig. 51 e 5J). No tratamento preventivo, os estdmagos dos
grupos que receberam EELr demonstraram, ainda, presenca das Ulceras. Alguns individuos (n =
3) inclusive apresentaram manchas escuras na regido ndo-glandular do estdmago quando

receberam 500 mg/kg de extrato seguido da aspirina (PRE 500) (Fig. 5F). Para o tratamento
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terapéutico, observou-se ainda a presenca de Ulceras depois de trés dias da administragdo da
aspirina, em menor nimero, mas de maior tamanho, no grupo POS ASP (Fig. 5C), que diminuem
nos grupos que receberam extrato (Fig. 5G e 5H).

O indice de ulceras € um calculo que avalia, basicamente, a quantidade e severidade
dessas injdrias, sendo uma metodologia amplamente utilizada em avalia¢fes de gastroprotecao
(ROFAEIL; MOHAMED, 2020; SRIVASTAVA et al., 2021). Quanto a este procedimento, o
grupo ASP apresentou maior nimero de Glceras (47,26) do que o grupo controle AGUA (15,24)
(Grafico 11A), evidenciando sua atividade ulcerogénica.

Gréfico 11 - Efeito do tratamento preventivo (A) e tratamento terapéutico (B) com EELr sobre o
indice de Ulceras provocadas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesBes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + &gua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). AdministracBes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05; ****=
p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral sequida de Dunnett para comparacdes com controle (AGUA). Valores
dados em média (DP).

O omeprazol, como dito anteriormente, foi solubilizado em bicarbonato de sédio, mas
ndo foi considerado necessario um grupo controle para essa adigdo, visto que esse método ja é
utilizado em procedimentos hospitalares, sem prejuizo na atividade gastroprotetora (RAHIC et
al., 2020; BOUSSERY et al., 2011). De fato, esta droga conseguiu diminuir o indice de Ulceras

provocado por acido acetilsalicilico (22,91) de forma significativa (Grafico 11A).
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O extrato no tratamento preventivo levou a menos Ulceras nos estdmagos (40,21 e 39,78,
respectivamente para a menor e maior dose), mas permaneceu significativamente diferente do
grupo nao lesionado (Grafico 11A). Para o tratamento terapéutico, percebeu-se que o indice de
Ulcera no grupo POS ASP diminuiu (22,94), representando a resposta fisiolégica do corpo a
lesdo, mas permaneceu significativamente diferente do grupo da AGUA. Ja os extratos reduziram
0 nimero de lesdes o suficiente para se igualar a este grupo controle (19,2 e 18,53,
respectivamente para POS 250 e POS 500) (Grafico 11B).

Além do indice de ulceras, realizou-se também a metodologia de planimetria
computadorizada, através do desenho digital das fotografias obtidas (Figura 6). A planimetria
digital € um método rapido e pratico para avaliar a extensdo de uma ulceracdo em VAarios casos
em que esta ocorre, como no trato gastrointestinal (MAGIEROWSKI et al., 2017; OIEN et al.,
2002; SIMPSON et al. 2018).

Figura 6 - llustracbes confeccionadas para o célculo de &rea ulcerada nos estbmagos dos animais

tradados.
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Fonte: Elaborado pelo autor. (A) Grupo AGUA (controle). (B) Grupo ASP (aspirina 500 mg/kg). (C) Grupo POS
ASP (controle da lesdo apo6s trés dias) (D) Grupo OME (Omeprazol 20 mg/kg). (E) Grupo PRE 250 (EELr 250
mg/kg preventivo). (F) Grupo PRE 500 (EELr 500 mg/kg preventivo). (G) Grupo POS 250 (EELr 250 mg/kg
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terapéutico). (H) Grupo POS 500 (EELr 500 mg/kg terapéutico). (1) Grupo EELr 250 (controle da menor dose da
amostra). (J) Grupo EELr 500 (controle da maior dose da amostra). Administracdes por via oral.

Para esta metodologia, considerou-se principalmente a area glandular do estbmago, onde
esta localizada a maioria das lesdes, e ignorou-se a presenca da extensa mancha escura no fundus
desse 6rgdo no grupo PRE 500 (n = 3), visto que alteraria a média geral do grupo. Assim,
observou-se que a aspirina ocasionou Ulceras em areas extensas (5,47 mm?) no grupo em que foi
administrada, comparado ao controle AGUA (0,64 mm?). A droga-padrdo conseguiu minimizar
esse dano (1,08 mm?) (Gréfico 12A), corroborando com o relato de que o mecanismo de acio
através da inibicdo de bombas de prétons é o mais eficiente para prevencdo de Ulceras provocadas
por aspirina (FOOK-HONG et al., 2010).

Gréfico 12 - Efeito do tratamento preventivo (A) e tratamento terapéutico (B) com EELr sobre a

area ulcerada decorrente da aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesBes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + &gua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). Administragdes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05; *** =
p < 0,001; ****= p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para compara¢Ges com controle
(AGUA). Valores dados em média (DP).

No tratamento preventivo, ambas as doses de extrato ndo protegeram o estdbmago de forma
a se igualar significativamente ao controle sem lesdo (4,31 e 4,03 mm?2, nesta ordem para 250 e
500 mg/kg). Vale ressaltar ainda que o extrato, nas concentragdes utilizadas, ndo causa lesoes
gastricas significativas, como visualizado nos seus respectivos grupos controle (0,23 e 1,20 mm?)
(Gréafico 12A).
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Para o tratamento terapéutico, observa-se uma diminuicdo na area ulcerada para o grupo
controle POS ASP (3,08 mm?), evidenciando a capacidade do organismo de gerenciar lesdes.
Porém, a reducdo em POS ASP foi consideravelmente menor do que a de EELr (1,13 e 0,95 mm?
para 250 e 500 mg/kg), que se igualou significativamente ao grupo AGUA (Gréafico 12B).

