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RESUMO

A Arctium lappa L., uma planta da familia Asteraceae (Compositae)
(CUNHA et al.,, 2003), € originaria da Europa. Em estudos realizados no
Departamento de Farmacologia da UFPR, CALIXTO et al. (2003) e MENDES et al.
(2005), observaram os efeitos benéficos desta planta sobre o trato gastrointestinal.
O objetivo deste trabalho foi dar continuidade aos estudos ja realizados, avaliando
os efeitos e 0s mecanismos de acao envolvidos na atividade protetora gastrica dos
extratos brutos, e das frac6es do extrato mais ativo, obtidos das raizes da Arctium
lappa L. (Bardana).

O efeito anti-secretor acido exercido pelo extrato bruto etandlico (in vivo)
obtido por MENDES et al. (2005) foi confirmado in vitro através da inibicdo da
atividade da enzima H*, K* ATPase. Este resultado indica que a inibicdo da
atividade da bomba de protons esta envolvida de forma significativa na reducéo da
secrecdo 4&cida gastrica, participando do efeito gastroprotetor observado no
modelo de lesdo gastrica induzida pelo etanol.

No estudo da acao protetora gastrica do extrato bruto cloroférmico (EBC) e
do extrato bruto etandlico (EET), utilizamos o modelo de lesdo géastrica (em ratos)
induzido de forma aguda (etanol) e crbnica (acido acético). O EET e o EBC foram
eficazes em proteger a mucosa gastrica contra as lesées induzidas pelo etanol. O
EET atingiu 50 % do seu efeito com a dose de 300 mg/kg e o EBC com a dose de
10 mg/kg. No modelo de lesé&o géstrica induzida de forma crénica (7 dias), ficou
evidente o efeito cicatrizante de ambos os extratos EET e EBC.

A atividade antioxidante dos extratos foi confirmada através da técnica de
mensuracdo da taxa de sequestro do radical livre DPPH. O poder antioxidante do
EET pbde ser observado jA com a concentracdo de 50 pug/mL, com uma taxa de
sequestro de DPPH de 60 %, e o EBC reduziu esta taxa para 54 % com a
concentracdo de 250 pg/mL.

Com os resultados obtidos na avaliacdo da atividade anti-secretora acida in
vivo, constatamos a presenca do efeito do EET e do EBC em reduzir a secre¢éo

acida gastrica, sendo que o EBC apresentou efeito mais potente quando
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administrado pela via intraperitoneal. Nos estudos in vitro, através da inibicdo da
bomba de prétons, comprovamos a presenca do efeito inibidor do EET e do EBC
sobre a enzima H*, K" ATPase.

Como o EET e o EBC néo alteraram as taxas de esvaziamento gastrico e
transito intestinal, sugerimos que o sistema colinérgico ndo tenha participacéo
significativa nos mecanismos de a¢ao destes extratos.

Os dois extratos apresentaram perfil de acdo diferente, porém, como o
efeito do EBC contra as lesdes induzidas pelo etanol foi mais evidente, optamos
por dar continuidade aos estudos com este extrato.

Das cinco fracbes obtidas do EBC, somente a fracdo A apresentou efeito
equivalente ao do EBC no teste da inibicdo da atividade da H*, K" ATPase. Na
avaliacdo in vitro da atividade antioxidante das frac6es do EBC, somente a fracao
E apresentou efeito antioxidante sobre o DPPH.

Desta forma, concluimos que os dois extratos da Bardana (EET e EBC) séo
efetivos gastroprotetores, com diferencas de a¢des que indicam a presenca e/ou
concentracao diferente de principios ativos.

A soma dos resultados obtidos justifica a continuidade dos estudos com a

Bardana, podendo assim apresentar uma maior utilidade para a populacao.
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ABSTRACT

The Arctium lappa L. (Burdock), a plant of Asteraceae family (CUNHA et al.,
2003), is originary from Europe. Recently, CALIXTO et al. (2003) and MENDES et
al. (2005) described the beneficial effects of A. lappa on the gastrointestinal tract.
The purpose of this work was to evaluate the effect on the possible gastric
protective activity of crude extracts and fractions obtained from the roots of A.
lappa. The anti-secretory effect of ethanolic extract observed by MENDES et al.
(2005) was confirmed in vitro, with the inhibition of H*, K" ATPase activity. This
result suggests that the inhibition of proton pump can be related to a decrease in
gastric acid secretion, thus involved in gastroprotection that is observed in ethanol-
injury model. In order to evaluate a gastroprotective activity of chloroformic extract
(EBC) and ethanolic extract (EET), models of ethanol-induced acute gastric lesions
and acetic acid-induced chronic gastric lesions were used. Both, EET and EBC
were able to effectively protect animals from acute gastric lesions in both models,
causing an inhibition of 50 % at doses of 300 mg/kg and 10 mg/kg, respectively. In
acetic acid-induced chronic gastric lesions either EET or EBC were proficient to
protect the stomach. The antioxidant property of A. lappa extracts was studied
through the DPPH index. The EET scavenging ability was observed when DPPH
index was reduced 60% at 50 pug/mL and for the EBC the index was reduced 54 %
at 250 pg/mL. The results obtained for anti-secretory activity in the model of
hypersecretion by pylorus ligature, showed a decrease in total acid secretion with
both A. lappa extracts, where EBC presented the best effect when administered
i.d.. In in vitro studies using proton pump, the inhibitor effect of EET and EBC was
confirmed. Since both tested extracts, EET and EBC, did not modify the
gastrointestinal motility, we suggest that the cholinergic way does not have an
important participation in the gastroprotective mechanism of these A. lappa
extracts.

However, both tested A. lappa extracts presented different gastroprotective
profile, and since the EBC effect against ethanol-induced injuries was more

evident, we decided to continue the study using EBC extract. Among all tested
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EBC fractions, the fraction A was the one able to effectively inhibit H*, K* ATPase.
The analysis of the antioxidant activity of EBC fractions, only the fraction E
presented a scavenging effect of DPPH radical, whereas other fractions did not
show any effect.

Thus, we can conclude that both A. lappa extracts (EET and EBC) are
gastroprotectors, however acting through different mechanisms, indicating the
presence and/or concentration of different actives compounds. Collectively, these
results justify the continuity of studies with the Burdock, because this plant can be

useful for the people.



1 INTRODUCAO

As plantas apresentam diversos compostos que podem apresentar efeitos
sobre organismos animais. Esses efeitos, dependendo dos principios ativos e/ou
concentracdo destes produtos, podem ser Uteis (na terapéutica) ou téxicos. Os
principais produtos ativos sdo oriundos, principalmente, do metabolismo
secundario vegetal. As plantas medicinais se destacam como grandes fontes de
Novos recursos terapéuticos, e € a partir destas que a industria farmacéutica
desenvolve os medicamentos. Até o inicio do século XIX a maioria dos
medicamentos utilizados pelo homem era basicamente de origem natural
(BARROS, 2006). Um terco dos medicamentos mais prescritos e vendidos no
mundo foram desenvolvidos a partir de produtos naturais, e foi gracas aos
produtos naturais que os cientistas puderam compreender fendmenos complexos
permitindo que enzimas, receptores, canais ibnicos e outras estruturas bioldgicas
fossem identificados, isolados e clonados (CALIXTO, 2003). As férmulas sintéticas
dominam o mercado da saude, em decorréncia do desenvolvimento da
farmacologia (BARROS, 2006). Porém, uma das consequéncias desta evolugcdo
do setor farmacéutico, é a tendéncia do mercado de retornar aos medicamentos
oriundos de produtos naturais. A industria pode encontrar na natureza uma fonte
inesgotavel de novas estruturas quimicas a serem descobertas e, como
consequéncia, desenvolver novos medicamentos que serdo possiveis alternativas
terapéuticas para o tratamento de doencas que ainda ndo apresentam cura ou
tratamento adequado. A possibilidade de explorar o mercado de medicamentos de
origem natural é bastante atrativa para a inddstria, pois este € um dos setores que
mais cresce, e representa cerca de 24 % do faturamento bruto das industrias
(CALIXTO, 2001).

Calcula-se que em alguns continentes como a Africa até 80% da populacdo
faz uso de medicamentos de origem vegetal. Na Alemanha e Franca sdo 75%, no
Canada 70% e nos EUA 42% (GREGORIO, 2006). Segundo DI STASI (1996), é
necessario ressaltar que produto natural ndo é sinbnimo de planta medicinal. As

plantas medicinais sdo Unica e exclusivamente espécies vegetais, que apresentam



grande potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos. Os produtos de
origem natural que apresentam efeito farmacoldgico importante sdo notadamente
provenientes das plantas superiores, das toxinas animais e dos microrganismos
(DI STASI, 1996; CALIXTO, 2003). E fundamental qualifica-las de acordo com
procedimentos como a identificagdo botanica, composicdo do solo, fatores
ambientais (luz, umidade, temperatura) que influenciam o teor de principios ativos
presentes, época da colheita, transporte, secagem e armazenamento do produto.
Na pesquisa para o desenvolvimento de novos farmacos a partir de plantas
medicinais, deve-se considerar o emprego de estratégias que avaliem o tipo de
estudo a ser realizado, a planta escolhida para o estudo (seu emprego pela
medicina popular - levantamento etnofarmacolégico), a preparacdo do extrato, 0s
modelos experimentais a serem utilizados, a reprodutibilidade dos estudos, as
doses e as concentracfes a serem testadas. A selecdo das espécies a serem
estudadas também é de suma importancia, visto que uma escolha inadequada da
planta implica em desperdicio de tempo e recursos (BRITO, 1996).

O Brasil poderia se sobressair no cenario mundial da producdo de
fitomedicamentos, por possuir a maior biodiversidade do mundo (cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta). A importancia dos produtos naturais para o
desenvolvimento de novos farmacos fica evidente quando se observa que 40%
dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes
naturais (25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais) (CALIXTO,
2003). Mais de 60% dos agentes quimioterapicos aprovados e 60-80% das novas
drogas antibacterianas e anticancer derivaram de produtos naturais (HARVEY,
1999; ROCHA et al., 2001) e, entre as 520 novas drogas aprovadas nos anos de
1983 a 1994, 39% foram originadas de produtos naturais ou derivados destes
(HARVEY, 1999).

A importancia socio-econdmica deste segmento € confirmada quando se
analisa os dados financeiros do setor. O mercado brasileiro de fitomedicamentos,
que atingiu em 2001 cerca de US$ 270 milhdes, corresponde a 5.9 % do mercado
nacional de medicamentos. Comparado com o custo da producdo de um novo

medicamento sintético, que envolve vultosas somas de recursos (cerca de US$



350 milhdes a US$ 800 milhdes e cerca de 10 a 15 anos de pesquisa), O
desenvolvimento de um fitomedicamento requer menos recursos e também menor
tempo de pesquisa (CALIXTO, 2003).

Entretanto, 0 nosso pais ndo se destaca no aproveitamento de seus
recursos naturais para a producdo de fitoterapicos como poderia. Os principais
fatores que justificam isto € a falta de investimentos em muitos dos segmentos da
cadeia produtiva de plantas medicinais que levam a pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos. Além dos grandes financiamentos para a
utilizacdo de alta tecnologia, faltam também as parcerias entre universidades,
centros de pesquisa e as indlstrias (CALIXTO, 2001; CORREA JUNIOR e
SCHEFFER, 2004).

Diversos sdo os fatores que contribuem negativamente, dificultando o
registro de um medicamento a partir de plantas nativas. Dentre estes, destaca-se
a realizacdo pouco expressiva de pesquisas de plantas medicinais brasileiras
voltadas para producéo, a falta de informagbes quanto a seguranca de uso, a
eficacia terapéutica e a padronizacdo de drogas vegetais. A ndo existéncia de um
banco de dados sobre as espécies nativas € um fato adicional que dificulta o
desenvolvimento do setor (FONTE, 2004).

A industria de fitomedicamentos questiona o atual sistema de fiscalizacéo,
por este ndo obedecer a um padrdo de exigéncias, ndo atuar de forma
coordenada nas diferentes esferas da vigilancia sanitaria (estadual e municipal), e
nao exigir dos fornecedores de matéria prima o mesmo controle de qualidade que
€ exigido do produto industrializado (FONTE, 2004). Como resultado tem-se no
Brasil, apesar da grande biodiversidade que possui, a utilizacdo de plantas
medicinais exdticas ja estudadas em outros paises, em detrimento das plantas
nativas, que continuam necessitando de mais estudos (FONTE, 2004).

O Estado do Parana se destaca no pais por possuir a maior tradicdo no
cultivo de plantas medicinais. A diversidade climatica do Estado possibilita o
desenvolvimento de uma maior diversidade de espécies nativas e também a
introducdo de espécies exdticas com grande facilidade. A producdo de plantas

medicinais no Estado € desenvolvida em 24 % dos municipios. A regido de



Paranagua é a que concentra maior niumero de produtores. Curitiba e Guarapuava
possuem as maiores areas cultivadas do Estado (CORREA JUNIOR e
SCHEFFER, 2004).

Um levantamento de dados realizado em 2004 por GUIMARAES et al.,
mostrou que a pesquisa com plantas medicinais realizada no Estado do Parang,
durante os anos de 1992 a 2002, abordou principalmente as acdes bioldgicas
(34%), sendo que o ramo predominante de investigacdo foi a atividade
farmacoldgica (59,6 %). O extenso numero de trabalhos visando a determinacéo
das atividades gerais das plantas medicinais, comparado aos poucos trabalhos
com estudos de mecanismo de acdo, sdo um reflexo da limitacdo de infra-
estrutura existente, evidenciando a necessidade de maiores investimentos nesta
area para um avanco cientifico efetivo.

