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Resumo

A Zollernia ilicifolia (Fabaceae) € uma planta nativa da Floresta Tropical Atlantica, e
utilizada principalmente contra Ulceras e problemas estomacais. O objetivo deste
estudo foi avaliar o efeito gastroprotetor do extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia
em ratos, através dos complexos da cadeia respiratéria mitocondrial e da analise
histologica do estbmago dos ratos submetidos a um modelo animal de gastrite induzido
por indometacina. Ratos Wistar adultos foram tratados com extrato e agua destilada
(controle), por meio de gavagem. Os animais foram submetidos a jejum por 24h; apés
esse periodo foi administrado indometacina em dois grupos e agua destilada nos outros
dois grupos. Os animais foram eutanasiados apés 6 horas por decapitacdo para
exerese do estbmago e observacdo das lesdes gastricas e posteriormente para
avaliacdo da cadeia respiratéria mitocondrial. Os resultados mostraram que o extrato
nao foi capaz de prevenir o aumento da lesédo induzida pela indometacina e também
respiratéria mitocondrial.

Palavras-chave: Zollernia ilicifolia; Gastrite; Cadeia Respiratéria Mitocondrial; Planta

Medicinal.

Abstract
Zollernia ilicifolia (Fabaceae) is a native plant from Brazil’s Tropical Forest, and is mainly
used for the treatment of gastric ulcers and other stomacal diseases. The aim of the
present study was to evaluate the gastroprotective effect of Zollernia ilicifolia extract in
rats, by measuring the activities of mitochondrial respiratiry chain and hystological
analysis of the stomach in rats submitted to an animal model of gastritis induced by
indomethacin. Wistar adult rats were treated with extract of distilled water (control
group), by gavage. The animals were submitted to fasting for 24 h; after that they
received indomethacin or water. After 6 h, the animals were killed by decapitation, and
the stomach was removed for analysis of gastric lesions and evaluation of mitochondrial

respiratory chain complexes. The results demonstrated that the extract was not able to
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prevent the appearance of gastric lesions induced by indomethacin. Moreover, the
extract did not prevent the inhibition in the activity of complexes | and Ill caused by
indomethacin.

Keywords: Zollernia ilicifolia; Gastritis; Respiratory Chain; Medicinal Plant.

INTRODUCAO

O conhecimento sobre plantas medicinais muitas vezes € 0 Unico recurso
terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas e extratos
vegetais no tratamento de algumas doencas € um habito bastante difundido no Brasil,
devido a importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos e devido a grande
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e biologicas, podendo
assim ser modelo para a sintese de inumeros farmacos (Simdes, 2003; Jorge et al.,
2004). O Brasil € um pais que apresenta bastante biodiversidade, possuindo no
territério 20% do total de espécies vegetais conhecidas no mundo. Apesar disso,
apenas 8% das espécies vegetais da flora brasileira foi estudada em busca de
compostos bioativos, sendo que boa parte delas possui patente estrangeira, sendo
exploradas por multinacionais, e 1.100 espécies foram avaliadas nas propriedades
medicinais, destas, 590 foram registradas no Ministério da Salude para comercializacdo
(Simdes, 2003).

Dados da Organizacdo Mundial de Salude (OMS) mostram que cerca de 80%
da populacdo mundial faz uso de algum tipo de erva, buscando alivio para sintomas
dolorosos ou desagradaveis (Franco & Fontana, 2005). Segundo Corréa et al. (2003), a
OMS tem encorajado o estudo de plantas tradicionais, com a esperanca de obter os
beneficios que elas poderiam possivelmente fornecer, enquanto ao mesmo tempo
poderia evitar os efeitos irracionais ou prejudiciais que esse tipo de medicina pode ter.
Sendo assim, existe grande interesse cientifico pelo desenvolvimento da pesquisa de
plantas utilizadas na medicina popular, envolvendo areas multidisciplinares, como, por

exemplo, botanica, farmacologia e fitoquimica. O conhecimento existente nas
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comunidades tradicionais sobre as propriedades terapéuticas das plantas encontradas
no ambiente natural pode ser ferramenta poderosa na descoberta de novos
medicamentos (Corréa et al., 2003).