Quando se avaliaram as porcentagens de protecdo no indice de Ulceras, o omeprazol
apresentou 51,51% de protegdo. O extrato no tratamento preventivo resultou em apenas 14,92 e
15,82% menos Ulceras (250 e 500 mg/kg, resp.), ndo se igualando ao grupo AGUA (Tabela 6).

Tabela 6 - Indice de Ulcera, area ulcerada e porcentagens de protecdo para o tratamento
preventivo e terapéutico com EELr sobre a agéo ulcerogénica da aspirina.

Tratamento preventivo

AGUA  ASP OME  PRE250 PRES500 EELr250 EELr 500
indicede 1524+ 4726+ 2291+ 4021+ 3978+ 1508+ 1685+
dlcera 132 984 9,54 5.71% 7.90% 253 3.56
Protecio (%) 51510°  14.92%°  15.82%"
Areaulcerada 0,64 + 5,47 + 1,08 + 4,31 + 4,03 + 0,234 + 1,20 £
(mm?) 015  234* 0,59 1,60% 1,20% 0,18 113
026+ 1091+ 187+ 183+ 008+ 044+
0 1 L 1 1 1 1
(%) 004 110+ 0432024 yog 0,55% 0,06 0,41

Tratamento terapéutico

AGUA ASP POSASP POS250 POS500 EELr250 EELr 500

Indice de 1524+ 47,26 + 22,94 + 19,2 + 18,53 + 15,08 £ 16,85 +

Ulcera 1,32 9,84* 3,45* 2,16 3,04 2,53 3,56
Protecéo (%) 51,45%* 59,37%* 60,78%*°
16,31%" 19,21%*"
Areaulcerada 0,64+ 547 + 3,08 £ 1,13+ 0,95+ 0,234 + 1,20 +
(mm?) 0,15 2,34* 2,11* 0,60 # 0,50 # 0,18 1,13
(%) 0,26 + 1,99 + 1,30 + 0,48 + 0,41 + 0,08 £ 0,44 +
0,04 1,10* 0,85* 0,24 ¢ 0,25 ¢ 0,06 0,41

Valores representam o indice de Ulcera (IU = NU+SU+PU x 10), média (DP). Asteriscos (*) na mesma linha
representam diferenca significativa (p < 0,05) por ANOVA seguido de Dunnet para comparagdes com AGUA e (#)
com POS ASP. (e) representa calculo da porcentagem em relagdo ao grupo ASP e (m) o calculo em relagdo ao grupo
POS ASP.: EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500:
tratamento preventivo com EELYr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento terapéutico com
EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias); OME: Omeprazol (20
mg/kg). Administracfes por via oral.
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Para o tratamento terapéutico, POS 250 e POS 500 apresentaram 59,37 e 60,78% de
protecdo, respectivamente, em relacdo ao grupo ASP. Essa porcentagem de protecdo ndo se deve
majoritariamente a presenca do extrato no organismo, ja que POS ASP apresentou 51,45% menos
Ulceras sem interferéncia de substancias exogenas. E possivel afirmar, no entanto, que o extrato
auxiliou em parte, pois 500 mg/kg de EELr contribuiu com 19,21%, diferenciando-se
significativamente do grupo POS ASP (Tabela 6).

Para a planimetria, buscou-se avaliar a porcentagem de area ulcerada em relacdo a area
total do estdmago, visto que houve variacdo no tamanho destes 6rgaos entre 0s grupos analisados.
Ainda assim, 0s grupos que receberam o extrato de forma terapéutica demonstraram porcentagens
menores de area acometida por lesGes (0,48 e 0,41% para 250 e 500 mg/kg) do que o grupo da
lesdo ASP (1,99%) e o grupo POSASP (1,30%) (Tabela 6).

6.5.5. Histologia

Além da avaliagdo macroscopica, geralmente sdo realizadas analises microscopicas em
modelos animais de Glcera gastrica (SIMOES et al., 2019). Na presente metodologia, os tecidos
dos estbmagos de trés animais foram separados aleatoriamente, ap0s cortes necessarios para
realizacdo dos ensaios bioquimicos, e enviados para preparacdo das laminas histoldgicas. Para
cada grupo, duas laminas foram preparadas para observacao e analise em microscopio éptico.

A JUlcera induzida por aspirina provoca, entre outras alteracBes, rupturas no epitélio,
congestdo, vasodilatacdo e hemorragias nas camadas externas e internas (AL-TIMIMI, 2020). De
fato, observou-se no grupo ASP congestdo discreta e moderada, juntamente com infiltrado de
celulas inflamatorias, na mucosa e submucosa, respectivamente. Edema e hemorragias também
foram observados, restritos a submucosa. A droga-padrdo foi eficiente na recuperacdo dos
estdmagos, visto que a maioria dos sinais histolégicos de Ulcera ndo foi encontrada, restando
apenas a permanéncia de células inflamatdrias na camada mais interna (Tabela 7).

Para o extrato, observou-se que, isoladamente, as doses utilizadas apresentaram sinais
como congestdo, edema e inflamagdo. Nesse quesito, os préprios componentes bioativos de
plantas medicinais podem torna-las potencialmente tdéxicas (MENSAH et al., 2019), visto que

compostos fenolicos possuem dualidade entre acdo antioxidante e pro-oxidante, dependendo de
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uma série de fatores (CASTANEDA-ARRIAGA et al., 2018), o que pode ter culminado nos
sinais visualizados. No entanto, vale ressaltar que, ao contréario da aspirina, o uso de EELr ndo
ocasionou ulceras e preservou o epitélio de revestimento do estbmago, além de nao afetar outros
parametros analisados no presente trabalho e ja& possuir avaliacdo toxicologica descrita na
literatura (PESSOA et al., 2016) (Tabela 7).

Tabela 7 - Avaliacdo dos parametros histolégicos em mucosa e submucosa do estbmago de

camundongos exposto a EELr em tratamento preventivo e terapéutico.