Dentre as doencas mais frequentes que levam a populacdo a buscar
atendimento nas unidades de salde estdo os disturbios do trato gastrointestinal,
gue possuem tratamento complexo. A cooperacdo do paciente, respeitando 0s
protocolos terapéuticos, € fundamental para a cura da doenca. Como os farmacos
comumente prescritos podem produzir efeitos adversos (como o hidroxido de
aluminio e o sucralfato que podem causar constipacdo), acabam levando o
paciente a abandonar o tratamento. Além disso, o fato de que os medicamentos
indicados apresentam alto custo dificulta o seu uso pela populacdo com baixa
renda. Isto pode ser minimizado com a oferta de alternativas como as plantas
medicinais. No estudo realizado por GRACA (2004), avaliando treze anos do uso
de fitoterapicos em Curitiba, o autor concluiu que, apesar de nao ter sido realizado
um estudo sobre o grau de satisfacdo dos usuarios de fitoterapia e/ou plantas
medicinais, a aceitacdo foi boa, com relatos espontdaneos de sucesso dos
tratamentos fitoterapicos.

As informacdes socio-econdmicas, etnofarmacoldgicas e os resultados dos
estudos realizados anteriormente nos estimularam a dar continuidade as
pesquisas com a Arctium lappa L., conhecida popularmente como Bardana. O

estudo se concentrou na avaliagdo da acdo gastroprotetora do pd extraido das



raizes da Bardana sobre as lesdes gastricas, os possiveis mecanismos de acao

envolvidos no seu efeito e as fracdes isoladas responsaveis por estas acoes.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Arctium lappal L.

A Arctium lappa L. € uma planta da familia Asteraceae (Compositae)
(CUNHA et al.,, 2003), originaria da Europa e encontrada em paises como
Portugal, Franca e Italia. Também é muito comum no Japao, Taiwan (CHEN et al.,
2004) e China (WANG et al., 2005).

Quadro 1.1 — Classificacdo da Arctium lappa L. no reino vegetal, descrito por
COSTA (1991).

DIVISAO Magnoliophyta
CLASSE Magnoliatae
ORDEM Asterales
FAMILIA Asteraceae
GENERO Arctium
ESPECIE Arctium lappa L.

Apresenta varias sinonimias nos varios paises onde é encontrada. No Brasil
€ conhecida como Bardana, orelha de gigante, Bardana-maior; pegamasso, erva-
dos-tinhosos (CUNHA et al, 2003). No Japdo é conhecida como gobo
(KARDOSOVA et al., 2003); lampazo é a sua denominagdo nos paises de lingua
espanhola, bardane na Franca e burdock nos paises de lingua inglesa (CORREA,
1984; MORGAN, 1997).

A Arctium lappa L. € uma planta herbacea e bienal, de facil cultivo, capaz
de se desenvolver em ambientes Umidos e sombreados (Figura 1.1). Pode chegar
até 1,5 m de altura (FONT QUER, 1988). De acordo com CASTRO (1981) e FONT

QUER (1988), suas folhas caracterizam-se pelo tamanho (grandes), podendo



alcancar 40 cm de comprimento, além de apresentarem formato oval ou
lanceolado (as superiores) e peciolado (Figura 1.2). As flores sdo rosadas ou
plrpuras, e a floracéo ocorre no verdo (CORREA, 1984), sendo que suas flores (e
os frutos também) sdo formadas apos o segundo ano do cultivo (MORGAN, 1997).
Os frutos, aquénio oblongo-subtrigono, possuem papilos de pélos muito caducos.
As raizes podem chegar a 1,2 m de profundidade e 1 cm de diametro (Figura 1.2).
S&o carnosas, fusiformes, brancas internamente e pardas externamente (FONT
QUER, 1988). Preferencialmente, devem ser coletadas antes da floracdo
(CORREA, 1984), pois as raizes maduras apresentam suas propriedades

terapéuticas reduzidas com o passar do tempo (MORGAN, 1997).

Figura 1.1: Arctium lappa L. '
(Fonte: http://www.plantamed.com.br/FOTOS/Arctium-lappa2.jpg; www.boga.ruhr-uni-bochum.de/
htmL/Arctium_lapp...)




(Fonte:www.fast.org.tw/rO6/new_page_16.htm;http://www.plantamed.com.br/FOTOS/Arctium-

lappa2.jpq) R
Dentre as outras espécies do género Arctium, COSTA (1991) e CORREA

(1984) citam a Arctium nemorosum, Arctium leosperum, Arctium tomentosum e

Arctium minus Bernhardi, esta ultima podendo ser encontrada no Brasil. A Arctium
minus B. (Figura 1.3) € também conhecida como Bardana menor. A diferenca
entre a Bardana menor e a maior, além do tamanho, € a inflorescéncia. Na
Arctium minus B. é em racimo (que a prende em um cacho, onde se inserem as
flores), e na Arctium lappa L. € em corimbo (as flores estdo num mesmo nivel na

porcao superior, apesar de surgirem de alturas diferentes).

Figura 1.3: Arctium minus B.
(Fonte: www.amg.gda.pl/~orl/ FOTO-GALERIA/ASTERACEAE.htm)




Quanto a composicao quimica das raizes da A. lappa, ela contém inulina
(45-60%), mucilagens, lactonas sesquiterpenicas, acidos fendlicos (acido caféico e
derivados, acido clorogénico e isoclorogénico), 6leo essencial, poliacetilenos
(acido areético, arctinona, arctinol, arctinal), taninos (CUNHA et al.,, 2003),
flavonoides (baicalina) (UCHIYAMA et al., 2005) e lignanas (arctigenina) (CHO et
al., 2004).

As indicacbes populares da Bardana sdo amplas. E utilizada por suas
propriedades diuréticas e antipiréticas (CHEN et al., 2004). Também existem
relatos de acdes da Bardana como depurativa, diaforética (MORGAN, 1997),
desmutagénica (MORITA et al., 1984), digestiva e em doencas dermatoldgicas,
como psoriase (CUNHA et al., 2003). A toxicidade da Bardana nao € totalmente
conhecida, porém pode potencialmente causar sensibilizacdo cutanea por contato
(RODRGUEZ et al., 1995; CUNHA et al., 2003). No ano de 2003, SASAKI et al.
relataram um caso de anafilaxia como consequéncia da ingestdo de Bardana. O
consumo da Bardana também nao € recomendado durante a gestacao, devido a
presenca de uma atividade estimulante uterina (CUNHA et al., 2003).

Estudos comprovaram o efeito da arctigenina atenuando a proliferacdo de
linfécitos B e T, e também a producdo de TNF-a (fator de necrose tumoral alfa)
estimulada pelo LPS (lipopolissacarideos) em macréfagos (CHO et al., 1999). Este
composto também apresenta acg&o inibitoria sobre a replicagcdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (EICH, E. et al, 1996; VLIETINCK et al, 1998;
CHO et al., 2004). Este efeito anti-HIV, também observado por SCHRODER et al.
(1990), foi caracterizado pela reducdo da expressdo de proteinas do HIV (pl7 e
p24) e reducdo da atividade da transcriptase reversa em 80-90 %. A baicalina,
presente na A. lappa, também atua como anti-HIV (LI et al.,1993; KITAMURA et
al., 1998), principalmente quando associada ao zinco, diminuindo a atividade
recombinante da transcriptase reversa e a entrada do HIV nas células hospedeiras
(WANG et al, 2004).

A arctiina, um glicosideo da arctigenina, esta presente nas sementes da

Bardana. Foi sugerida a possibilidade de este composto ser indutor de cancer de



prostata, em decorréncia de sua transformacdo pelas bactérias intestinais a
substancias estrogénicas e antiestrogénicas e pela inducdo de enzimas
responsaveis pelo metabolismo de drogas. Porém, os resultados obtidos por
ZENG et al. (2005), ndo confirmaram esta suspeita. Ainda contrariando este
suposto efeito carcinogénico, o seu efeito anti-cancerigeno foi confirmado pelo
teste de inducdo de tumores cutaneos induzidos pelo 7, 2 di-metil-benzatraceno,
em ratos (WANG et al., 2005).

UCHIYAMA et al. (2005) citam que a baicalina, presente na Bardana, seria
um composto que apresenta atividades antipirética e antiinflamatéria. Esta dltima,
também é citada por LIN et al (1996) como uma das propriedades da Bardana,
observada através da reducao do edema de pata por carragenina, em ratos.

A atividade antibacteriana da A. lappa foi confirmada por PEREIRA et al,
(2005), utilizando a fragdo hexanica das folhas, e por GENTIL et al (2006), com a
fracao acetato de etila em infec¢des intracanal dentério, em cées.

O efeito de um polissacarideo tipo inulina, presente nas raizes da Bardana,
caracterizou-se como supressor da tosse. Esta agdo foi equivalente a alguns
medicamentos ndo narcoticos usados na pratica clinica para tratar a tosse.
Também apresentou significante resposta nos testes de atividade mitogénica e co-
mitogénica, comparavel ao do Zymosan (imunomodulador), o que confirma a
atividade imunolodgica das particulas de inulina sugeridas em relatos prévios
(KARDOSOVA et al., 2003).

A Bardana também apresenta muitos relatos sobre a sua atividade
antioxidante. Estudos in vitro demonstraram que a agado antioxidante da Bardana
era resultado da reducdo das espécies reativas ao oxigénio (ROS) e dos danos ao
DNA celular (LEONARD et al, 2006). Esta acdo antioxidante foi considerada como
0 mecanismo responsavel pela hepatoprotecdo observada apdés a
hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno e pelo tetracloreto de carbono
(CCly) (LIN et al, 2000), e ap6s a hepatotoxicidade induzida pelo etanol e
potencializada pelo CCl, (LIN et al, 2002).

Em 2003, no departamento de Farmacologia da Universidade Federal do

Parana (UFPR), SBOLLI constatou que o extrato bruto etandlico, obtido das raizes



10

da Bardana e da fragdo cloroférmica deste extrato, promoveram efeitos
depressores sobre sistema nervoso central, provavelmente envolvendo o sistema
gabaérgico.

Nos estudos sobre as atividades dos extratos brutos da Bardana sobre o
trato gastrointestinal, realizados de 2003 até 2005 na UFPR, foram observados
efeitos gastroprotetores. O extrato bruto aquoso, extraido das folhas da Bardana,
foi capaz de proteger a mucosa gastrica contra lesdées agudas induzidas pelo
etanol. Esta atividade anti-ulcerogénica seria consequéncia da manutencdo de
fatores protetores da mucosa gastrica, como a enzima GSH e a camada de muco
gastrico (CALIXTO et al.,, 2003). O extrato bruto etandlico (EBE), extraido das
raizes, protegeu a mucosa gastrica contra lesdes agudas induzidas pelo etanol
pelas vias oral e intraperitoneal. Neste modelo, 0 EBE manteve 0s niveis de muco
gastrico, justificando assim a citoprotecdo observada. Também foi efetivo
protegendo a mucosa gastrica contra as lesbes agudas induzidas pelo estresse e
reduzindo o volume e a acidez da secrecdo gastrica no modelo de ligadura do
piloro (MENDES et al., 2005), além de reduzir a atividade da bomba de protons foi
reduzida em 32 % na concentragao de 1000 pg/mL.

Com base nestes resultados, o intuito deste trabalho foi dar continuidade
aos estudos iniciados em 2005, prosseguindo na avaliacdo dos extratos obtidos do

po das raizes da Bardana sobre o trato gastrointestinal.

1.1.2 Fisiologia gastrica

O trato gastrointestinal (TGI) € um dos sistemas do organismo de
importancia fundamental, considerando sua fungédo de prover o mesmo de agua,
eletrélitos e alimentos (GUYTON e HALL, 2006). As suas funcdes dependem de
propriedades inerentes a musculatura lisa intestinal, reflexos de neurbnios
intrinsecos no intestino e no sistema nervoso central (SNC), efeitos paracrinos de
mediadores quimicos e hormoénios gastrointestinais (GANOG, 2003). Porém, a
maioria de suas funcbes é autdbnoma e controlada predominantemente pelo
sistema nervoso entérico (SNE) (HOOGERWERF e PASRICHA, 2001).
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O SNE esta presente na parede do TGI, do es6fago até o anus, e é
formado por aproximadamente 100 milhdes de neurdnios, o equivalente ao total
de neurbnios presentes na medula espinhal. Est4 envolvido no controle da
motilidade e secrecdo do TGI. E composto basicamente por dois plexos: (1) plexo
mioentérico (Auerbach): localizado entre a camada muscular longitudinal e circular
da parede intestinal, e responsavel pelo controle motor; (2) plexo submucoso
(Meissner): localizado na submucosa da parede intestinal, e regula a secrecéo,
transporte de liquidos e o fluxo vascular. Fibras extrinsecas do simpatico e
parassimpatico sao responsaveis pela conexao entre estes plexos (GUYTON e
HALL, 2006).

Varios neurotransmissores estdo envolvidos nas mdultiplas acdes do SNE,
sendo que a acetilcolina e a noradrenalina sdo os mais conhecidos. O primeiro
atua atraves de estimulos excitatérios no SNE e o segundo geralmente é inibitorio.
Dentre os outros neurotransmissores atuantes neste sistema, onde muitos destes
nao tém suas funcdes totalmente definidas, temos a serotonina (5-HT), dopamina
(DA), colecistocinina (CCK), adenosina trifosfato (ATP), substancia P, polipeptideo
intestinal vasoativo (VIP), leu-encefalina, met-encefalina, somatostatina e
bombesina (GUYTON e HALL, 2006).

Além do controle neural, realizado pelo SNE, as fun¢des gastrointestinais
também séo reguladas pelos hormdnios gastrointestinais. Estes sdo secretados
principalmente pelas células enddcrinas dispersas no epitélio do estbmago e
intestino delgado. Na superficie destas células, as quais estdo expostas ao lumen
gastrointestinal, varias substancias presentes no quimo as estimulam a liberarem
0s hormonios. Embora alguns destes horménios sejam liberados no lumen do TGI,
e atuem localmente como agentes paracrinos, a maioria atua via corrente
sanguinea (VANDER et al.,, 2001). Os hormdnios gastrointestinais podem ser
enquadrados, de acordo com a similaridade estrutural e funcional, dentro de uma
das duas familias hormonais: a familia gastrina (gastrina e CCK) e a familia
secretina (glucagon, glicentin - GLI,VIP e polipeptidio inibidor gastrico - GIP).