A Zollernia ilicifolia (Fabaceae) é uma planta nativa da Floresta Tropical
Atlantica (Brasil), sendo encontrado principalmente nos estados da Bahia, Espirito
Santo, S&o Paulo e Santa Catarina. E conhecida popularmente como falsa espinheira-
santa, mocitaiba, laranjeira-do-mato, mocataiba, orelha-de-onca e/ou carapicica-de-
folha-lisa. Tradicionalmente, as folhas sdo utilizadas internamente na forma de decocto
contra Ulceras e problemas estomacais, inclusive dor (Gonzalez et al., 2001; Di Stasi et
al.,, 2002; Simdes, 2003). A Zollernia ilicifolia €é arvore de porte médio
(aproximadamente 15 m); folhas simples coriAceas com cerca de 15 cm de
comprimento e 5 cm de largura, oblongas, com margens onduladas e providas de
espinhos; apresentam estipulas espessas (caracteristica marcante na diferenciacdo da
espinheira-santa verdadeira, Maytenus ilicifolia); e flores rosadas (Di Stasi & Hiruma-
Lima, 2002). Utilizando extratos etandlico, cloroférmico e hexanico estudos fitoquimicos
demonstraram que Z. ilicifolia apresenta taninos, flavonoides (flavonas, flavonais,
flavanonas), triterpenos, saponinas, esterdides, alcaldides, bases quaternarias,
cumarinas, xantonas, acidos fixos e heterosideos cianogénicos (Di Stase et al., 1999;
Gonzales et al.,, 2001). De acordo com Coelho e colaboradores (2007), ensaios
farmacoldgicos prévios foram realizados do extrato metanoico das folhas de Z. ilicifolia
da familia Fabaceae, e o0s resultados obtidos exibiram efeitos analgésicos e
antiulcerogénicos. Os flavonoides e as saponinas presentes nesta espécie sao
substancias que apresentam na literatura a atividade antiulcerogénica. Poucos estudos
foram realizados com essa planta. Gonzalez et al. (2001) investigaram a atividade
analgésica e antiulcerosa do extrato metandlico 70% de folhas de Zollernia ilicifolia,
Sorocea bomplandii e Maytenus aquifolium. O extrato metandlico da Zollernia ilicifolia
mostrou efeito analgésico e antiulceroso sobre lesdes gastricas induzidas por
indometacina/betanecol em camundongos. Em outro estudo, Coelho et al. (2003)
observaram que a atividade antiulcerosa do extrato metandélico 70% de Zollernia ilicifolia

poderia estar relacionada a presenca do flavondide tetraglicosideo, uma vez que as
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estruturas sdo semelhantes as encontradas em espécies de Maytenus, plantas com
efeito analgésico e antiulceroso.

Considerando que a Zollernia ilicifolia € uma planta popularmente utilizada para
gastrite, mas com poucos estudos comprovando a acdo farmacologica, o presente
estudo teve como objetivo avaliar o efeito gastroprotetor do extrato hidroalcodlico de
Zollernia ilicifolia em modelo animal de gastrite induzido por indometacina, através da

avaliacdo da atividade dos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial.

MATERIAIS E METODOS

Animais: Para a realizagdo dos experimentos foram utilizados ratos Wistar
machos (300 g), provenientes do Biotério da Universidade do Extremo Sul Catarinense
(UNESC). Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (22°C) com ciclos claro-
escuro de 12 horas, com agua e alimentacéo ad libitum. Este estudo foi realizado apo6s
aprovacdo do Comité de Etica para o Uso de Animais da Universidade do Extremo Sul
Catarinense (172/2008).

Colheita da planta: A planta Zollernia ilicifolia (Brogn.) Vogel foi colhida na
localidade de Rio Cedro Alto — Nova Veneza, no dia 08 de outubro de 2008 e
identificada por Vanilde Citadini-Zanette. A exsicata estd depositada no herbario Padre

Dr. Raulino Reitz da UNESC, Criciima, Santa Catarina, Brasil, com registro CRI 7598.