Tratamento preventivo

AGUA ASP OME PRE250 PRES500 EELr250 EELr500
(M[SM) (M|SM) (M|SM) (M|SM) (M|SM) (M|SM) (M|SM)
Congestao -|- + | ++ -|- -] - +]- +]- +]-
Edema -- -+ - - +|+ +]+ +] - +]+
Hemorragia -| - -+ -|- -1- -1- -1- -+
B L
Preservacdo
do epitélio de S N S S S S S
revestimento
Tratamento terapéutico

AGUA  ASP  POSASP POS250 POS500 EELr250 EELr500
(M[SM) (M[SM) (M[SM) (M[SM) (M[SM) (M[SM) (M]|SM)

Congestao -|- +]++ -|- + | ++ ++ | - +]- +]-
Edema - - -+ - - ++ |+ ++ |- +]- +|+

Hemorragia -] - -+ -|- +| - -|- - - -+

. CEIUIE,‘S. - - +|+ ++ | ++ ++ | +++ +++ | ++ ++ |+ + | ++

inflamatarias

Preservacao

do epitélio de S N N S N* S S

revestimento

(M): Mucosa; (SM): Submucosa; (-): Negativo; (+): Discreto; (++): Moderado; (+++): Intenso; (S): Sim; (N): Nao;
(N*): Resposta intensa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento
terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS ASP: aspirina (1 dia) + &gua (2 dias); OME:
Omeprazol (20 mg/kg). Administracfes por via oral.
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Com relagdo aos tratamentos, observou-se que o extrato na dose de 250 mg/kg
administrado antes da inducdo de Ulceras por aspirina, impediu a formacdo de congestdo e
hemorragias, além de restringir o infiltrado de células inflamatorias a camada submucosa. A dose
de 500 mg/kg foi menos eficiente, mas ainda controlou a hemorragia. Savaringal e Sanalkumar
(2018), ao analisar o extrato de acafrdo-da-terra (Curcuma longa), observaram que as doses de
250 mg/kg e 500 mg/kg ndo diminuiram o indice de Ulceras induzidas por aspirina, mas
promoveram diminuicdo dose-dependente de hemorragia e congestdo, semelhante ao encontrado
no presente trabalho.

O grupo controle da resposta fisioldgica independente (POS ASP) evidenciou que, ap6s
trés dias, 0 corpo ja consegue reverter a maioria dos sinais patoldgicos de ulcera, permanecendo
apenas com a presenca de células inflamatorias ainda no local, no entanto ndo demonstrou
preservacdo do epitélio de revestimento.

Para o tratamento terapéutico, o EELr apresentou de moderada a intensa congestéo,
edema e células inflamatdrias, mas na dose de 250 mg/kg foi efetivo em preservar o epitélio de
revestimento. Ja 0 grupo que recebeu extrato na maior dose (500 mg/kg) demonstrou intensa
destruicdo do epitélio de revestimento. De acordo com Tarnawski et al. (2007), Ulceras podem
apresentar sinais histopatoldgicos, como presenca de macréfagos e linfécitos, mesmo estando
clinicamente curadas. Resultado semelhante foi observado para a dose de 500 mg/kg do extrato
etandlico de quiabo (Abelmoschus esculentus), que diminuiu o indice de Ulceras, apresentando
ainda sinais de congestdo e de células inflamatorias (YASIN et al., 2020) (Tabela 7).

Mesmo assim, quando se considera que o numero amostral dessa analise foi inferior ao do
indice de Ulceras do grupo, ha possibilidade de estas observacGes serem decorrentes da fisiologia
individual do animal analisado, j& que diferentes niveis de Glceras podem ser formadas em um
mesmo grupo, mesmo recebendo a mesma dosagem, com individuos expressando Ulceras mais

severas ou até com nenhuma Ulcera formada (KYAW et al., 2018).

6.5.6 Analises bioguimicas

Varios estudos in vitro e in vivo demonstram que analgésicos podem causar toxicidade,
evidenciada pelo aumento de espécies reativas de oxigénio e malonaldeido, assim como deplecdo
de enzimas como catalase (CAT) e Superoxido Dismutase (SOD) (OZBEK, 2012). A aspirina,
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além dos efeitos ja& mencionados, aumenta a geracdo de radicais livres e dano celular (LAVIE et
al., 2017). Assim, esses e outros parametros foram avaliados, tanto para o estbmago como para o

figado.

6.5.6.1 Andlises bioquimicas do estbmago

A aspirina aumentou os niveis de 6xido nitrico (21,63 pumol de NaNO2/mg de proteina),
diminuiu os niveis de GSH (0,97 x 10° mols GSH/mg de tecido), de SOD (95,82 U/mg de
proteina) e a atividade da enzima catalase no estdmago (0,27 mM de H>O> por minuto) quando
seus resultados foram comparados com os dados do controle AGUA (14,33 umol de NaNO2/mg
de proteina, 2,29 x 10° mols GSH /mg, 124,92 U/mg de proteina e 0,66 mM H202/min,
respectivamente) (Grafico 13 e 14).

O omeprazol diminuiu, de forma significativa, os niveis de 6xido nitrico (17,50 pmol/mg)
e aumentou os niveis de superoxido dismutase (127,44 U/mg), mas ndo apresentou aumento para
GSH e catalase (1,55 x 10 mols/mg de tecido e 0,41 mM HzO2/min, resp.). O extrato, quando
administrado isoladamente nas doses de 250 e 500 mg/kg, ndo alterou nenhum desses parametros
de forma significativa (NO: 14,70 e 13,93 umol de NaNO2/mg de proteina, GSH: 2,00 e 2,01 x
10° mols GSH/mg de tecido, SOD: 102,39 e 101,95 U/mg de proteina, CAT: 0,50 e 0,51 mM
H202/min, respectivamente para a menor e maior dose de EELr em cada parametro).

O tratamento preventivo com o extrato ndo impediu, de maneira significativa, 0 aumento
dos niveis de éxido nitrico (19 e 21,05 umol/mg em PRE 250 e PRE 500) (Grafico 13A). Para
GSH, 250 mg/kg de EELr conseguiu prevenir a diminuicdo dos niveis de GSH de forma
significativa (1,78 x 10 mols/mg) em relaco ao controle 4gua, mas a dose de 500 mg/kg ndo
teve 0 mesmo efeito nesse quesito (1,27 x 10" mols/mg) (Grafico 13B).