Existem ainda outras substancias citadas como hormoénios gastrointestinais e que
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ndo se enquadram em nenhuma das duas familias (por exemplo, motilina,

bombesina, somatostatina, glucagon, etc) (GANOG, 2003).

Quadro 1.2 - Hormdnios gastrointestinais sua origem e funcgdes.

Hormoénios

Gastrina

CCK

Secretina

GIP!

VIP

Motilina

Glucagon

Neurotensina

Substancia P

Somatostatina

Origem

Células G

Células |

Células S

Células K

Neurdnios

Células
ECL e Mo

Células A

Neurdnios
e células da

mucosa

Neurdnios
e células

enddcrinas

Células D

Localizacéo

antro

Cérebro; ileo

distal e colon

Porcao
superior do
ID

Duodeno e

jejuno

TGl e cérebro

Estébmago, ID

e célon

TGI superior

ileo

TGI

Mucosa do
TGl e

pancreas

Funcbes
Aumenta secrecao 4acida gastrica e

motilidade gastrica e intestinal

Ingestéo alimentar; secrecdo de suco
pancreédtico, inibe esvaziamento

gastrico e melhora motilidade intestinal

Aumenta secrecao de HCOg3', diminui
secrecao 4cida géastrica e promove

contracao do piloro

Inibe secrecédo gastrica e motilidade,
em altas doses; em doses pequenas

apresenta efeito pouco significante
Relaxamento dos esfincters do TG,
vasodilatacao periférica e inibicdo da
secrecdo acida gastrica
Contracgdo da musculatura lisa do
estdmago e intestino
Hiperglicemiante

Inibe motilidade e aumenta fluxo

sangliineo

Aumenta motilidade do intestino
delgado

Inibe secrecéo acida gastrica e
motilidade, inibe secrecéo pancreatica

exoécrina, contrai vesicula biliar e
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promove absorcao de glicose

aminoacidos e triglicerideos
Grelina - Estbmago Controle da ingestao alimentar e

secrecao de hormonios do crescimento

Guanilina Células TGI Aumenta secrecao de CI' no lumen

mucosas intestinal

! Nota: Também conhecido como peptidio insulinotrépico dependente de glicose.
FONTE: (GANOG, 2003).

1.1.2.1 Anatomo-fisiologia

O estdbmago € um 6rgdo muscular oco, grande, em forma de feijdo e é
dividido em trés partes: o cardia, o corpo (fundo) e o antro (MANUAL MERCK,
2006). E delimitado do esofago pelo esfincter gastro-esofagico e do duodeno pelo
esfincter pilérico ou piloro. A mucosa gastrica contém muitas glandulas profundas.
Na regido proxima ao cardia e ao piloro existem as glandulas secretoras de muco
(GANOG, 2003). Na regiao do corpo e fundo (mucosa oxintica) existem as
glandulas gastricas e na regido antral (mucosa pil6rica) existem as glandulas
piléricas (CONTRAN et al., 1996). As glandulas géstricas sdo formadas pelas
células parietais, produtoras de &cido cloridrico (HCI) e fator intrinseco; pelas
células mucosas, produtoras de muco; pelas células principais, produtoras de
pepsinogénio; e pelas células D produtoras do maior inibidor paracrino da
secrecao acida, a somatostatina (RANG et al., 2003). As glandulas piléricas séo
formadas pelas células G, produtoras de gastrina; pelas células enterocromafins
(ECL), produtoras de histamina; além dos demais tipos celulares presentes nas
glandulas gastricas, com exce¢do das células parietais (RANG et al., 2003;
GUYTON e HALL, 2006).

A regulacdo da secrecdo &cida gastrica € um processo complexo, que
envolve muitos tipos celulares, hormoénios e mediadores, 0s quais convergem para
a etapa final da secrecdo que é a atividade da H*, K" ATPase (HORN, 2000). O
produto final desta cadeia, o acido gastrico, é responsavel pela digestdo de

proteinas, absorcéo de ferro, calcio e vitamina Bj,, além de prevenir o crescimento
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bacteriano no estdbmago e a infec¢cao entérica. Neste processo, destacam-se as
células parietais, as células ECL, as células G e as células D (Revisado por
SCHUBERT, 2004). Estas células sdo reguladas por mecanismos centrais,

periféricos e intracelulares.

% Mecanismos centrais - estimulantes:

O nucleo motor dorsal do vago na medula e o nacleo paraventricular no
hipotdlamo atuam na integracao da informacéo aferente e eferente. Existem varios
neurotransmissores e neuropeptidios no SNC responsaveis pela regulacao da
secrecao acida gastrica (Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006).

O estimulo vagal central pelo frio ou pela administragdo do horménio
liberador de tireotropina ativam neurdnios colinérgicos no estébmago, 0s quais
aumentam a secrecao acida pelas células parietais. Esse estimulo via nervo vago
também ocorre pela acdo de canabindides endbégenos, como a anandamida
(Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006). ADAMI et al. (2002) observaram que o
efeito anti-secretor gastrico dos canabindides é mediado pela supressdo da
conducao vagal para o estdmago, através dos receptores CB; localizados nas vias
colinérgicas pré e pés ganglionares.

O glutamato, principal neurotransmissor excitatério no SNC dos mamiferos,
ativando seus receptores NMDA e cainato, ap0os administracdo intra cérebro
ventricular, estimulou a secre¢do acida gastrica. Estes efeitos foram bloqueados
pela vagotomia, sugerindo que o glutamato, atuando via vagal, estaria envolvido
na regulacdo central da secrecdo acida gastrica (Revisado por SCHUBERT,
2002).

A capsaicina, uma substancia encontrada na pimenta, atua através dos
receptores vanildides (TRPV;), ativando neurbnios sensoriais. Em ratos
anestesiados, a capsaicina administrada centralmente promoveu um estimulo da
secrecdo acida do estdbmago. Seu efeito estaria envolvido com a ativacdo dos
receptores TRPV; e com a liberacéo de taquicininas e de peptidio relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP), visto que a eliminagéo deste efeito foi observada com

vagotomia, administracdo de capsazepina, um antagonista TRPV; (Revisado por
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SCHUBERT, 2004), antagonistas NK2 de taquicininas e antagonistas de
receptores CGRP (MINOWA et al., 2004).

¢ Mecanismos centrais - inibidores:

A bombesina tem sua acdo anti-secretora observada ao abolir a secrecéo
gastrica estimulada por pentagastrina em ratos. Este efeito foi eliminado apods
transeccédo do corddo espinhal cervical (Revisado por SCHUBERT, 2002).

% Mecanismos periféricos - estimulantes:

Uma variedade de peptidios presentes no estdbmago, como a gastrina,
GRP, orexina, grelina, peptidio natriurético atrial, leptina, o 6xido nitrico, assim
como a ingestdo de alimentos, regulam a secrecdo acida gastrica (Revisado por
HOU e SCHUBERT, 2006).

A gastrina e a CCK apresentam a mesma sequéncia de peptideos no seu
terminal carboxil. Existem duas classes de receptores gastrina/CCK
caracterizados: CCK-1 (antigo CCK-A), com maior especificidade para a CCK; e 0
CCK-2 (antigo CCK-B), com maior especificidade para a gastrina. Ambos sao
receptores acoplados a proteina G, sendo que o CCK-1 atua via fosfolipase A; e 0
CCK-2 ativa fosfolipase C, atuando via inositol 1,4,5 trifosfato (IP3) (Revisado por
SCHUBERT, 2004).

A gastrina estimula a secrecdo acida do estdbmago diretamente, ao ocupar
os receptores CCK-2 presentes na membrana das células parietais, e
indiretamente, através da liberacdo de histamina pelas células ECL (FRIIS-
HANSEN, 2006). Estudos em camundongos nocaute para gastrina e para
receptores CCK-2 apresentaram reduzido numero de células ECL, aumento do
muco e de ceélulas epiteliais superficiais. Estes animais ainda manifestaram
hipocloridria e reducdo do numero de células parietais, além de menor
responsividade a secretagogos (Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006) e
aumento do numero de bactérias no estomago (FRIIS-HANSEN, 2006). Assim, a

gastrina, via receptor CCK-2, é essencial para a maturacao funcional do sistema
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secretor acido e para diferenciacdo das células da mucosa gastrica, dentre elas as
células parietais e as ECL (Revisado por SCHUBERT, 2004).

A acetilcolina, liberada pelos neurdnios pés-ganglionares do SNE, estimula
a secrecao acida ao ativar diretamente os receptores M3 das células parietais.
Também podem atuar através da regulacdo da ativacdo das células ECL, via
liberagcdo de gastrina pelas células G e/ou pela liberacdo de neuropeptidios.
Dentre 0s cinco receptores muscarinicos da acetilcolina (Ach), os receptores My,
M3 e Ms atuam acoplados a proteina Gy;11, ativando a fosfolipase C e produzindo
IP3 e diacilglicerol (DAG), seguido pelo aumento dos niveis intracelulares de célcio
(AIHARA et al., 2005). Trabalhos realizados com camundongos nocaute para o
receptor Mz demonstraram uma reducao da secre¢do acida, menor propor¢cao de
células parietais funcionais e altos niveis de gastrina no soro (AIHARA et al., 2003;
Revisado por SCHUBERT, 2004). O receptor muscarinico Ms também pode estar
envolvido na ativagdo colinérgica da secrecdo acida, ao estimular a liberacdo de
histamina pelas células ECL. Este processo pode ser mediado pela liberacdo de
neuropeptidios, como o peptidio ativador da adenilato ciclase da pituitaria
(PACAP), pelas fibras nervosas entéricas pds ganglionares. Ja o receptor
muscarinico M; parece ndo estar envolvido na regulacdo da secrecdo acida
gastrica em camundongos, apesar de relatos do uso de antagonistas M;, como
pirenzepina e telenzepina, evidenciarem uma inibicdo da secrecéo acida. AIHARA
et al.(2005), utilizando camundongos Nocaute para M;, observaram que a
pirenzepina promoveu uma reducdo da secrec¢do acida gastrica estimulada com
carbacol, sugerindo que o efeito inibitério da pirenzepina é independente do
antagonismo do receptor M.

A producéo de histamina pelas células ECL é resultado da descarboxilagéo
enzimatica da histidina, através da enzima histidina descarboxilase (HDC). A
histamina produzida é estocada em vesiculas e liberada em resposta ao estimulo
da gastrina, fator de crescimento transformador a (TGF-a), VIP e PACAP
(Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006). A histamina & secretada no citosol e
captada por granulos e vesiculas secretoras e estocada através de

transportadores vesiculares de monoamina subtipo 2 (VMAT-2) (ZHAO, et al.,
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2003) e também via ATPase tipo V. A ativagdo dos receptores CCK-2 das células
ECL pela gastrina resulta numa resposta bifasica do calcio, a qual é crucial para a
secrecao de histamina e para a proliferacdo deste tipo celular (PRINZ et al., 2003).
Esta resposta pode advir do aumento da expressdo/ativacdo da histidina
descarboxilase, que provavelmente resulta do aumento da transcricdo do RNAm
da HDC, modificacdo pos translacional da enzima e supressdo da taxa de
degradacao da enzima (ZHAO, et al., 2003). Este estimulo sobre a transcricdo e a
atividade da HDC também é feito pelo PACAP e TGF-a (Revisado por
SCHUBERT, 2004). O estimulo promovido pela histamina sobre a célula parietal
ocorre em resposta a ativacdo do receptor Hp, 0 qual atua via ativacdo da
adenilato ciclase e consequente aumento dos niveis intracelulares de monofosfato
de adenosina ciclico (AMPc) . O fato dos antagonistas de receptores H, inibirem,
nao somente a secrecdo acida gastrica estimulada pela histamina, como também,
a resposta secretora &cida induzida pela Ach e gastrina, sugere um papel
majoritario da histamina na estimulagédo periférica da secrecdo acida gastrica
(OCHlI et. al., 2005).

¢ Mecanismos periféricos - inibidores:

A somatostatina, produzida pelas células D do fundo e antro gastrico, inibe
a secrec¢do acida gastrica. Esta inibicdo pode ocorrer por um efeito direto sobre a
célula parietal, através da inibicdo da liberacdo de histamina pelas células ECL
(KOMASA et al.,, 2002) e também pela inibicdo da liberacdo de gastrina pelas
células G (Revisado por SCHUBERT, 2004).

A producgéo de somatostatina pode ser estimulada pela adrenomedulina, um
peptidio encontrado nas células ECL e células principais do fundo gastrico, o qual
pode entdo atuar como uma substancia favorecedora dos mecanismos de defesa
e reparo da mucosa gastrica (HIRSCH et al., 2003).

As acdes da somatostatina sdo mediadas por cinco subtipos de receptores
acoplados a proteina G, denominados SSTR1 a SSTR5. Estudos com
camundongos nocaute para 0 subtipo SSTR2 sugerem que este € o subtipo

principal na regulacdo da secrecdo acida gastrica. Apesar da secre¢do acida
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nestes animais ser dez vezes maior que a de animais selvagens, os niveis de
gastrina na circulacdo se mantiveram normais, sugerindo que este subtipo de
receptor ndo esta envolvido na supressao da producdo de gastrina pelas células
G. Os receptores SSTR2 foram recentemente identificados nas células parietais e
nas células ECL (Revisado por SCHUBERT, 2004). O estudo de KOMASA et al.
(2002) sugere que a inibicdo da liberacdo de histamina pelas células ECL é a via
principal de inibicdo da secre¢éo géastrica pela somatostatina.