Preparacdo do extrato: As folhas secas e maceradas foram colocadas em
recipiente contendo o liquido extrator (alcool 70%) deixando-se em repouso durante um
periodo de 21 dias. Apés este periodo, com auxilio de funil e gaze, o extrato foi filtrado
e concentrado em estufa numa temperatura de 45°C. A determinag&o dos solidos totais
foi obtida através do peso da capsula de porcelana previamente submetida a estufa a
120°C por 3 horas e depois em 24 horas em dessecador vazio (pCl), subtraida pelo
peso da capsula adicionada de 10 mL do extrato com total evaporacdo do solvente em
estufa a 120°C (pC2), realizada através do célculo pC2 - pC1l x 100/10. O extrativo

sélido foi obtido pela concentragdo/evaporacao do solvente, para posterior obtencao da
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concentracdo da planta a ser utilizada e diluido em agua destilada para posterior

administracao.

Inducdo do modelo de gastrite com indometacina e tratamento com
extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia: Os animais foram divididos em quatro
grupos, sendo controle (1), indometacina (2), extrato (3) e indometacina + extrato (4).
Os ratos foram tratados por sete dias com extrato hidroalcodlico da Zollernia ilicifolia
(560 mg x kg') (grupos 3 e 4) ou com agua destilada (grupos 1 e 2), por meio de
gavagem (Ritter et al., 2004; Tadros et al., 2005; Dal-Pizzol et al., 2006). Do 7° para o
82 dia, todos os animais ficaram em jejum por 24 horas; ap0s esse periodo, por meio de
gavagem, a indometacina (2,5 mg/kg) (Gamberini et al., 1991) foi administrada aos
grupos 2 e 4, e também por meio de gavagem foi administrada agua destilada nos
grupos controle (grupos 1 e 3). Ap6s a administracdo da indometacina (ou agua
destilada), os animais permaneceram em jejum por seis horas e foram eutanasiados
por decapitacdo para exerese do estbmago e observacao das lesGes gastricas. Depois
da avaliacdo macroscopica, o tecido foi armazenado a -70°C para posterior analise dos

complexos da cadeia respiratdria mitocondrial.

Avaliagcdo Macroscopica: A avaliagdo foi realizada por dois observadores
(cegos ao estudo) e o indice de lesdes ulcerativas (ILU), determinado apos aplicacao
dos protocolos referentes aos modelos de inducéo, foi calculado por meio de somatoria
dos parametros abaixo, de acordo com a metodologia descrita por Gamberini et al.
(1991). A escala foi a de até 10 petéquias: 2 pontos; acima de 10 petéquias: 3 pontos;
Ulceras de até 1mm: *n x 2 (*n=numero de lesBes encontradas); Ulceras maiores que
1mm: *n x 3 (*n=nUmero de lesdes encontradas); Ulceras perfuradas: *n x 4 (*n=numero
de lesdes encontradas); hemorragia: 1 ponto; edema: 1 ponto; perda de pregas: 1

ponto; perda da coloracéo: 1 ponto.

Preparacdo do tecido e homogeneizado: Apds a avaliagcdo macroscopica, 0
estdbmago foi homogeneizado (1:10, w/v) em tampé&o SETH, pH 7.4 (250 mM sacarose,
2 mM EDTA, 10 mM Trizma base, 50 Ul/mL heparina). O homogeneizado foi
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centrifugado em 800 x g por 10 min e o sobrenadante armazenado a -70°C e
posteriormente usado para determinar a atividade das enzimas da cadeia respiratoria
mitocondrial. A proteina foi determinada pelo método descrito por Lowry et al. (1951)

usando albumina sérica bovina como padrao.

Atividades dos complexos enziméaticos da cadeia respiratoria
mitocondrial: A atividade do complexo | foi avaliada pelo método descrito por Cassina
& Radi (1996) pela taxa de NADH-dependente da reducéo do ferricianeto a 420 nm. As
atividades enzimaticas do complexo Il foram medidas pelo método descrito por Fischer
et al. (1985), onde a diminuicdo da absorbancia do 2,6-DCIP em 600 nm € usada para o
calculo da atividade do complexo Il. A atividade enzimatica do complexo Il-1ll foram
medidas pelo método descrito por Fischer et al. (1985), onde a reducdo do citocromo ¢
oxidado na presenca de azida e rotenona acompanhada em 550 nm € avaliado. A
atividade do complexo IV foi determinada de acordo com Rustin et al. (1994), e é
calculada pela diminuicdo da absorbancia causada pela oxidacdo do citocromo c

reduzido, medido em 550 nm.

Andlise estatistica: A diferenca entre os grupos foi avaliada pela andlise de
variancia de uma via (ANOVA). Quando o valor de F for significativo, comparacdes post

hoc foram feitas pelo teste de Duncan.