Em relacdo a SOD, observou-se uma inversdo do que foi encontrado para a glutationa
reduzida, com a maior dose do extrato mantendo os niveis de SOD ap0s administracdo da
aspirina (123,43 U/mg) e a menor dose apresentando baixos niveis da enzima em relacdo ao
controle sem lesdo (95,95 U/mg) (Gréfico 13C). Por fim, a prevencdo pelo extrato néao
influenciou na atividade da catalase nesse 6rgdo (0,17 e 0,25 mM H202/min para a menor e maior

dose, nesta ordem) (Grafico 13D).
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Gréfico 13 - Marcadores de estresse oxidativo no estdmago dos grupos que receberam EELr para

tratamento preventivo contra ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a); ASP: aspirina (500 mg/kg);
OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administra¢des por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05;
** = p < 0,01, *** = p< 0,001; ****= p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para
comparagdes com controle (AGUA). Valores dados em média (DP).

Para a terapéutica, 0S grupos que receberam o extrato apresentaram niveis basais de 0xido
nitrico (14,85 e 14,19 umol/mg para 250 e 500 mg/kg), mas o grupo POS ASP também (15,67
umol/mg de proteina) (Grafico 14A). O mesmo ocorreu para GSH e SOD (1,96 e 1,97 x 10°
mols GSH/mg de tecido e 119,20 e 107,50 U/mg de proteina, para menor e maior dose): o extrato

ndo contribui para uma melhor terapéutica frente a lesdo de aspirina do que a que 0 corpo
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normalmente ja estabelece sem interferéncia externa (POS ASP: 1,95 10° mols/mg e 129,79
U/mg, respectivamente para GSH e SOD) (Grafico 14B e 14C).

No entanto, os extratos parecem exercer influéncia negativa para catalase quando dado
apos aspirina, visto que no grupo POSASP essa atividade enzimatica voltou aos niveis normais
(0,54 mM H202/min) mas 0s grupos-teste permaneceram com baixa atividade desta enzima nas
duas doses utilizadas (0,31 e 0,32 mM H202/min) (Grafico 14D).

Gréafico 14 - Marcadores de estresse oxidativo no estbmago dos grupos que receberam EELr para

tratamento terapéutico contra Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); POS
250/500: tratamento terapéutico com EELr para as les6es induzidas por aspirina; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS
ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias). Administracdes por via oral. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p
< 0,05; ** = p < 0,01; *** = p< 0,001; ****=p < 0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para
comparagdes com controle (AGUA). Valores dados em média (DP).
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6.5.6.2 Andlises bioquimicas do figado

Para o figado, observou-se que a aspirina diminuiu os niveis de espécies reativas ao acido
tiobarbitarico (SRAT) nesse orgao (1.316,14 nmols de MDA/g de tecido), assim como para GSH
(2,27 x 10° mols GSH/mg de tecido), SOD (242,81 U/mg de proteina) e catalase (5,87 mM
H.02/min), apresentando valores menores do que o controle AGUA para todos os marcadores
analisados (MDA: 1.654,73 nmols/g), GSH: 6,93 x 10°° mols/mg, SOD: 348,64 U/mg de proteina
e CAT: 7,38 mM H202/min) (Graficos 15 e 16).

O omeprazol, por sua vez, ndo exerceu influéncia sobre nenhuma das andlises bioquimicas
realizadas no figado (MDA: 1.233,88 nmols de MDA/g de tecido, GSH: 3,42 x 10° mols/mg,
SOD: 206,89 U/mg de proteina e CAT: 5,76 mM H202/min). Quanto as dosagens para 0S grupos
EELr 250 e EELr 500, estas ndo apresentaram alteracao significativa nos niveis basais de MDA
(1.434,25 e 1.473,13 nmols de MDA/g de tecido, resp.), SOD (313,92 e 293,28 U/mg) e catalase
(7,97 e 7,35 mM H202/min). No entanto, o extrato isolado apresentou niveis significativamente
menores de GSH (5,42 e 4,92 x 10" mols/mg, para 250 e 500 mg/kg).

Quando a aspirina foi administrada nos grupos que receberam o extrato de modo
preventivo, os niveis de MDA ndo apresentaram alteracdo quando comparado aos do controle
AGUA (1.774,99 e 1.594,36 nmols de MDA/g de tecido, para EELr nas doses de 250 mg/kg e
500 mg/kg) (Grafico 15A), assim como sobre a enzima catalase (7,38 e 7,67 mM H202/min,
resp.) (Grafico 15D). Além disso, o extrato na menor dose, 250 mg/kg, exerceu alguma influéncia
na manutencdo dos niveis de SOD hepéticos ap6s administracdo da aspirina (280,74 U/mg de
proteina) (Gréafico 15C). A glutationa reduzida foi o Unico pardmetro em que o extrato ndo
exerceu efeito sobre a acdo da aspirina no figado (2,09 e 3,16 x 10° mols/mg, para PRE 250 e
PRE 500) (Gréfico 15B).



Gréfico 15 - Marcadores de estresse oxidativo no figado dos grupos que receberam EELr para

tratamento preventivo contra Ulceras induzidas por aspirina.

A SRAT B. Glutationa reduzida
2000 1x10-8—
-
o 1500- :|: o T g 8x10°-
< 8 S * *k
o S 6x10°9 o -
= 1000 2 -
= = 4x10°4 . T
= 5004 E 2x109 i
0- T T T 0- 1 1 1
Nal= SR ST I VI F X ¥ LSS
O IR N ORI
QQ~ QQ~ ((/Q/ Q/Q/ Q 29 Q/Q/ Q/Q/
C Superoxido dismutase D Catalase
500 10
- o -
g 400 § 8 - T -—
to Wl T - W
= =
> 200 Q
2 £ 4
S 100- 2
0= ! ! ! 0- T T T
Y R & S . O S O & .©
RO L RN SRR T N
& &g v & & @

Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE
250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas por aspirina (l.i.a); ASP: aspirina (500 mg/kg);
OME: Omeprazol (20 mg/kg). Administragdes por via oral. SRAT: Substancias reativas ao &cido tiobarbitdrico.
Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p< 0,001; ****= p < 0,0001),
conforme one way ANOVA seguido de Dunnett para comparagdes com controle (AGUA). Valores dados em média
(DP).