Outros inibidores da secrecdo &cida gastrica sdo leptina, peptidio
natriurétrico atrial e 6xido nitrico (NO). Dentre estes se destaca o NO, um gas
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina, por meio da enzima 6xido nitrico
sintase (NOS). A NOS endotelial tem sido encontrada nas células ECL e a NOS
neuronal nas células parietais. Porém, os seus efeitos sobre a secre¢do acida
gastrica sdo controversos, pois ha relatos de efeitos estimulantes e de efeitos
inibitorios (Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006).

¢ Mecanismos intracelulares:

A acdo da H*, K" ATPase, localizada na membrana apical da célula parietal,
¢ bombear H* contra um gradiente de concentracdo. A célula parietal tem a
membrana apical revestindo o limen das glandulas gastricas e a membrana
basolateral em contato com o fluido intersticial. Os canaliculos se estendem desde
a membrana apical para dentro da célula. As células contém também estruturas
tabulo-vesiculares com moléculas da H*, K" ATPase nas paredes (GANOG, 2003).

Quando as células parietais sdo estimuladas, as estruturas tubulo-
vesiculares se direcionam a membrana apical e se fusionam com ela, inserindo
muitas moléculas de H*, K" ATPase na membrana. A H*, K" ATPase promove a
secre¢do do H' no limen gastrico, trocando-o por K*. O CI" também é expelido
através de seus canais ativados por AMPc. O HCOg', formado pela dissocia¢cédo do
H,COj3; é expelido por antiporte na membrana basolateral das células parietais que
trocam o HCOg3™ por outro anion, principalmente CI' (GANOG, 2003).

A secrecdo &cida pela célula parietal envolve a elevagdo dos niveis

intracelulares de célcio e AMPc, seguido pela translocacdo da bomba de prétons
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(H*, K" ATPase) das tlbulo vesiculas citoplasmaticas para a membrana apical da
célula parietal (Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006). Os receptores H, de
histamina aumentam AMPc, via proteina Gs. Os receptores CCK-2 de gastrina e
0s receptores colinérgicos M3 aumentam o0s niveis intracelulares de calcio. A
interacdo destes eventos intracelulares € tanta que a ativacdo de um tipo de
receptor potencializa a resposta de outro para a estimulagdo. As prostaglandinas
(PG), principalmente PGE,, inibe a secrecdo acida, pela ativacdo dos receptores
EP3, via ativacao da proteina Gi (HOOGERWERF e PASRICHA, 2001; GANOG,
2003).

1.1.2.2 Ulcera gastrica

1.1.2.2a Etiopatogenia

Existem relatos comprovando que a humanidade tem convivido com Ulcera
gastrica desde o século IV antes de Cristo. Para o tratamento destes disturbios era
recomendada, ha mais de doze séculos, a neutralizacdo acida. Desta época até
os dias atuais houve grandes avancos na terapéutica e no entendimento da
patogénese, advindo assim o conhecimento a respeito dos inibidores da bomba de
prétons e do Helicobacter pylori (HOOGERWERF e PASRICHA, 2001).

A Ulcera gastrica pode ser definida como solu¢cdo de continuidade na
mucosa do trato digestivo, que se estende através da camada muscular da
mucosa até a submucosa, ou ainda mais profundamente (CONTRAN et al., 1996).

As Ulceras ocorrem mais freqientemente no duodeno, onde mais de 95%
ocorrem na sua primeira porgcéo, e 90% estdo localizadas proximo da juncdo do
piloro com a mucosa duodenal. No estdbmago, as Ulceras se localizam mais
comumente no antro (60%) e na juncdo do antro com O corpo, ha pequena
curvatura (25%). A incidéncia de Ulceras gastricas parece ser ligeiramente maior

em homens em relacdo as mulheres (1,3: 1), sendo que a faixa etaria de maior
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ocorréncia das Ulceras duodenais € de 30-55 anos, e das Ulceras gastricas é de
50-70 anos (ABITOL, 2005).

Na Ulcera gastrica, as lesbes ocorrem pela acdo do HCI sobre a mucosa
(CHAPADEIRO et al.,, 1987; VANDER et al., 2001), como resultado de um
desequilibrio entre os fatores agressores e os mecanismos de defesa da mucosa
gastrica (HOLZER, 2000; NATALE et al., 2004). Teoricamente, este desequilibrio
ocorre em 3 condi¢cdes: com a reducdo dos mecanismos de defesa, com o
aumento dos fatores agressores ou a associacdo de ambos (CHAPADEIRO et al.,
1987). O HCI é considerado o maior fator agressor da mucosa gastro-duodenal
desde 1910, pelo médico aleméo K. Schwartz, o qual considerou que a presenca
do HCI é condicdo sin qua non pra formacdo da ulcera (Revisado por
KONTURECK et al., 2004). O HCI, assim como a pepsina, atuam quebrando a
protecdo da barreira mucosa e agravam as lesdes (MAITY et al., 2003).

Dentre os principais mecanismos protetores da mucosa gastrica tem-se a
barreira muco/bicarbonato, a barreira epitelial, o fluxo sangliineo, as enzimas
antioxidantes, as prostaglandinas e o NO. Os mecanismos agressores da mucosa
gastrica, que contribuem para a ulcerogénese, compreendem agentes quimicos,
que podem ser enddgenos (HCI, pepsina) e agentes quimicos exdgenos (etanol,

anti-inflamatorios ndo esteroidais - AINES), e agentes bioldgicos (Helicobacter

pylori).

+ Fatores protetores da mucosa gastrica

v Muco/bicarbonato
O muco, secretado pelas células mucosas do estbmago, atuam como a
primeira linha de defesa da mucosa gastrica e a protege de fatores agressores
endogenos e exdgenos. O muco também tem um papel importante na cicatrizacao
das ulceras, acelerando a recuperacdo da mucosa lesada (MAITY et al., 2003).
Estudos em ratos observaram uma relagdo inversa na espessura da camada de

muco e na acidificacao intracelular do epitélio gastrico (PHILLIPSON et al., 2002).
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A camada de muco, que recobre a parede gastrica luminal, pode ser
dividida em duas: uma mais superficial, frouxamente aderida, podendo ser
facilmente removida; e outra mais interna, firmemente aderida a mucosa gastrica.
As propriedades fisicas e importancia fisiologica das diferentes camadas de muco
sdo desconhecidas, assim como sua composicado e possiveis diferencas na sua
permeabilidade ao &cido géastrico (PHILLIPSON et al., 2002).

A infeccéo por H. pylori e o uso de AINES inibem a sintese e secrecéo de
mucina e ha queda da densidade/espessura da camada de muco. Por isso, em
muitos estudos, a densidade da camada de muco esta sendo correlacionada com
a protecao da mucosa (PHILLIPSON et al., 2002).

A producao de bicarbonato pelas células epiteliais superficiais é estimulada
pelas PG enddgenas (PHILLIPSON et al.,, 2002), NO e neurdnio aferentes
sensiveis a capsaicina, e regulada pelo acido luminal (KAGAWA et al., 2003). Para
cada proton secretado pela célula parietal, um ion bicarbonato é liberado de sua
membrana basolateral por capilaridade, até a superficie do epitélio gastrico. Este
transporte de HCOj3™ durante a secre¢do acida é provavelmente importante para a
manutencdo de um pH neutro na superficie epitelial, enquanto que o pH luminal é
baixo (PHILLIPSON et al., 2002).

No estdbmago a mucosa gastrica é coberta por células epiteliais justapostas,
continuas a camada de muco, para o qual o HCO3; € secretado criando um
gradiente de pH através do muco, que neutraliza qualquer difusdo de H* do limen
gastrico em direcdo as células epiteliais superficiais e assim prevenindo a sua
acidificacdo e danos. Como o HCOj3; € secretado na camada de muco, sua

secrecdo é altamente efetiva na neutralizacdo do H* luminal (Revisado por
KONTUREK et al., 2004).

v" Fluxo sanguineo
O suprimento de sangue oxigenado para a mucosa gastrica € um fator
importante, determinante para a integridade da mucosa gastrica. A elevacdo do
fluxo sangiiineo é importante para a protecdo da mucosa gastrica, quando a

barreira protetora mucosa do estdbmago € rompida e ocorre retrodifusdo de H*
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para as células da mucosa (MAITY et al., 2003).Todos os mecanismos de defesa
e reparo dependem de um suporte eficiente de fluxo sangiineo. Situacdes de
isquemia comprometem a protecdo da mucosa gastrointestinal e pode levar a
proliferacdo bacteriana e doencas sistémicas (Revisado por HOLZER, 2000).

Lesdes na mucosa do TGl sédo frequentemente associados com disturbios
na microcirculacdo. Danos promovidos pelo etanol envolvem a degranulacdo de
mastocitos, que liberam mediadores com acdes adversas variadas. A
degranulagédo de mastdcitos e a liberacéo de fator ativador de plaquetas (PAF) sao
também responsaveis pelo efeito do H. pylori em reduzir o fluxo sangliineo da
mucosa gastrica, em ratos (Revisado por HOLZER, 2000).

Os distdrbios microcirculatérios que acompanham o0s danos na mucosa
podem estar relacionados a um desequilibrio nos mensageiros endoteliais
vasculares, como a endotelina-1, NO, e prostaciclina (PGI;). Enquanto a producéo
fisiolégica de NO pela NOSc é benéfica, a producéo exagerada de NO pela NOSi
agrava os disturbios vasculares e da mucosa observados nos estbmagos de ratos
estressados, endotoxémicos e diabéticos. O mediador endotelial PGI; é liberado
durante o estresse de imersdo na agua e contraria a vasoconstricdo induzida pelo
estresse, aumentando a permeabilidade vascular e recrutamento de leucécitos. A
PGE, dilata ambas, arteriolas e vénulas, na submucosa géstrica de ratos, via acdo
do receptor EP,, enquanto que a constricdo venular é feita pelos receptores EP3
(Revisado por HOLZER, 2000).

A potente acdo vasoconstritora da endotelina tem probabilidade de estar
envolvida na patogénese de varias condicbes caracterizadas pelo espasmo
vascular. A infusdo de endotelina-1, na artéria gastrica ou na submucosa gastrica,
induz erosbes na mucosa de ratos, enquanto que a infusdo intravenosa aumenta
os danos induzidos pela instilacdo intra-gastrica de etanol ou acido. Existem
relatos de que as lesdes na mucosa gastrica induzidas pela endotelina-1 séo
suprimidas pela prostaciclina ou antagonistas do PAF, indicando que, junto com as
propriedades vasoconstritoras, varios outros fatores estdo envolvidos no
mecanismo de lesdo da mucosa (Revisado por KURTEL e GHANDOUR, 1999).
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v NO

O NO é um importante transmissor enddgeno, produzido pela a¢do da NO
sintase induzida (NOSi) ou constitutiva (NOSc), e ambas as enzimas tem sido
detectadas na mucosa gastrica de ratos (NATALE et al., 2004). A acdo da NOSc é
dependente de célcio e a da NOSi é independente de calcio (BAYIR et al., 2006).
A NOSc compreende a NOS endotelial e a NOS neuronal. Elas sdo expressas em
condic¢Oes fisiologicas, enquanto que a NOSi ndo existe em condicbes normais,
sendo induzida por certas citocinas, como lipopolissacaridios (LPS) ou fator de
necrose tumoral - a (TNF- a) (NISHIO et al., 2006).

E evidenciado na literatura o efeito protetor ou prejudicial do NO na
patofisiologia da gastroprotecdo (NATALE et al., 2004). Embora a producao de NO
pela NOSc seja importante na manutencdo da integridade da mucosa, recentes
estudos demonstram que o NO atua de maneira bifasica na resposta ulcerogénica
da mucosa gastrointestinal, dependendo da isoforma da NOS. Ou seja, o NO
produzido pela NOSc apresentaria em efeito protetor, e o NO originario da NOSi
teria um efeito pro-ulcerogénico (NISHIO et al., 2006).

Sabe-se que a liberacdo local de NO contribui para a manutencdo da
integridade do TGI, pela regulacdo de vérias funcbes (SUGAMOTO et al., 2001).
O NO é importante no controle da secrecédo &cida e alcalina, no fluxo sangiineo
da mucosa gastrica e na secrecdo de muco gastrico (BAYIR et al., 2006). O
estudo de SUGAMOTO et al. (2001), demonstrou que a acdo do NO na secrecao
de HCOj3 induzida por acido, pelo menos parcialmente, é devido o estimulo

realizado pela acéo das PG.

v' Prostaglandinas
As prostaglandinas enddégenas tém um papel importante mediando muitos
aspectos da defesa da mucosa gastrointestinal (MAITY et al., 2003). A principal
consequéncia da reducdo na producdo de PG, que pode contribuir para a
patogénese da ulceragdo da mucosa gastroduodenal, inclui a redugdo na

secre¢do de muco, inibicdo da secre¢do de HCOg', reducao no fluxo sangliineo da
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mucosa, alteracdo na estrutura microvascular, e um aumento na secrecao acida
gastrica e de pepsinogénio (FORNAI et al., 2005).

As PG geradas em uma Ulcera gastrica, pela COX-2, parecem ter um papel
crucial na cicatrizacdo das Ulceras, estimulando a proliferacdo celular,
promovendo angiogénese e a restauracao da integridade da mucosa. Ao contrario
da PG produzida pela COX-1, que € constitutiva, responsavel pela regulacdo do
fluxo sangiliineo da mucosa e secrec¢éo epitelial de muco e HCOg3', as PG oriundas
da COX-2 influenciam na proliferacdo epitelial e inibicho da aderéncia de
leucdcitos no endotélio. As PG geradas pela COX-1 inibem a acdo da COX-2 no
TGIl. Em situacbes onde a mucosa é exposta a agentes lesivos, ou quando a
mucosa esta lesada, ou com Uulceras, hd uma inibicdo da COX-1 e subsequente
super expressao da COX-2. Assim, parece que a COX-2 esta relacionada com a
ulceracdo e inflamacdo da mucosa gastrica (Revisado por KONTUREK et al.,
2005).