RESULTADO

O objetivo deste trabalho foi avaliar um possivel efeito gastroprotetor em um
modelo animal de gastrite induzido por indometacina. Foi demonstrado que a
administracdo do extrato de Zollernia ilicifolia ndo alterou o escore de lesdo gastrica,
sugerindo que o0 mesmo nao é toxico para o estdbmago. Além disso, como ja
demonstrado em outros estudos, a indometacina aumentou o escore de leséo; o

tratamento com o extrato néo foi capaz de prevenir esse aumento (Figura 1).
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Figura 1. Avaliacdo macroscépica da mucosa gastrica apos a indu¢cdo do modelo
animal de gastrite e o tratamento com extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia.

*Diferente do grupo controle, p<0,05 (n=6).

Em relacdo aos complexos da cadeia respiratdria mitocondrial, foi demonstrado
que a atividade dos complexos | e Il foi inibida pela indometacina e que o tratamento
com o extrato ndo foi capaz de prevenir essa inibicdo (Figuras 2 e 3, respectivamente).
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Figura 2. Atividade do complexo | na mucosa gastrica apés a inducdo do modelo
animal de gastrite e o tratamento com extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia.

*Diferente do grupo controle, p<0,05 (n=6).
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Figura 3. Atividade do complexo Ill na mucosa gastrica apos a inducdo do modelo
animal de gastrite e o tratamento com extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia.

*Diferente do grupo controle, p<0,05 (n=6).
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Os complexos Il e IV ndo foram alterados pela indometacina ou pelo extrato de

Zollernia ilicifolia (Figuras 4 e 5, respectivamente).

Atividade Complexo |l
[nmolfmin/mg x proteinal]

0 . : i ; - ; - 1

Controle Extrato Gastrite Gastrite +
Extrato

Figura 4. Atividade do complexo Il na mucosa gastrica ap0s a indu¢cdo do modelo
animal de gastrite e o tratamento com extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia. Nao

houve diferenca significativa entre os grupos (n=6).
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Figura 5. Atividade do complexo IV na mucosa géstrica apds a inducdo do modelo
animal de gastrite e o tratamento com extrato hidroalcodlico de Zollernia ilicifolia. N&o

houve diferenca significativa entre os grupos (n=6).

DISCUSSAO

A gastrite € uma lesao gastrica, patologicamente caracterizada pela inflamacéao
inespecifica da mucosa do estbmago (Wang et al., 2009). Apesar de a definicdo ser
histologica, o diagndéstico geralmente é feito pelo clinico e/ou endoscopista,
prescindindo da microscopia (Prado et al., 2007). Varios fatores estdo associados ao
desenvolvimento das Ulceras e gastrites, como o habito de fumar, utilizar bebidas
alcoolicas, a alimentacéo, o estresse diario, a presenca da bactéria Helicobacter pylori
na mucosa do trato intestinal e a utilizacdo de farmacos antiinflamatorios usados em
excesso como € o caso da indometacina. A maior prevaléncia é pela Helicobacter
pylori, mas também ocorre frequentemente pela ingestdo de alcool ou de anti-
inflamatodrios ndo-esterdides (AINES) e intoxicacdes ou infec¢des (Prado et al., 2007;
Sanchez-Fayos Calabuig et al., 2009).

A expansdo mundial do consumo de alcool e AINES tém contribuido para o
crescimento de Ulcera gastrica. Os AINES estdo entre os farmacos mais

utilizados/prescritos e que mais desencadeiam efeitos indesejaveis. A maioria desses
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efeitos relaciona-se ao sistema digestorio, destacando-se a capacidade de causar
principalmente gastrite aguda, dispepsia e Ulcera péptica (Prado et al., 2007; Moraes et
al., 2009). Os AINES, tais como a indometacina, tem a capacidade de causar lesdes
hemorragicas na mucosa gastrica decorrentes da inibicdo da sintese de
prostanglandinas, inibicdo da ciclooxigenase via metabolismo do acido araquidénico e
assim reduzindo o efeito protetor da superficie da mucosa causando as gastrites e
Ulceras (Rainsford, 1987; Wallace, 2001). A secrecdo acida aumentada também
contribui para este processo prejudicial, tal como o fato de provocar disturbios na
microcirculacdo gastrica, aumento da infiltracdo de neutrdéfilos, induz a expressao de
TNF-a, e perturba o equilibrio entre Oxido nitrico e apoptose. A introducdo de
antagonistas dos receptores histaminicos e inibidores de bomba de prétons tém sido
associados com 0 aumento na taxa de cura da Ulcera (Moraes et al., 2009).