Ap0s trés dias da aplicacdo da aspirina, 0s niveis de todos os parametros avaliados tendem
a retornar a normalidade, sem interferéncia, como visto no grupo POS ASP (MDA: 1.388,11
nmols de MDA/g de tecido, GSH: 5,53 x 10°® mols/mg, SOD: 268,67 U/mg de proteina e CAT:
7,06 mM H202/min) (Gréfico 16). No entanto, observa-se que, para GSH e SOD, esse grupo

permanece significativamente diferente do grupo AGUA. Nesse quesito, 0 extrato teve influéncia
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positiva nesses parametros, se igualando aos dados do controle sem leséo para SOD (300,89 e
289,92 U/mg de proteina para a menor e maior dose) e GSH (6,33 x 10° mols/mg para a dose de
250 mg/kg) (Gréafico 16C e 16B). Apesar dos grupos que receberam o extrato apresentarem niveis
préximos ao controle AGUA para os demais pardmetros (MDA: 1.457,04 e 1509,51 nmols de
MDA/g de tecido, GSH - 500mg/kg: 4,57 x 10° mols/mg, CAT: 6,93 e 7,08 mM H20,/min), nio

é possivel atribuir essa acéo a sua atividade (Grafico 16A, 16B e 16D).

Gréafico 16 - Marcadores de estresse oxidativo no figado dos grupos que receberam EELr para

tratamento terapéutico contra Ulceras induzidas por aspirina.
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Fonte: Dados da pesquisa. EELr 250/500: controle do extrato etandlico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); POS
250/500: tratamento terapéutico com EELr para as les6es induzidas por aspirina; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS
ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias). Administragdes por via oral. SRAT: Substancias reativas ao acido
tiobarbiturico. Asteriscos mostram diferenca significativa (* = p < 0,05; ** = p < 0,01; *** = p< 0,001; ****=p <
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0,0001), conforme ANOVA unilateral seguida de Dunnett para comparagdes com controle (AGUA). Valores dados

em média (DP).

Na Tabela 8, encontram-se os resultados para os ensaios bioguimicos realizados no

estdbmago e figado.

Tabela 8 - Andlises bioquimicas realizadas no estdbmago e figado dos grupos analisados.

Parametro Tecido AGUA

Tratamento preventivo

ASP OME PRE PRE  EELr  EELr
250 500 250 500
NO
(umols omage  1433% 2190+ 1750 1900+ 2105+ 1470% 1393+
NaNO,/mg 9 928  516* 193  424* 265* 035 0,96
prot.)
om OSI';QQTD Mo Fiaado | 165473 {;3212661; {;21"'3%888 177499 159436 143425 147313
MOAG g +228,75 T <00 EFAO98 416523 £7007 28737 127,52
tecido)
comage | 229% 097+ 155+ 178% 127+  200%  201:
GSH 9 558  030* 050* 059 019* 024 0,47
(10°mols
GSHIMgtec)  pgaqo  693% 227 342% 209+ 316% 542%  492%
g 104  067* 143* 050* 109* 042 0,81
Etomage 12492+ 9582+ 12744+ 9595+ 12343+ 102,39+ 10195+
oD 90 9000 2178* 2023  1137* 754 1243 12,78
(U/mg prot.) Cado  4864% 24281+ 206,89+ 28074+ 25007+ 31392+ 293,28+
g 4501 5487* 4770* 4591 5554* 1862 26,06
comage 066 027+ 041 017 025% 050  05l%
9 911  008* 011* 005* 004* 016 0,05
CAT
(mM H02/min) Faado 738 587 576% 738% 767% 797x  735%
g 048  110* 069* 097 0,43 0.30 0,54
Tratamento terapéutico
Parametro  Tecido AGUA  ASP i(s)g POS250 POS500 EELr250 EELr 500
NO
(umols omage  1433% 2190+ 1567 1485+ 1419+  1470% 1393+
NaNO2/mg 90 198  516* +105 096 1,69 035 0,96

prot.)
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1.388,
om OSI';Q'QTD Mo Fioado 16547 1J;3212661é 11+ 145704+ 150951+ 143425 147313
VDAY g 22875 TP 2141 27119 17721 287,37  £12752
tecido) 7
somage 229% 097+ 195 196+ 197+  200%  201%
GSH 9 058  030* 072 049 0,66 0,24 0,47
(10°mols
GSHImgtec)  piaqo  693% 227+ 553 633%  457x  542% 492
1,04  067* 0,75% 1,07 0,51 0,42 0,81
129,7
Eomage 12492% 9582% oS 11920+ 10750+ 10239+ 10195+
9 2020 21,78* 315 1128 19,39 12,43 12,78
SOD
(U/mg prot.) 268,6
fuado  34864% 24281+ 7+ 30089+ 28992+ 31392+ 29328+
g 4591  5487* 2891 47,34 60,48 18,62 26,06
*
Ecomage  066% 027+ 054+ 031+  032& 050 051+
9 0911 008* 019 007* 0,07 * 0,16 0,05
CAT
(mM H20,/min)
Figado 738 B8TE 706% oo .o 708X 797% 7351

0,48 1,10 * 1,22

1,06 0,30 0,54

Valores representados como média (DP). ANOVA unilateral seguida de Dunnet para comparagdes com controle
AGUA,; asteriscos na mesma linha representam diferenca significativa (p < 0,05). EELr 250/500: controle do extrato
etanolico de Licania rigida (250 e 500 mg/kg); PRE 250/500: tratamento preventivo com EELr para lesdes induzidas
por aspirina (l.i.a); POS 250/500: tratamento terapéutico com EELr para as l.i.a.; ASP: aspirina (500 mg/kg); POS
ASP: aspirina (1 dia) + agua (2 dias); OME: Omeprazol (20 mg/kg). AdministracGes por via oral. NO: 6xido nitrico.
SRAT: substancias reativas ao acido tiobarbitdrico. GSH: glutationa reduzida. SOD: superoxido dismutase. CAT:
catalase. NaNOz/mg prot.: nitrito de sédio por miligrama de proteina. MDA/g tec.: malondialdeido por grama de
tecido. U/mg prot.: unidades de enzima por miligrama de proteina. GSH/mg tec.: glutationa reduzida por miligrama
de tecido. mM H;O2/min: milimolar de per6xido de hidrogénio por minuto.