As Ulceras gastricas parecem ser um dos principais efeitos adversos dos
anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES), os quais sdo amplamente usados no
tratamento da dor, febre e inflamacéo (BAYIR et al., 2006). Ambos os efeitos dos
AINES, adversos e terapéuticos, sdo atribuidos a sua capacidade de reduzir a
producdo de PG, através da inibicdo da COX. Varias linhas de evidéncia indicam
que a patogénese da lesdo gastrointestinal induzida por AINES também depende
de vias independentes de PG, como fosforilagéo oxidativa, reducéo na proliferacéo
celular da mucosa e ativacdo de neutrdfilos, seguido pelo aumento de adesao

BN

endotelial. Estes mecanismos, juntamente com os relacionados a inibicdo da
sintese de PG, conduzem a oclusdo de micro vasos e subseqglente super
producdo de metabdlitos reativos a oxigénio. Estas substancias sédo capazes de
induzir lesédo tecidual oxidativa, que parece ter papel importante na patofisiologia
da ulceracao digestiva induzida por AINES (FORNAI et al., 2005).

Pesquisas baseadas nos estudos da atividade dos dois tipos de COX,
culminaram com o desenvolvimento dos inibidores seletivos da COX-2, os
COXIBs. Estes compostos prometem promover inibicdo especifica e efetiva sobre

a COX-2, induzida/inflamatéria, poupando a atividade da COX-1, fisioldgica.
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Entretanto, o conceito de que uma Unica e exclusiva isoforma da COX esteja
implicada nos processos de homeostase/patogenia tem sido questionado
(MOREAU et al., 2005).

v' Enzimas antioxidantes

O metabolismo celular normal envolve a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS). Porém, a geracao excessiva de ROS pode afetar prejudicialmente
o funcionamento celular. As ROS causam inflamacdo e morte celular, através da
modulacao das vias de transduc¢do do sinal, por afetar as enzimas redox-sensiveis
e fatores de transcricdo, por auxiliar a atividade de proteases, e por estimular a
expressdo de mediadores inflamatérios e moléculas de adesdo (UZUN et al.,
2005).

As ROS séao produzidas como conseqiéncia da respiracdo aerdbica e da
oxidacdo de substratos, e causam danos oxidativos nos tecidos. As ROS incluem
radicais livres como os radicais hidroxil (OHY), ou anions superoxido (‘O;) e
espécies de radicais ndo livres, como o peroxido de hidrogénio (H20;). O papel
das ROS na patogénese das lesdes gastricas experimentais agudas induzidas por
estresse, etanol e AINES é bem conhecido. Causam peroxidacdo lipidica nas
membranas, por atacar acidos graxos insaturados. Quando atacam o DNA celular,
pode promover a formacdo de cancer como consequéncia de uma mutagao
(BAYIR et al., 2006).

Organismos aerdbicos possuem sistemas de defesa antioxidantes,
incluindo antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos contra efeitos toxicos das
ROS. Estes antioxidantes sdo a superéxido desmutase (SOD), glutationa
peroxidase (GPx), catalase (CAT), glutationa reduzida (GSH), glutationa redutase
(GR), a - tocoferol, vitamina C, 8 - caroteno, vitamina A e flavonéides (BAYIR et
al., 2006).

Os compostos sulfidrilicos estdo envolvidos na manutencéo da integridade
gastrica, principalmente quando as ROS estdo envolvidas na patofisiologia da
lesdo tecidual. A GSH participa em muitos aspectos do metabolismo oxidativo,

incluindo remocdo de hidroperdxidos, protecdo contra radiacdo ionizada,
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manutencdo do padrao fisiol6gico de proteinas sulfidrilicas, e a condensacdao com
xenobidticos ou compostos reativos endodgenos, para ajudar na sua detoxificacao
e excrecdo. E relatado que o ciclo redox da GSH esta especificamente envolvido
na protecao das células epiteliais gastricas contra a lesdo promovida pelo etanol
(NATALE et al., 2004).

% Helicobacter pylori

O Helicobacter pylori (H. pylori) € uma bactéria Gram-negativa, que nao
forma esporos, possui flagelo polar e que cresce em ambiente micro-aerdfilo. E
encontrado na superficie da mucosa gastrica de hospedeiros, abaixo da camada
de muco. Em funcdo da sua localizacdo, a bactéria se encontra protegida da acao
do acido gastrico (HILL, 1997).

A ocorréncia da infeccdo géstrica por H. pylori € alta no mundo inteiro e
atinge 40 % e 80 % nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento,
respectivamente. Apesar das numerosas pesquisas, o seu modo de transmissao
na populacdo permanece desconhecido. Existem relatos que ambas vias de
transmisséo, oral-oral e oral-fecal, ocorre em humanos. O homem parece ser o
principal reservatorio do agente infeccioso (CZESNIKIEWICZ-GUZIK et al., 2005)

O H. pylori apresenta como fatores de viruléncia os fatores de colonizacao
gastrica: os flagelos, a enzima urease e fatores de adesdo (codificados pelos
genes BabA e BabB); e os fatores lesivos a mucosa: produtos da urease, LPS,
guimiocinas, citocinas (CagA e VagA), proteinas pro-inflamatérias, proteinas do
choque térmico (“heat shock protein” - HSpA e HspB), proteases que hidrolisam
proteinas do muco, e producdo de NO que promove lesdes nas células do
hospedeiro (Revisado pro KONTUREK et al., 2006).

O H. pylori é conhecido por causar muitas doencas gastricas, incluindo
Ulceras pépticas e cancer gastrico. Na auséncia de erradicacao, a infeccdo tende
ter vida longa e a resposta imune é inefetiva no combate ao agente. Na maioria
dos casos de infeccdo natural, a resposta imune do hospedeiro direciona para

inflamacdo cronica, promovendo atrofia e neoplasia da mucosa. Com a
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erradicacdo do organismo infeccioso a inflamacéo tende a resolucdo, o que, em
muitos casos, pode resultar na reducdo do risco de atrofia e cancer gastrico
(Revisado por FOX e WANG, 2002).

Os danos na mucosa géstrica proporcionado pelo H. pylori sdo resultado da
sua capacidade de chegar até as células da mucosa gastrica e promover danos,
acompanhados pelo aumento da expressdo e liberacdo de citocinas pro-
inflamatérias, como interleucina 1 (IL-1pB), interleucina 8 e TNF-a. Esta acdo afeta
a secrecao acida gastrica e altera a taxa gastrina-somatostatina, assim como a
atividade secretora das células mucosas, produtoras de muco/ HCOj3, e a
qgualidade de aderéncia da camada de muco, resultando na gastrite aguda e,
posteriormente, cronica (Revisado pro KONTUREK et al., 2005). A inducg&o pelo H.
pylori de citocinas, quimiocinas e fatores de crescimento € mediado pelas vias de
sinalizacdo das quinases de proteinas ativadas por mitdgenos (MAPK) e do fator
nuclear de transcricdo K - B (Revisado por FOX e WANG, 2002). A bactéria
também induz a formacdo de COX-2, afetando os mecanismos protetores da
mucosa, pela geracdo de substancia pré-inflamatorias, incluindo as ROS. Isto
reitera a afirmacdo de que a erradicacdo da bactéria pode restaurar, pelo menos
em parte, o distdrbio na integridade da mucosa e reverter o curso da gastrite
(Revisado pro KONTUREK et al., 2005).

Conforme as informacdes relacionadas a etiopatogenia da doenca, é
possivel observar a complexidade do tratamento a ser empregado nos pacientes
acometidos por esta enfermidade. Aplicam-se a estes casos, de acordo com o0
estagio em que se encontra o disturbio, desde antiacidos, medicamento paliativos
gue consistem apenas em neutralizar a secrecdo acida do estbmago, até os
inibidores de bomba de prétons, os quais diminuem a secrecdo acida do
estdbmago. Os inibidores de bomba s&o considerados na atualidade, juntamente
com o metronidazol e a amoxicilina, a terapia triplice indicada como tratamento de
primeira escolha (RANG et al., 2003).



28



29

2 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos e os mecanismos de acdo envolvidos na atividade
protetora gastrica dos extratos brutos, e das fracdes destes extratos, obtidos das

raizes da Arctium lappa L. (Bardana).

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar qual dos extratos, etandlico ou cloroférmico, obtidos do p6 das
raizes da Bardana (Arctium lappa L.) é o mais eficaz na protecdo da
mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo etanol.

2. Avaliar qual dos extratos, etandlico ou cloroférmico, obtidos do p6 das
raizes da Bardana (Arctium lappa L.) € o mais efetivo na protecdo da
mucosa gastrica contra lesdes crbnicas, induzidas pelo acido acético.

3. Avaliar a acdo antioxidante in vitro (sobre o DPPH) dos extratos brutos
etanolico e cloroformico, e das fracbes obtidas do extrato bruto
cloroformico.

4. Avaliar qual dos extratos, etandlico ou cloroférmico, obtidos do p6 das
raizes da Bardana (Arctium lappa L.) € o mais potente na reducdo da
secrecao acida gastrica, utilizando o modelo de ligadura do piloro.

5. Avaliar, in vitro, a acdo dos extratos, etandlico e cloroférmico, obtidos do pé
das raizes da Bardana (Arctium lappa L.) sobre a atividade da H' K"
ATPase.

6. Avaliar as alteracdes produzidas pelos extratos, etandlico e cloroférmico,
obtidos do p6 das raizes da Bardana (Arctium lappa L.) sobre a motilidade
gastrointestinal.

7. ldentificar as fracbes mais efetivas do extrato mais potente, obtidas por
meio de seu fracionamento cromatografico orientado pela atividade

biolégica (biomonitorado).
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material Botanico

3.1.1.1 Origem

A Arctium lappa L. foi fornecida pela Fazenda Solidariedade, da Fundacao
de Acdo Social (FAS). A area para cultivo e as plantas matrizes foram
selecionadas pela farmacéutica industrial Jorgeth A. G. Xavier. As raizes
coletadas em novembro de 2003, foram cortadas, secas em estufa e embaladas
em sacos plasticos e de papel. Os sacos, devidamente identificados, foram
armazenados em galpdes apropriados, no laboratério da propria fazenda, e
posteriormente enviados ao laboratério do Departamento de Farmacologia
(UFPR). Uma exsicata foi identificada com o n°® 37173 e estd depositado no
Herbario do Departamento de Botanica da Universidade Federal do Parana
(UFPR).

3.1.1.2 Preparacao do extrato

Os extratos das raizes da Bardana foram fornecidos pelo Departamento de
Quimica da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob a
responsabilidade do Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti. Os fracionamentos foram
realizados apoOs as informacdes dos resultados das atividades bioldgicas
(fracionamento biomonitorado).

Para a obtencdo do extrato bruto cloroférmico (EBC), 7 kg do pé das
raizes da Bardana foi percolado com 19 L de cloroférmio. Apds a concentragdo em
rotaevaporador, foi obtido 64 g do EBC. Em seguida a percolacdo com

cloroférmio, o mesmo material (planta) foi percolado com 14 L de etanol e apds a
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evaporagcdo do solvente, em rotaevaporador, foi obtido 210 g do extrato bruto
etandlico (EET).

As fracfes foram obtidas a partir de 20 g do extrato bruto cloroférmico, que
foi fracionado em coluna de silica gel, usando como eluente um gradiente
hexano/acetato de etila seguido de gradiente acetato de etila/etanol. Com este
fracionamento, foram obtidas 62 fragbes que, apos a analise por cromatografia em
camada fina, foram reunidas em grupos conforme a similaridade do perfil
cromatogréfico. As fragdes FR 7 (mistura - fracdo A), FR 48 (fracdo B), FR 54
(fracdo C), FR 31-43 (fracdo D) e FR 11-12 (fragdo E) apresentaram precipitado
sélido, os quais foram purificados por re-precipitacdo em acetato de etila e

acetona.

3.1.2 Animais

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus, linhagem Wistar) adultos,
fémeas, pesando de 180 a 250 g, e camundongos (Mus musculus, linhagem
Swiss) adultos, fémeas, pesando de 25 a 35 g, fornecidas pelos Biotérios do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPR e da TECPAR (PR). Os animais foram mantidos
em condicbes controladas de temperatura (22 €T = 2) e iluminacdo (12 h
claro/escuro), tendo livre acesso a agua e racdo, sendo que em alguns
experimentos os animais foram mantidos em jejum de 6 - 18 horas. Coelhos
(Oryctolagus cuniculus) albino, machos adultos, com peso entre 1 e 2 kg, foram
adquiridos na Cooperativa dos Produtores do Estado do Parana (Coelho Brasil),
S&do José dos Pinhais (PR), e transportados imediatamente para a execucéo do
experimento. Os protocolos experimentais que utilizaram animais estdo de acordo
com as normas internacionais e foram aprovados pelo Comité de Etica em

Experimentagcdo Animal da UFPR, com o numero de protocolo 160.

3.1.3 Drogas, Reagentes, Solventes e Sais
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Utilizou-se: acido sulfarico, cloreto de sddio, fosfato de potassio (Merck do
Brasil, Rio de Janeiro, Brasil), adenosina 5-trifosfato (ATP), alcian blue, atropina,
coquetel inibidor de ATPase, &cido 5,5-ditio-bis(2-nitrobenzdéico) (DTNB),
molibidato de amoénio, glutationa forma reduzida, &cido etilenoglicol-tetracético
(EGTA), albumina bovina, 2,2 diphenyl-1-picrylnydrazyl (DPPH), omeprazol
(Sigma, Saint-Louis, EUA), &cido etilenodiaminotetracético (EDTA), (Reagen, Rio
de Janeiro, Brasil), acido L-ascorbico, sacarose (Synth, Diadema, Brasil), élcool
metilico (Ecibra, Santo Amaro, Brasil), alcool etilico P.A 95%, acido tricloroacético
P.A, hidroxido de sodio, vermelho de fenol (Vetec, Duque de Caxias, Brasil),
cloreto de magnésio, cloreto de potassio (Carlo Erba, Rodano, Italia), fenolftaleina
(FarmanilQuima, Curitiba, Brasil), Eter etilico P.A (Biotec, Sd0 José dos Pinhais,

Brasil), metoclopramida (Aventis) e carboximetilcelulose.