O sucesso dos tratamentos farmacologicos para prevenir ou curar lesdes
ulcerativas depende ndo sé do bloqueio da secrecdo 4cida, mas também em aumentar
fatores protetores da mucosa incluindo prostaglandinas, fatores de crescimento,
somatostatina, o 6xido nitrico e compostos sulfidrilicos (Moraes et al., 2009).

Os compostos ativos da Zollernia ilicifolia ainda ndo sédo conhecidos, mas a
presenca de flavonodides, triterpenos e taninos identificados nesta planta podem ser
considerados como possiveis compostos ativos contra lesfes gastricas por aumento
dos fatores de protecdo. Estes dados justificam a utilizacdo popular desta planta como
analgésica e antiulcerosa. Além disso, os dados fitoquimicos obtidos sdo importantes
para o controle da qualidade deste produto (Gonzalez et al., 2001).

Varios estudos demonstram que defeitos da cadeia respiratéria podem levar a
estresse oxidativo, que pode, por sua vez, danificar os complexos da cadeia
respiratoria, gerando um ciclo que pode resultar na morte da célula. Por exemplo, a
rotenona, inibidor do complexo |, a azida, inibidor do complexo 1V, e o malonato, inibidor
da sucinato desidrogenase, aumentam a producao de radicais livres in vivo e in vitro.
Por outro lado, o grupamento Fe-S, presentes no complexo | da cadeia respiratoria e na
sucinato desidrogenase, € sensivel ao atagque de radicais superoxido, que sé&o
produzidos pela propria cadeia respiratoria. Além disso, substratos energéticos

apresentam efeitos neuroprotetores que podem ser aumentados por antioxidantes. O

Revista Inova Saude, Criciima, vol. 2, n. 2, nov. 2013 85



Artigo original
Fisiopatologia

complexo Il também é especialmente sensivel ao estresse oxidativo (Wallace, 2001).

Sendo assim, os resultados apresentados neste estudo indicaram que esse
extrato de Zollernia ilicifolia ndo obteve efeito gastroprotetor no modelo animal utilizado.
Isso pode estar relacionado com o solvente utilizado para obtencdo do extrato da
planta, pois o solvente utilizado foi o alcool 70%, sendo que Gonzalez et al. (2001)
utilizaram o metanol para obtencdo do extrato, podendo este ter eficAcia melhor em
relagdo aos compostos extraidos desta planta. Além disso, a indometacina inibiu a
atividade dos complexos | e lll, os mais sensiveis ao estresse oxidativo, e 0 extrato de
Zollernia ilicifolia ndo preveniu esta inibicdo. Por outro lado, a atividade dos complexos
Il e IV ndo foi alterada. Nossos resultados corroboram com um estudo publicado por
Rezin e colaboradores (2011), que demonstraram que a atividade do complexo Il foi
inibida pela administracdo da indometacina. Mais estudos sdo nhecessarios para
verificar se outros parametros de metabolismo energético, inflamacdo e estresse
oxidativo estéo alterados no estbmago dos animais submetidos a esse modelo animal
de gastrite.

Em conclusdo, nossos resultados sugerem gque o extrato hidroalcodlico da
Zollernia ilicifolia, na dose de 560 mg x kg™ ndo possui efeito gastroprotetor neste
modelo animal de gastrite, como demonstrado pelo fato de n&do prevenir o dano
causado pela indometacina na mucosa gastrica. Além disso, o extrato hidroalcodlico da
Zollernia ilicifolia n&o foi capaz de prevenir a inibicdo dos complexos | e lll causados
pelo modelo animal de gastrite induzido por indometacina. Embora mais estudos sejam
necessarios, pode-se sugerir que o extrato hidroalcodlico da Zollernia ilicifolia nao
apresenta efeito gastroprotetor e o seu uso discriminado para o tratamento da gastrite
deve ser evitado, uma vez que tal extrato ndo possui estudos que comprovem a sua

eficicia e seguranca terapéutica.
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