6.5.7 Efeito de EELTr sobre a ulceracgdo por aspirina

Vaérios estudos demonstram a capacidade terapéutica e protetora de extratos vegetais em
Ulceras gastricas, através de diversos mecanismos (GUPTA et al., 2021). No presente trabalho,
apesar de apresentar atividade gastroprotetora pouco expressiva, 0 extrato de L. rigida exerceu
influéncia sobre alguns parametros relacionados a resolucdo de Ulceras induzidas pela aspirina,
com diferencas entre 0 modo preventivo e terapéutico. Além disso, o extrato foi capaz de

minimizar os efeitos toxicos da aspirina em relacédo ao figado.
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As doses utilizadas do extrato, de modo preventivo, ndo diminuiram as Ulceras visiveis de
forma significativa, mas exerceram manutencdo dos niveis de SOD e GSH no estdbmago. A
glutationa e enzimas relacionadas sdo substancias importantes nos mecanismos de defesa
antioxidante do organismo e sua diminuicdo estd estritamente ligada a etiologia de Ulceras e
outros distlrbios gastricos. (GOKCE; DAG, 2017; GUL et al., 2000; HIROKAWA;
KAWASAKI, 1995). Drogas ndo-esteroidais, como a aspirina, diminuem os niveis de GSH a
medida que esse composto é oxidado pelas espécies reativas e radicais livres provenientes da
acao ulcerativa dessas drogas (EROL et al., 2020; NAIR et al., 2006). Da mesma forma, o grupo
de metaloenzimas chamadas superoxido dismutases contribuem ativamente para a resolucdo de
processos oxidativos e seus niveis sdo diminuidos ap6s administracéo da aspirina (POHLE et al.,
2001; YOUNUS, 2018). Dado que fitoquimicos, como o &cido cafeico, sdo conhecidos por
aumentarem a expressdo de enzimas antioxidantes contra o dano ocasionado por DAINES
(CHENG; LU; YEN, 2017), o extrato pode ter auxiliado na manutencdo dos niveis de GSH e
SOD devido aos seus compostos fendlicos com atividade antioxidante, como mostrado neste
trabalho. A presenca de Ulceras macroscéopicas, mesmo com essa acao, pode ser atribuida a
permanéncia de niveis baixos de outras enzimas, ja que o peréxido de hidrogénio (H20O2), produto
da reacdo antioxidante da SOD, ainda é prejudicial ao sistema se ndo héa catalase suficiente para
neutraliza-la (BREGANO et al., 2014).

Quanto as manchas escuras na regido nao-glandular dos estbmagos, essa ocorréncia foi
restrita a trés animais e ndo foi visualizada no grupo que recebeu somente EELr, entdo pode-se
supor que a administracdo da aspirina possa ter contribuido para esta peculiaridade. A area nao-
glandular é responsavel, principalmente, por estocar alimento e realizar a parte mecénica da
digestdo, motivo pelo qual as células epiteliais desta porcdo sdo escamosas estratificadas e
queratinizadas (GHOSHAL,; BAL, 1989; JOKSIC et al., 2020). Por conta de sua funcdo de
estocagem, substancias que chegam ao estdbmago via oral podem permanecer em contato
prolongado com essa regido e se difundir pela camada epitelial escamosa (NOLTE et al., 2016).
De fato, a concentracdo de &cido salicilico na regido ndo-glandular ainda é elevada apos a
administracdo de aspirina (RAINSFORD; SCHWEITZER; BRUNE, 1983). Ao que tudo indica, a
caracteristica observada pode ser consequéncia do acimulo da maior dose de extrato nesse local,

facilitado pela acéo irritante do AAS.
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No figado, de forma preventiva, o extrato foi capaz de manter o nivel tanto de SOD
quanto de CAT, mostrando que exerce atividade hepatoprotetora por mediacdo de antioxidantes.
A SOD atua convertendo radicais superoxidos em substancias menos reativas, como H20., A
catalase, por sua vez, decompde esse composto em agua e oxigénio, impedindo os efeitos
deletérios desse oxidante (TEHRANI; MOOSAVI-MOVAHEDI, 2018). Mohapatra, Nayak e
Subudhi (2019) também evidenciaram manutencdo dos niveis de SOD hepatico quando
administrou curcumina em conjunto a aspirina, atribuindo o resultado a alta atividade
antioxidante dessa substancia.

Neste 6rgdo, o extrato impediu a diminuicdo dos niveis basais de MDA, os quais foram
diminuidos no grupo ASP. O malondialdeido € um produto da peroxidacao lipidica e 0 aumento
de seus niveis € um marcador desse tipo de estresse oxidativo (KLENIEWSKA; PAWLICZAK,
2017; VERMA et al., 2019). No entanto, investigando mitocondrias hepéaticas, SCHWARZ et al.
(1988) verificaram que a producdo de MDA, via peroxidacdo lipidica, é estimulada em baixas e
inibida em altas concentracdes de aspirina, comportamento atribuido a acdo quelante de ferro
dessa droga. Realmente, Mohapatra, Nayak e Subudhi (2019) conseguiram observar 0 aumento
de MDA hepaético pela administracdo de 100 mg/kg de aspirina, dose cinco vezes menor do que a
concentracdo de aspirina utilizada para promover as Ulceras no presente trabalho (500 mg/kg). O
extrato, no entanto, impediu essa acdo e manteve 0s niveis normais de MDA.