3.1.4 Equipamentos

Utilizou-se: agitador de tubos (AP56 Phoenix), agitador de eppendorfs
(Marconi), agitador magnético (Fisatom), balancas analiticas (AL500 Marte, AS200
Ohaus, AC210S Sartorius), centrifuga refrigerada (Christ), concentradores
rotatérios (Centrivap 78100-00 e SK5684 Eberle), dispensador (Boeco),
espectrofotdbmetro (Ultrospec 2000 Pharmacia Biotech), homogeinizador (MA 102
Marconi), estufa (Odontobras), leitor de placas (Tecsan), pipetas automaticas
Eppendorf), titulador automatico (Hirschmann Laborgate), ultra-som (Unique),
ultra-centrifuga (HITACHI Himac CP90B).

3.2 METODOLOGIA
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3.2.1 Avaliacao da atividade antiulcerogénica

3.2.1.1 Les0es gastricas induzidas por etanol (ROBERT et al., 1979)

Os animais (ratas) foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso
livre a dgua. Grupos de 6 animais foram tratados oralmente com o veiculo (C:
agua - 0,1 mL/100 g), omeprazol (O: 40 mg/kg) e o extrato (em 3 doses). Sessenta
minutos apos o0s tratamentos com o extrato, agua e omeprazol, foi administrado
etanol (70 % e 80 %, 0,5 mL/animal - vo). Uma hora apés a administracdo do
agente necrotizante, os animais foram mortos através de deslocamento cervical e

os estbmagos processados como descrito no item a seguir.

3.2.1.1a Avaliacao das lesdes géstricas nos modelos agudos

Determinacdo do indice de ulceras

O indice de ulceras foi determinado pela contagem direta das lesdes menores ou
iguais a 1 mm (1 ponto). Quando maiores, o comprimento de cada lesdo na
mucosa glandular foi medido e quantificado atribuindo-se 1 ponto para cada mm.
No caso de Ulceras perfuradas, estas também s&o medidas e cada mm? de lesdo

é multiplicado por 5 pontos (5 pontos/mm?).

3.2.1.2 LesOes gastricas induzidas por acido acético (TAKAGI et al., 1969)

Grupos de ratas foram submetidas a uma dieta alimentar (fornecimento de
ragdo: 9n30 -10h30 e 15h30 -16h30) durante 3 dias antes da indugéao da leséo.
Ap6s esse periodo, os animais foram anestesiados com éter etilico e a
laparotomia foi realizada. O estbmago foi exposto e injetou-se 50 pL de é&cido
acético 20% na subserosa da parede gastrica anterior. O estbmago foi lavado
cuidadosamente com salina 0,9% e a parede abdominal foi suturada. Apés a
recuperacao da anestesia, 0s animais retornaram ao biotério e continuaram sob

regime de restricdo alimentar, com livre consumo de agua. Os tratamentos foram
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iniciados sete dias apés a cirurgia, administrando-se o veiculo (agua - 0,5 mL/100
g), o omeprazol (20 mg/kg) e as diferentes doses do extrato por via oral, 30
minutos apds o consumo de racao, duas vezes por dia, durante sete dias.

Ao final deste periodo de tratamento, os animais foram mortos, os

estdbmagos removidos e esticados para posterior inspecao da mucosa.

3.2.1.2a Avaliacao das lesBes gastricas nos modelos crénicos

Determinacdo do indice de lesdo gastrica crénica

O indice de lesao foi calculado pela multiplicacdo dos pontos obtidos na
observacdo da mucosa, considerando os parametros comprimento, largura e
profundidade das lesdes (mm®). Os resultados correspondentes aos valores

calculados foram expressos como media * erro padrdo das médias.

3.2.2 Avaliagéo da atividade antioxidante

3.2.2.1 Estudo in vitro da atividade sequestradora de radicais livres (DPPH)

A reatividade dos extratos da Bardana com o radical livre estavel 2,2-
diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi determinada através de medidas de alteracao
da absorbancia a 517 nm, de acordo com o método descrito por BLOIS (1958) e
CHEN et al. (2004), com algumas modificagbes. O sistema de reacao foi
constituido de 750 pL de solucéo teste (extrato) e 250 pL de solu¢cdo metandlica
de DPPH (1 mg em 25 mL). Ap6s 5 minutos, o decréscimo da absorbancia foi
medido. Solucdo do agente redutor &cido ascorbico (50 pg/mL) foi utilizada como
controle positivo do teste e como grupo controle negativo foi adicionado agua com
0,32 % de DMSO (veiculo).

3.2.3 Avaliacéo da atividade anti-secretora acida

3.2.3.1 Ligadura de Piloro (SHAY et al., 1945)
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Os animais foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso livre a
agua. Ratas foram anestesiadas com éter e colocadas em decubito dorsal em uma
placa de isopor. Através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, foi
localizado o estébmago e procedido a ligadura do piloro com linha. Por via
intraduodenal, os animais recebem o veiculo (C: agua - 0,1 mL/100 g) e o extrato
(em 3 doses). O grupo omeprazol (O: 40 mg/kg) recebeu o tratamento vo, 40
minutos antes da ligadura do piloro, sendo administrado o mesmo volume de
salina intraduodenal. A seguir, foi suturada a parede abdominal. Quatro horas
apos a cirurgia, os animais foram mortos com anestesia etérea profunda e seus
estdbmagos removidos apds pingamento do esdfago para evitar perda do material
secretado. O 6rgao foi lavado com agua, seco em gaze e aberto ao longo da
curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 mL de 4gua destilada, recolhendo-se
0 conteudo géstrico em tubos de ensaios para a centrifugacao (1500 rpm durante
30 minutos). Apés a centrifugagéo, o volume gastrico foi quantificado em proveta e
colocado em béqueres. A acidez total (mMEQ[H']/mL/4 h) foi quantificada por
titulacdo simples com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2 % como indicador
acido-base (DOMER, 1971).

3.2.3.2 Estudo da atividade na H+, K+ ATPase in vitro

3.2.3.2a Isolamento das vesiculas gastricas de coelho

O coelho foi morto por concussdo cerebral. O estdmago foi extraido,
acondicionado em banho de gelo, aberto pela curvatura menor, lavado e foram
descartadas as regides antral e cardial. A mucosa do corpo gastrico foi
rapidamente separada das camadas muscular e submucosa. A mucosa gastrica
foi picada em pedagcos menores, pesada, transferida para o tampdo de
homogeneizacdo (Tris HCL 50 mM - pH 7,4 - sacarose 250 mM, MgCl, 10 mM,
KCI 5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de protease 0,01 %) e
homogeneizada. O homogenato foi centrifugado a 9000x g por 40 minutos, o

precipitado foi descartado e o sobrenadante novamente centrifugado a 100000x g



36

por 1 h, obtendo-se um precipitado com as vesiculas da membrana apical
contendo a H*, K" ATPase ndo purificada (KUBO et al., 1995).

3.2.3.2b Purificacdo da H*, K" ATPase de coelho

Realizado por centrifugacdo, em gradiente descontinuo de sacarose
segundo método de KUBO et al. (1995). O precipitado contendo a H*, K" ATPase
foi suspenso novamente em tampédo de homogeneizacdo (sacarose 250 mM,
MgCl, 2 mM, &cido etilenoglicol-tetracético (EGTA) 1 mM e Tris.HCI 50 mM - pH
7,4) e foi cuidadosamente adicionado a uma solucédo de sacarose 30 % (1:3). Os
tubos foram centrifugados a 100000x g por 2 h. Duas bandas e um precipitado
foram obtidos. As membranas sedimentadas na superficie da solucdo de sacarose
30 % foram coletadas. Todos os procedimentos foram realizados a 4 °C. O
material enzimatico foi congelado e guardado a -70 °C.

A quantificacdo protéica foi realizada através do kit de analise protéica BCA

- Pierce, utilizando albumina bovina como padréo.

3.2.3.2c Ensaio da atividade enzimatica da H*, K" ATPase

A atividade ATPasica foi determinada mediante a quantificacdo do fosforo
inorganico (Pi) liberado pela hidrélise de ATP exdgeno, na presenca de K'. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de proteina enzimética a 150 pL de tampéo
Tris.HCI (pH 7,4) contendo cloreto de magnésio 2,5 mM, cloreto de potassio 20
mM e ATP, na auséncia e na presenca dos extratos testados. A reacdo foi
interrompida, apos 20 minutos de incubagéo a 37 °C, pela adi¢do de 50 pL de ATC
50 % e esfriamento rapido em banho de gelo (MURAKAMI et al.,, 1992). A
quantificac@o de fosfato inorganico liberado foi realizada através da adi¢éo de 900
pL da solucado reagente (4,7 mL de agua; 0,7 mL de &cido sulfarico 10 N; 0,6 mL
de molibidato de aménio 2,4 %; e 3 mL de &cido ascoérbico 10 %) nas amostras,

gue foram incubadas por 20 minutos a 37 °C. O produto foi obtido e quantificado
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por leitura espectofotométrica a 820 nm (FISKE e SUBBAROW, 1925). A atividade
enzimatica foi calculada utilizando o coeficiente de extincdo do Pi (¢ =
11000/M/cm).

3.2.4 Avaliagdo da motilidade intestinal

3.2.4.1 Esvaziamento gastrico

Grupos de 7 animais (camundongos) foram tratados com o veiculo (grupo
C: controle, agua, via oral), com atropina (A: 3,0 mg/kg, via subcuténea),
metoclopramida (M: 30 mg/Kg, via oral) e com 3 doses do extrato em estudo. Uma
hora (vo) ou 30 minutos (ip) ap0s os tratamentos, 0s animais receberam por
gavagem 0,5 mL de um marcador colorido semi-sélido (vermelho de fenol 0,5 %
em carboximetilcelulose 1,5 %). Transcorridos 20 minutos desta administracdo, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, a cavidade abdominal foi
aberta, o piloro e a parte distal do eséfago foram pincados, o estdmago foi retirado
com seu conteudo e entdo aberto e lavado com 7 mL de agua destilada. O
conteudo gastrico coletado foi centrifugado a 1500 rpm, 30 min. A 600 pL do
sobrenadante foi adicionado igual volume de NaOH 0,025 N (pH 12) e a solucdo
obtida foi lida em espectrofotometro a 560 nm. Também foi realizada uma curva
controle (tempo zero), através de um grupo de 7 animais que receberam vermelho
de fenol (0,5 mg/mL) e logo apds foram sacrificados, sendo assim considerados
com 0% de esvaziamento. Os resultados expressos em porcentagem de
esvaziamento gastrico em relacdo ao grupo controle tempo zero (SCARPIGNATO
et al , 1980).

3.2.4.2 Transito intestinal

Apés a retirada do estbmago, para avaliacdo do esvaziamento
gastrico, foi retirado o intestino delgado para a avaliacdo da distancia percorrida

pelo vermelho de fenol. Com auxilio de uma régua, foi medido o comprimento total
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do intestino delgado de cada animal desde o piloro até a valvula ileo-cecal, bem
como a distancia percorrida pelo vermelho de fenol até a dltima por¢do que
contenha, pelo menos, 1 cm continuo do marcador. Os resultados destas medidas
foram expressos em porcentagem da distancia percorrida pelo marcador em
relacdo ao comprimento total do intestino delgado (STICKNEY e NORTHUP,
1959).

3.3 EXPRESSAO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como as médias + erro padrao das médias
de 6 - 7 animais por grupo nos experimentos in vivo e amostras em triplicata nos
experimentos in vitro. As diferengas entre as médias foram determinadas através
da analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. As
analises foram realizadas usando o Programa para Windows, GraphPad Prism
versao 3.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Um valor de p menor que 0,05

foi considerado significante.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DOS EXTR ATOS DA
BARDANA

4.1.1 Avaliacdo da atividade protetora do extrato b  ruto etandlico contra as

lesBes gastricas induzidas de forma aguda

O omeprazol (40 mg/kg) e o EET nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg
foram capazes de proteger a mucosa gastrica, reduzindo a area lesada de 183 +
2,7 mm? do controle para 46,0 + 8,5; 18,4 + 8,5; 80,4 + 10,8 e 75,8 + 9,7 mm?

respectivamente (Figura 4.1).

2001

1004 *

Area lesada (mm 2

CNL C o) 100 300 1000
EET, vo (mg/kg)
Etanol 80% 0,5mL/animal, vo

Figura 4.1: Efeito do extrato bruto etanélico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre as
lesBes gastricas induzidas pelo etanol 80%, em ratos. O CNL corresponde ao grupo
controle ndo lesado, o C ao grupo controle, tratado com agua, e o grupo O é o grupo
tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas representam a média de 6 animais e a
barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média). Os resultados foram avaliados
utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001.

4.1.2 Avaliagdo da atividade protetora do extrato b  ruto cloroférmico contra

as lesdes gastricas induzidas de forma aguda
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O omeprazol (40 mg/kg) e o EBC, nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg,
foram capazes de proteger a mucosa gastrica contra as lesées produzidas pela
administracdo do etanol, reduzindo o indice de lesdo do grupo controle de 43,7 £
6,3 mm? para 3,5 + 1,1; 9,2 + 4,0; 6,6 + 2,8 e 0,42 + 0,42 mm? respectivamente
(Figura 4.2).
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Figura 4.2: Efeito do extrato bruto cloroféormico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre as lesdes gastricas induzidas pelo etanol 70%, em ratos. O CNL corresponde ao
grupo controle ndo lesado, o C ao grupo controle, tratado com agua, € o grupo O é o
grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas representam a média de 6 animais
e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média). Os resultados foram avaliados
utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001.

Conforme pode ser observado na figura 4.3, todos os tratamentos
realizados (omeprazol, 40 mg/kg; EBC 10, 30 e 100 mg/kg) foram capazes de
reduzir o indice de Ulcera produzido pelo etanol de 183 + 2,7 mm? no controle para

46,0 +8,5; 70,4 + 4,2; 55,2 + 8,5 e 43,6 + 14,8 mm?, respectivamente.
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Figura 4.3: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre as lesdes gastricas induzidas pelo etanol 80%, em ratos. O CNL corresponde ao
grupo controle ndo lesado, o C ao grupo controle, tratado com agua, € o grupo O é o
grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas representam a média de 6 animais e
a barra de erro indica 0 EPM (erro padrao da média). Os resultados foram avaliados
utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste
post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001.

4.1.3 Avaliacdo da atividade protetora do extrato b  ruto etandlico contra as

lesGes gastricas induzidas de forma crénica

O tratamento dos animais com omeprazol (20 mg/kg) e com o EET nas
doses de 10, 30 e 100 mg/kg, durante 7 dias, 2 vezes por dia, levou a uma
reducdo nas lesdes da mucosa géastrica de 176,6 + 17,6 mm® no grupo controle
para 59,5 + 3,6; 36,8 + 9,5: 62 + 7,6 e 77,4 + 17,4 mm? respectivamente (Figura
4.4).
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Figura 4.4: Efeito do extrato bruto etanélico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre as
lesBes géstricas cronicas, induzidas pelo acido acético 20%, em ratos. O C corresponde
ao grupo controle, tratado com agua, € o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (20
mg/kg). As colunas representam a média de 6 animais e a barra de erro indica 0 EPM
(erro padréo da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia
entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*)
considerando P < 0,001.

4.1.4 Avaliagdo da atividade protetora do extrato b  ruto cloroférmico contra

as lesdes gastricas induzidas de forma crénica

Os grupos de animais tratados com EBC na dose de 100 mg/kg e
omeprazol (20 mg/kg), durante 7 dias, 2 vezes por dia, apresentaram uma reducao
no fndice de lesdes da mucosa gastrica de 176,6 + 17,6 mm® observado no grupo
controle, para 84,2 + 12,0 e 50,8 + 5,9 mm?®respectivamente (Figura 4.5).

Os grupos tratados com EBC, nas doses de 10 e 30 mg/kg ndo apresentam

alteracdo da area lesada pelo acido acético.
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Figura 4.5: Efeito do extrato bruto etandlico (EBC) das raizes de Arctium lappa L. sobre as
lesBes gastricas crbnicas, induzidas pelo &cido acético 20%, em ratos. C corresponde ao
grupo controle, tratado com agua, e o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (20
mg/kg). As colunas representam a média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM
(erro padrdo da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia
entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*)
considerando P < 0,05 e (**) P < 0,001.

4.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIOXIDANTE DOS EXTRATO S DA
BARDANA

4.2.1 Determinacdo da atividade antioxidante do ext rato bruto etanodlico

através de metodologia in vitro

A capacidade antioxidante do acido ascérbico (50 pg/mL) e do EET, nas
concentracdes de 10, 50 e 100 pg/mL, foi observada através da redugdo de DPPH
do grupo controle de 0,25 + 0,01 nm para 0,08 = 0,004; 0,15 + 0,03; 0,1 £ 0,002 e
0,08 £ 0,009 nm respectivamente (Figura 4.6). O EET na concentragéo de 1 pg/mL

nao foi capaz de alterar a quantidade de DPPH.



0.39

DPPH
(absorbancia)
o o
P N
1 1
>(.

0.0
C Aa 1 10 50 100

EET, ug/mL

Figura 4.6: Efeito antioxidante do extrato bruto etandlico (EET) das raizes de Arctium
lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa ao grupo acido
ascorbico (50 pug/mL). Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro padréo da
média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a analise de
variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (n=3).

4.2.2 Determinagdo da atividade antioxidante do ext rato bruto cloroférmico

através de metodologia in vitro

O &cido ascorbico (50 pug/mL) e o EBC (250 pg/mL) foram efetivos em
reduzir a quantidade de DPPH de 0,2 + 0,02 nm no grupo controle para 0,08 *
0,004 e 0,1 £ 0,004 nm, respectivamente (Figura 4.7).

Entretanto, o EET nas concentracdes de 50 e 100 ug/mL, ndo alterou a

quantidade de DPPH (Figura 4.7).
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Figura 4.7: Efeito antioxidante do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium
lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa ao grupo acido
ascorbico (50 pg/mL). Os resultados estdo expressos em média = EPM (erro padrédo da
média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a analise de
varidncia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (n=3).

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTI-SECRETORA ACIDA DOS EXTRATOS
DA BARDANA

4.3.1 Avaliacdo da atividade anti-secretora acidad o extrato bruto etanolico
O volume da secrecao gastrica dos animais tratados com o omeprazol (40

mg/kg) e com EET (nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg) né&o foi reduzido quando

comparados ao grupo controle (7,8 £ 0,5 mL; Figura 4.8).
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Figura 4.8: Efeito do extrato bruto etandlico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre a
secrecao gastrica, em ratos. O C corresponde ao grupo controle, tratado com agua, e o
grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/mL). As colunas representam a média
de 6 animais e a barra de erro indica 0 EPM (erro padrdo da média). Os resultados foram
avaliados utilizando a andlise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida
pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05.

A acidez do contetdo géstrico foi reduzido de 0,07 + 0,003 mEq[H*]/mL no
grupo controle para 0,01 + 0,08 mEq[H"}/mL e para 0,04 + 0,01 mEq[H"]/mL apds
o tratamento com omeprazol (40 mg/mL) e o EET na dose de 100 mg/kg. As
doses de 300 e 1000 mg/kg do EET néo foram capazes de alterar a acidez total da

secrecao acida gastrica (Figura 4.9).
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Figura 4.9: Efeito do extrato bruto etandlico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre a
acidez da secrecdo gastrica, em ratos. O C corresponde ao grupo controle, tratado com
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agua, e o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas representam
a média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média). Os
resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de
uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05 e (**) P<
0,001.

4.3.2 Avaliacdo da atividade anti-secretora acida d o extrato bruto

cloroférmico através de metodologia  in vivo

O omeprazol (40 mg/kg) e o EBC nas doses de 100, 300 e 600 mg/kg foram
capazes de reduzir significativamente a acidez do conteudo géastrico de 0,09 *
0,005 mEq[H']/mL para 0,01 + 0,003; 0,07 + 0,003; 0,07 + 0,003 e 0,06 + 0,004
mEq[H"]/mL respectivamente (Figura 4.10).
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Figura 4.10: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre a acidez da secrecao gastrica, em ratos. C corresponde ao grupo controle, tratado
com agua, € o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas
representam a média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média).
Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA
de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05, (**) P <
0,0le (#) P<0,001.

O volume da secrecdo acida gastrica foi reduzido de 11,0 + 1,2 mL
(controle) para 4,3 + 0,5 e para 6,2 = 0,6 mL apdés os tratamentos com o
omeprazol (40 mg/kg) e o EBC na dose de 600 mg/kg, mas nao foi alterado com o
EBC nas doses de 100 e 300 mg/kg (Figura 4.11).
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Figura 4.11: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre a secrecao gastrica, em ratos. C corresponde ao grupo controle, tratado com agua,
e 0 grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas representam a
média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padréo da média). Os resultados
foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via,
seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05; (**) P < 0,01.

O omeprazol (40 mg/kg) e o EBC na dose de 1000 mg/kg, administrado por
via oral, foi capaz de reduzir a acidez da secrecdo gastrica para 0,007 + 0,005 e

0,02 + 0,004 mEQ[H"}/mL quando comparado a acidez do grupo controle (0,04 +
0,004 mEq[H]/mL; Figura 4.12).

As doses de 100 e 300 mg/kg do EBC néo alteraram a acidez do conteudo
gastrico.
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Figura 4.12: Efeito da administracdo vo do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre a acidez da secrecdo gastrica, em ratos. C corresponde ao grupo
controle, tratado com &gua, e o grupo O € o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As
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colunas representam a média de 6 animais e a barra de erro indica 0 EPM (erro padrédo
da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia entre os grupos
(ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P <
0,05 e (**) P <0,001.

Quando comparamos 0 volume de secre¢do obtida no grupo de animais
controle, que foi de 6,8 £ 0,4 mL, observou-se que o0s tratamentos com o
omeprazol (40 mg/kg) e com o EBC na dose de 1000 mg/kg foram capazes de
reduzir este volume para 4,4 £ 0,5 e para 3,9 + 0,1 mL, respectivamente, enquanto
gue o EBC nas demais doses testadas (100 e 300 mg/kg) ndo foi capaz de alterar

o volume secretado durante o periodo de 4 horas.
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Figura 4.13: Efeito da administrac&o vo do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre a secrecdo gastrica, em ratos. C corresponde ao grupo controle,
tratado com agua, e o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas
representam a média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrao da média).
Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA
de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,01 e (**) P
<0,001.

O omeprazol (40 mg/kg) e o EBC, administrado por via intraperitoneal, nas
doses de 10, 30 e 100 mg/kg, foi capaz de reduzir a acidez da secrecao gastrica
de 0,03 + 0,006 mEq[H*]/mL no controle para 0,002 + 0,0004; 0,01 + 0,002; 0,01 +
0,002; 0,01 + 0,0 mEq[H")/mL respectivamente (Figura 4.14)
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Figura 4.14: Efeito da administracdo ip do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre a acidez da secrecdo géastrica, em ratos. C corresponde ao grupo
controle, tratado com agua, e o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As
colunas representam a média de 6 animais e a barra de erro indica 0 EPM (erro padrédo
da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia entre os grupos

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P <
0,001.

O volume da secrecao gastrica dos animais tratados com o omeprazol (40
mg/kg) e com o EET nas doses de 100 e 300 mg/kg foi reduzido de 7,8 £ 0,5 mL
no grupo controle para 3,5 +0,1; 3,6 + 0,3 e 3,3 £ 0,1 mL respectivamente (Figura
4.15).

O tratamento dos animais com EBC na dose de 30 mg/kg, nédo foi capaz de

reduzir o volume da secrecdo gastrica em comparagdo ao grupo controle (Figura
4.15).
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Figura 4.15: Efeito da administracédo i.p. do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre a secrecdo gastrica, em ratos. C corresponde ao grupo controle,
tratado com agua, e o grupo O é o grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg). As colunas
representam a média de 6 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média).
Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA
de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05 e (**) P
<0,01.

4.3.3 Determinacdo da atividade anti-secretora acid a do extrato bruto

etanolico através de metodologia in vitro

Conforme representado na figura 4.9, a atividade da bomba de prétons foi
reduzida de 5,3 £ 0,05 uM de Pi/mg/minuto no grupo controle para 3,6 + 0,2 uM de
Pi/mg/minuto no grupo exposto ao EET na concentracdo de 1000 pg/mL.

O EET nas concentracdes de 10 e 100 pg/mL ndo alterou a atividade da

bomba de prétons (Figura 4.16).
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Figura 4.16: Efeito do extrato bruto etandlico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre a
atividade da H', K" ATPase gastrica isolada de coelhos. O C corresponde ao grupo
controle. Os resultados estéo expressos em UM de Pi/mg/minuto de atividade ATPasica. A
correlacdo da atividade ATP&sica foi avaliada utilizando a andlise de variancia entre os
grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando

P < 0,01 (n=3).

4.3.4 Determinacdo da atividade anti-secretora acid a do extrato bruto

cloroférmico através de metodologia  in vitro

Com a adicdo do EBC nas concentracbes de 30, 100 e 300 pg/mL, a
atividade da bomba de protons foi reduzida de 10,6 + 0,8 uM de Pi/mg/minuto no
grupo controle para 8,2 + 0,02; 28 + 0,1; 0,6 =+ 0,1 puM de Pi/mg/minuto
respectivamente (Figura 4.17).

O EBC na concentragdo de 10 yg/mL n&o reduziu de forma significativa a

atividade da enzima H*, K" ATPase.
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Figura 4.17: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre a atividade da H*, K* - ATPase gastrica isolada de coelhos. C corresponde ao grupo
controle. Os resultados estdo expressos em UM de Pi/mg/minuto de atividade ATPasica. A
correlacdo da atividade ATP&sica foi avaliada utilizando a andlise de variancia entre os
grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando
P <0,05 e (**) P < 0,001.

4.4 AVALIACAO DOS EXTRATOS DA BARDANA SOBRE A MOTILI DADE
GASTROINTESTINAL

4.4.1 Avaliacdo da atividade do extrato bruto etandé lico sobre a motilidade

gastrointestinal

O EET nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg, administrados por via oral,
ndo alterou a taxa de esvaziamento gastrico. Somente o grupo de animais
tratados com metoclopramida (30 mg/kg) apresentou aumento da taxa de
esvaziamento gastrico (84,3 £ 2,6 %) em compara¢do com o grupo controle (61,7
+5,9 %; Figura 4.18).
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Figura 4.18: Efeito do extrato bruto etanélico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre o
esvaziamento géstrico, em camundongos. C corresponde ao grupo controle, tratado com
agua, e o grupo M é o grupo tratado com metoclopramida (30 mg/kg). As colunas
representam a média de 7 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média).
Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia entre os grupos (ANOVA
de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,05.

O EET nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg ndo promoveu qualquer
alteracdo da taxa de transito intestinal em comparacdo com o grupo controle (60,8
+ 1,8 %). Apenas o grupo de animais tratado com atropina (3 mg/kg) apresentou

reducdo no percentual de transito intestinal para 33,1 £ 2,3 % (Figura 4.19).