Para o tratamento terapéutico com o extrato, observou-se que houve diminuicdo da area
ulcerada e leve, porém significativa, reducdo da quantidade e severidade das Ulceras, tanto na
dose de 250 quanto na de 500 mg/kg do extrato, mostrando que o extrato agiliza a resolucédo das
Ulceras ja realizada normalmente pelo organismo. Em estudo recente, Ghasemkhani et al. (2021)
observaram moderado dano de mucosa, edema e infiltracdo leucocitaria ap6s administracao de
dose Unica* de aspirina e o extrato de Shilajit promoveu atividade gastroprotetora pelo aumento
do pH gastrico e, provavelmente, auxiliando no reparo celular. J& Mohammed et al. (2021)
mostraram que a banana verde tem maior efeito protetor quando administrada depois da aspirina
do que antes da inducdo de Ulceras e que sua acdo esta relacionada a protecdo dos tecidos de
mucosa. A atividade encontrada para EELr pode estar envolvida com esses fatores, ja que Sales
et al. (2019) também atribuiu a acdo antiulcerogénica do extrato da casca de Licania macrophylla

Benth a barreira protetora formada por seus flavonoides e taninos. Ademais, dos compostos

4 Seguida de quatro dias somente com o veiculo.
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presentes em maior quantidade em EELr, o &cido clorogénico, acido cafeico e canferol (PESSOA
et al., 2016) possuem relatos de atividade cicatrizante de feridas e cura de ulceras (AHMED et
al., 2021; KOLGAZI et al., 2021; MOGHADAM et al.,2017).

Com relacdo as demais analises bioguimicas, a maioria dos valores retornou aos niveis
normais, mesmo sem interferéncia externa, no entanto o extrato foi capaz de exercer maior
influéncia sobre a SOD e GSH hepaticos, reforcando sua a¢do nesse 6rgao. Além disso, o extrato
de L rigida na dose de 250 mg/kg, deste modo, contribuiu para reduzir os niveis da enzima AST
para valores mais proximos a normalidade do que a prépria resolucdo do organismo oferece e
diminui os niveis de ALP. Resultado semelhante aquele obtido por Areqgi et al. (2021), que
mostraram a atividade gastroprotetora do extrato das folhas de uma espécie de alcaparra
(Capparis cartilaginea).

O extrato também exerceu influéncia na catalase gastrica, visto que seus niveis ndo
retornaram ao basal, como ocorreu no grupo de auto-resolugdo das ulceras (POS ASP). Os sinais
de histopatologia ainda presentes no tratamento terapéutico podem estar relacionados com essa
deplecéo de catalase, no entanto, para confirmar esta relacdo, maiores investigacdes devem ser
necessarias. No mais, situacdo semelhante foi encontrada para a fracdo composta de canferol e
quercitrina de Bauhinia curvula (BEBER et al., 2018), compostos também presentes em EELr
(PESSOA et al., 2016). Interessante ressaltar que essa mesma fragdo foi eficiente em reduzir
Ulceras induzidas por etanol, que é caracterizada por ataques diretos a mucosa, mas nao para as
induzidas por indometacina (BEBER et al., 2018), uma DAINE com mecanismo semelhante a
aspirina. A Figura 7 resume os achados encontrados para EELr.

De modo geral, EELr ndo se comportou de maneira dose-dependente e apresentou
diferencas quanto a atividade das duas doses utilizadas. Esse resultado pode ser atribuido a
utilizacdo do extrato bruto L. rigida, ja que, em uma mistura de compostos, as substancias podem
interagir entre si para contribuir com, ou inibir, algum efeito (CAESAR; CECH, 2019).
Vasconcelos et al. (2010) mostraram que a fracdo de taninos e a fragdo de flavonoides de Mouriri
pusa se comportam de maneira diferente quanto sua atividade antiulcerogénica: os flavonoides
mostraram dose-dependéncia crescente, enquanto taninos sdo mais efetivos em uma curva
inversa. Longo et al. (2021) também encontraram diferengas quanto & atividade de eugenol, em
que baixas concentracfes exercem atividade gastroprotetora enquanto altas doses promovem a

atividade ulcerogénica. O mesmo foi evidenciado para o extrato de acafrdo-da-terra, que
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demonstrou leve gastroprotecdo nas doses de 250 e 500 mg/kg, como EELr, mas forte atividade
com 1.000 mg/kg, comparando-se & droga-padrdo ranitidina (SAVARINGAL; SANALKUMAR,
2018).

Ademais, a histologia ainda ressalta beneficios como diminui¢cdo da congestdo e
hemorragia, além de preservacdo do epitélio de revestimento, que podem ser alvo de mais
estudos.

Figura 7 - Atividades encontradas para EELLr.

Gastroprotetor /-
BELr ) _—
= Preventivo Terapéutico

Compostos fendlicos

i N 4 = i =N
250 500 250 500
mg/kg mg/kg mg/kg mg/kg
Antioxidante GSH SOD &/ U U
. Estébmago
Sequestro de radicais -
Anti-peroxidagdo Edema Edema
lipidica Congestﬁo_ Hemorragia Congestdo Congestao
Hemorragia Hemorragia Hemorragia
- e Preservagao Preservagdo Preservacio
Anti-inflamatorio do epitélio do epitélio P
Antidesnaturante T N &
CAT
MDA MDA 5 SOD 00
\ Figado Y, ),
Hepatoprotetor

Histologia; estdbmago escolhido aleatoriamente.

Fonte: Elaborado pelo autor. EELr: extrato etandlico de Licania rigida. IU = indice de Ulceras, SOD: Superdxido
dismutase; GSH: Glutationa reduzida; MDA: malondialdeido; CAT: catalase.

O presente trabalho soma mais informacGes sobre uma espécie endémica brasileira e
apresenta novas indagacOes a serem estudadas futuramente. Sua atividade anti-inflamatdria in
vitro por um método descrito como antiartritico (KAMBLE et al., 2017) abre oportunidades para
investigacOes desse tipo. As DAINEs sdo as mais utilizadas no tratamento da artrite, mas a
progressdo da doenca torna essas drogas ineficientes, aliada a preocupacdo com seus efeitos
adversos (THAKUR et al., 2018). A semente de L. rigida pode, portanto, ser investigada nesse

quesito, reforcada pela sua constituicdo de compostos fenolicos, eficientes em inflamagdes
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cronicas (DIREITO et al., 2021). Além disso, Alzheimer e Parkinson sdo doengas
neurodegenerativas relacionadas a desnaturagéo de proteinas (SAMI et al., 2017; YU et al., 2021)
e a semente de L. rigida pode ser um recurso estudado para esse fim também. Tal fato é reforcado
pela atividade anticolinesterasica ja descrita pelo presente grupo de pesquisa (FARIAS et al.,
2013), fator que influencia na melhora dessas condi¢des neuroldgicas (ADEDAYO et al., 2020;
AMAT-UR-RASOOL et al., 2021).

Com relacéo a sua atuacdo na gastroprotecao, este trabalho oferece informacdes para que
outras metodologias possam ser feitas com intuito de caracterizar melhor sua acdo (ex. contra
Ulceras de agentes necrosantes, como o etanol) além de se isolar os compostos que podem
promover essa habilidade (ex. taninos). O fato de o extrato ter atuado mais expressivamente na
diminuicdo da area ulcerada pode ser associado ao historico de uso relatado para outros membros
da familia Chrysobalanaceae, como L. macrophylla Benth. (= Hymenopus macrophyllus (Benth.)
Sothers & Prance), cuja infusdo da semente macerada é utilizada contra diarreias e o residuo
desta preparacdo é usado como cicatrizante (CORREA, 1978 apud GOMES et al., 2006). Além
disso, os resultados relacionados ao figado sdo promissores, considerando que o omeprazol nao
influenciou na manutencao da maioria dos parametros nesse o6rgao. Em futuros estudos, o extrato
de L. rigida ou seus componentes isolados podem ser testados em conjunto ao omeprazol para
verificar se pode oferecer a mesma protecdo hepatica em casos que necessitam prevencdo desse
dano, como o realizado por Oncel et al. (2021). Além disso, este resultado abre oportunidades
para estudos relacionados a direta hepatoprotecdo de EELr na administracdo de agentes tdxicos
especificos deste 6rgao, ja que Akindele (2020) mostrou que o extrato da semente de Buchholzia
coriacea alivia a toxicidade do paracetamol justamente influenciando na SOD e CAT, como
EELr proporcionou no presente trabalho.

Com isso, as atividades farmacoldgicas da oiticica podem ganhar destaque e atrair atencédo
para a importancia de sua conservacdo. A area de ocorréncia dessa espécie, a mata ciliar, sofre
com a ocupacao das beiras de rios e solos, diminuicdo da cobertura vegetal e impacto sobre a
biodiversidade, necessitando de estratégias para sua recuperagdo e manejo adequado
(FACUNDO; MORAIS; PANSERA, 2020; LUCENA et al., 2015). Outras espécies da familia
estdo sofrendo com o mesmo problema, como a recém-descoberta Couepia brevistaminea em
uma éarea de intensa expansdo agricola ou C. oxossii que ja esta considerada ameacada de
extingdo (BARBOSA-SILVA; ANTAR, 2020; AMORIM et al., 2018). Além do prejuizo
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ecoldgico, visto que a L. rigida é importante fonte de alimentagdo de vertebrados durante o
periodo seco (SILVA et al., 2020), corre-se 0 risco de que a espécie desapareca antes de se
conhecer todo seu potencial, visto que o status de conservacdo para L. rigida ainda ndo foi
avaliado, segundo Sothers e Prance (2020). Um agravante é que, por meio de sua nova
classificacdo taxondmica (SOTHER; PRANCE; CHASE, 2016), o género Microdesmia possui
somente duas espécies e a extincdo de qualquer uma delas significaria perder caracteristicas
unicas que as diferenciam do restante da familia.

O uso e a bioprospec¢do de plantas podem ser de suma importancia para a conservagao
dessas espécies, por mais paradoxal que possa parecer. As etapas envolvidas nesse processo,
como pesquisa de campo, selecdo e autenticacdo da espécie vegetal (DAS; RAJASEKHARAN,
2020), permitem que se identifiguem os locais em que se encontram e 0s registre em herbarios, o
que pode auxiliar na monitoracdo de sua distribuicdo e permanéncia no ambiente (NUALART et
al., 2017; RONSTED; GRACE; CARINE, 2020). Além disso, a efetiva conservacao de plantas
medicinais exige estratégias que dependem de multiplas &areas, uma delas a de pesquisas
envolvendo suas aplicacfes, visto que cresce 0 numero de doencas sem resolucdo e a perda
dessas espécies afetaria diretamente a saude global (KUMARI, 2019). Demonstrando o valor de
uso, mais incentivos a conservacdo podem ser alcancados (HOWES et al., 2020) e € possivel
encontrar trabalhos relacionados a conservacdo de espécies através da promocdo de seu uso
sustentavel (LIMA et al., 2020). Assim, as pesquisas farmacolégicas com a oiticica podem ser
um meio de chamar atencdo para a protecdo desta espécie endémica Unica do Brasil, além de

outras espécies da familia com quem compartilha semelhancas.

7 CONCLUSAO

O extrato da semente de L. rigida apresentou atividade antioxidante e anti-inflamatoria in
vitro, que podem ser atribuidas principalmente aos seus compostos fenolicos, como o0s
flavonoides. Além disso, previne a diminui¢do de enzimas antioxidantes no figado e estbmago,
diminuindo a area ulcerada induzida pela aspirina e protegendo o revestimento epitelial. Essas
atividades farmacoldgicas da oiticica devem ser mais amplamente estudadas para a compreensdo

do mecanismos de agéo, dentre outras atividades.
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