55

~
a1
]

n
o
1

Transito intestinal (%)
g

C A 100 300 1000
EET, vo (mg/kg)
Vermelho de Fenol 0,05 % 0,5 mL/animal, vo

Figura 4.19: Efeito do extrato bruto etanélico (EET) das raizes de Arctium lappa L. sobre o
transito intestinal, em camundongos. C corresponde ao grupo controle, tratado com agua,
e 0 grupo A é o grupo tratado com atropina (3 mg/kg). As colunas representam a média
de 7 animais e a barra de erro indica 0 EPM (erro padrdo da média). Os resultados foram
avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida
pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001.

4.4.2 Avaliacdo da atividade do extrato bruto cloro  férmico sobre a motilidade
gastrointestinal

O EBC nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg néo alterou a taxa de
esvaziamento gastrico em relacdo ao grupo controle (52,6 + 9,3 %). Apenas o
grupo tratado com metoclopramida (30 mg/kg) apresentou elevagdo na taxa de
esvaziamento gastrico para 75,9 + 2,2 % (Figura 4.20).
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Figura 4.20: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre o esvaziamento gastrico, em camundongos. C corresponde ao grupo controle,
tratado com agua, e o grupo M é o grupo tratado com metoclopramida (30 mg/kg). As
colunas representam a média de 7 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrao
da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia entre os grupos
(ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P <
0,05.

O EBC nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg ndo alterou a taxa de transito
intestinal em comparag&o ao grupo controle. Apenas o grupo tratado com atropina
(3 mg/kg) apresentou reducao do percentual de transito intestinal de 66,3 + 2,4 %

no grupo controle para 21,1 + 1,6 % (Figura 4.21).
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Figura 4.21: Efeito do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L.
sobre o transito intestinal, em camundongos. C corresponde ao grupo controle, tratado
com agua, e o grupo A é o grupo tratado com atropina (3 mg/kg). As colunas representam
a média de 7 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padrdo da média). Os
resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de
uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001.

O EBC, administrado por via oral, na dose de 1000 mg/kg néo alterou a
taxa de esvaziamento géastrico, enquanto que o grupo tratado com metoclopramida
(30 mg/kg) apresentou aumento deste parametro, que foi de 67,6 £ 4,8 % no

grupo controle para 84,9 + 2,5 % (Figura 4.22).
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Figura 4.22: Efeito da administracdo do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre o esvaziamento géstrico, em camundongos. C corresponde ao
grupo controle, tratado com agua, e o grupo M é o grupo tratado com metoclopramida (30
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mg/kg). As colunas representam a média de 7 animais e a barra de erro indica 0 EPM
(erro padréo da média). Os resultados foram avaliados utilizando a andlise de variancia

entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*)
considerando P < 0,05.

O tratamento dos animais com EBC, por via oral, com a dose de 1000
mg/kg ndo alterou a taxa de transito intestinal, quando comparado ao controle
(60,8 £ 1,7 %; Figura 4.23). J&, o grupo tratado com atropina (3 mg/kg) apresentou
reducéo do percentual de transito intestinal para 33,1 = 2,3 %.
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Figura 4.23: Efeito da administracdo do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de
Arctium lappa L. sobre o transito intestinal, em camundongos. C corresponde ao grupo
controle, tratado com agua, e o grupo A € o grupo tratado com atropina (3 mg/kg). As
colunas representam a média de 7 animais e a barra de erro indica o EPM (erro padréao
da média). Os resultados foram avaliados utilizando a analise de variancia entre os grupos

(ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P <
0,001.

Tabela 4.1 — Efeitos dos extratos da Bardana sobre o trato gastrointestinal.

Anti-Ulcera Anti-secretora Motilidade gastrointest inal

Lesao Leséo DPPH in vivo in vitro Esvaziamento Tréansito

aguda cronica gastrico intestinal
EET + ++ ++ + + - -
EBC ++ + + ++ ++ - -

Nota: + : efeito esperado; - : sem efeito.
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45 ATIVIDADES DAS FRACOES OBTIDAS DO EXTRATO BRUTO
CLOROFORMICO

4.5.1 Determinagdo da atividade anti-secretora acid a das fracdes do extrato

bruto cloroférmico através de metodologia in vitro

A fracdo A do EBC na concentracdo de 10 ug/mL n&o alterou a atividade da
bomba de protons, mas nas concentragdes de 30, 100 ug/mL reduziu a atividade
da enzima H*, K" ATPase de 9,6 + 0,08 pM de Pi/mg/minuto no controle para 5,0 +
0,1 e 1,0 £0,03 uM de Pi/mg/minuto, respectivamente (Figura 4.24).
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Figura 4.24: Efeito da fracdo A do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium
lappa L. sobre a atividade da H*, K" - ATPase géstrica isolada de coelhos. C corresponde
ao grupo controle. Os resultados estdo expressos em UM de Pi/mg/minuto de atividade
ATPasica. A correlacdo da atividade ATPasica foi avaliada utilizando a andlise de
variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (amostras em triplicata).

As fracdes B, C, D e E do EBC aplicadas nas concentragdes de 0,3, 1, 3, 10
e 500 pug/mL, ndo foram efetivas na inibicdo da atividade da bomba de protons em
comparagao ao grupo controle (9,3 + 0,2 uM de Pi/mg/minuto; Figura 4.25; 4.26,

respectivamente).
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Figura 4.25: Efeito das fracGes B (4.28 A), C (4.28 B), D (4.28 C) e E (4.28 D) do extrato
bruto cloroférmico (EBC) das raizes de Arctium lappa L. sobre a atividade da H*, K* -
ATPase gastrica isolada de coelhos. O grupo C corresponde ao grupo controle. Os
resultados estdo expressos em uM de Pi/mg/minuto de atividade ATPasica. A correlagéo
da atividade ATPasica foi avaliada utilizando a andlise de varidncia entre 0s grupos
(ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P <
0,05 (amostras em triplicata).
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Figura 4.26: Efeito das fracbes B, C, D e E do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes
de Arctium lappa L. sobre a atividade da H*, K* - ATPase gastrica isolada de coelhos. C
corresponde ao grupo controle. Os resultados estdo expressos em uM de Pi/mg/minuto de
atividade ATP&sica. A correlacdo da atividade ATPasica foi avaliada utilizando a anélise
de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,05 (amostras em triplicata).

4.5.2 Determinacdo da atividade antioxidante das fr acdes do extrato bruto

cloroférmico através de metodologia  in vitro

Como pode ser observada nas figuras 4.27, 4.28, 4.29, e 4.30 as fracdes A,
B, C e D obtidas do EBC e utilizadas nas concentra¢gdes de 50, 100 e 250 pug/mL
nao foram capazes de alterar os niveis de DPPH das amostras enquanto que o
acido ascorbico (50 pg/mL) reduziu em cerca de 40 % os niveis de DPPH

observados nos controles (0,2 + 0,01 nm).
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Figura 4.27: Efeito antioxidante da fragdo A do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes
de Arctium lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa ao
grupo &cido ascérbico (50 ug/mL). Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro
padrdo da média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a
analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (amostras em triplicata).
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Figura 4.28: Efeito antioxidante da fragdo B do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes
de Arctium lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa ao
grupo &cido ascérbico (50 pug/mL). Os resultados estdo expressos em média + EPM (erro
padrdo da média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a
analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (amostras em triplicata).
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Figura 4.29: Efeito antioxidante da fracdo C do extrato bruto cloroférmico (EBC) das
raizes de Arctium lappa L. sobre o DPPH, in vitro. O grupo C corresponde ao grupo
controle e Aa ao grupo acido ascorbico (50 pug/mL). Os resultados estdo expressos em
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média £+ EPM (erro padréo da média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi
avaliada utilizando a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida
pelo teste post-hoc de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (amostras em triplicata).
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Figura 4.30: Efeito antioxidante da fracdo D do extrato bruto cloroférmico (EBC) das
raizes de Arctium lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa
ao grupo acido ascérbico (50 pg/mL). Os resultados estdo expressos em média + EPM
(erro padrdao da média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando
a analise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc

de Bonferroni), (*) considerando P < 0,001 (amostras em triplicata).

As amostras incubadas com a fracdo E do EBC, nas concentracdes de 100
e 250 pg/mL, foram capazes de reduzir a quantidade de DPPH determinada no
controle de 0,25 £+ 0,01 nm para 0,16 + 0,005; 0,09 £ 0,008 nm, respectivamente
(Figura 4.31).

A concentracdo de 50 pg/mL da fragdo E ndo foi capaz de alterar
significantemente os niveis de DPPH, permanecendo semelhante ao controle
(Figura 4.31).
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Figura 4.31: Efeito antioxidante da fracéo E do extrato bruto cloroférmico (EBC) das raizes
de Arctium lappa L. sobre o DPPH, in vitro. C corresponde ao grupo controle e Aa ao
grupo acido ascorbico (50 pg/mL). Os resultados estdo expressos em média £ EPM (erro
padrdo da média) das absorbancias. A atividade antioxidante foi avaliada utilizando a
andlise de variancia entre os grupos (ANOVA de uma via, seguida pelo teste post-hoc de
Bonferroni), (*) considerando P < 0,01 e (**) P < 0,001 (amostras em triplicata).
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5 DISCUSSAO

A Arctium lappa L., planta conhecida popularmente como Bardana,
apresenta descricdo de diversas propriedades medicinais, dentre elas as acfes
diurética, digestiva e antimicrobiana. No entanto, algumas destas indicacbes ndo
apresentam estudos que comprovem seu efeito. Por esta razéo, este trabalho
objetivou embasar cientificamente as indicagbes terapéuticas da Bardana para o
tratamento de disturbios digestivos.

Inicialmente, realizamos alguns experimentos dando continuidade ao
estudo de MENDES et al. (2005). A obtencdo de novo extrato etandlico da
Bardana foi realizada, para avaliar a perda de atividade do pd das raizes da
Bardana estocado a mais de um ano no Departamento (a sua coleta foi realizada
em novembro de 2003).

A avaliacdo farmacoldgica de uma nova partida do extrato bruto etandlico
foi efetuada e observamos que o mesmo foi efetivo em proteger a mucosa gastrica
contra as lesfes induzidas pelo etanol, somente com a maior dose (1000 mg/kg,
v.0.). Como MENDES et al. (2005) havia observado efeitos protetores também em
doses menores, acreditamos que os resultados que obtivemos podem ter sofrido
interferéncia das mas condi¢des sanitarias e de manejo dos animais no biotério da
UFPR, no periodo de realizacdo destes experimentos.

CALIXTO et al. (2003) e MENDES et al. (2005) descreveram a acao
gastroprotetora dos extratos brutos (aquoso das folhas, e aquoso e etandlico das
raizes) da Bardana. A analise destes resultados mostra que o extrato aquoso das
raizes apresentou menor atividade gastroprotetora do que o etandlico das raizes e
0 aquoso das folhas. MENDES et al. (2005) caracterizou também a acdo anti-
secretora acida do EBE das raizes, além da acdo protetora da mucosa gastrica
contra lesdes produzidas pelo etanol e pelo estresse.

O modelo experimental de avaliacdo in vitro da atividade anti-secretora
acida foi realizado no presente trabalho. O efeito anti-secretor 4cido exercido pelo
EBE (in vivo) apresentado por MENDES et al. (2005) foi confirmado in vitro

através da inibicdo da atividade da enzima H', K ATPase (figura n&o
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apresentada). Com isso, pode-se sugerir que a inibicdo da atividade da bomba de
prétons esta envolvida de forma significativa na reducdo da secrecdo acida
gastrica, desta forma participando do efeito gastroprotetor apresentado pelo EBE
observado no modelo de lesdo gastrica induzida pelo etanol, pois o fator
fundamental para a ocorréncia da lesdo gastrica € a presenca de HCI
(KONTUREK et al., 2005).

Em marco de 2006, com animais fornecidos pelo biotério da UFPR oriundos
de novas matrizes, prosseguimos na avaliagdo do efeito gastroprotetor da
Bardana. A partir de entdo, passamos a trabalhar com os extratos fornecidos pelo
Departamento de Quimica da UFSC.

Para estudarmos a acdo protetora gastrica do EBC (extrato bruto
clorofémico) e do EET (extrato bruto etandlico, obtido do EBC por percolacéo),
utilizamos o modelo de lesdo gastrica induzido de forma aguda pela administracéo
de etanol. Este modelo permite avaliar se o0 extrato estudado estimula e/ou
mantém a resisténcia da mucosa gastrica frente as lesdes produzidas por
substancias exégenas (como o etanol), mecanismo este que pode ser atribuido
aos muitos fatores presentes no estémago, conhecidos como fatores protetores da
mucosa gastrica (WALLACE, 2001). Estas lesdes provocadas pelo etanol séo
lesbes hemorragicas, resultantes de danos oxidativos das células do epitélio
gastrico. Estes danos levam a constricdo de veias e artérias da mucosa gastrica,
produzindo congestéo, inflamacgé&o e leséo tecidual (REPETTO & LIESUY, 2002).
A formacdo de lesdes na mucosa por esse agente necrotizante € decorrente da
reducdo dos mecanismos de defesa do estdbmago (KINOSHITA et al., 1995). O
EET, administrado por via oral, foi eficaz em proteger a mucosa gastrica contra as
lesBes induzidas pelo etanol. Assim, foi possivel confirmar a gastroprotecdo do
EBE anteriormente relatada por MENDES et al. (2005). O EBC também
apresentou potente efeito gastroprotetor, mesmo em doses baixas, atingindo mais
de 50 % de efeito protetor jA com a dose de 10 mg/kg.

Para a avaliacdo da propriedade gastroprotetora é importante a analise do
efeito cicatrizante do extrato, o que pode ser realizado através da observacao de

Ulcera induzida de forma crénica com acido acético 20%. Nesta metodologia,
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varios mecanismos podem estar envolvidos promovendo a cicatrizacdo de Ulceras
gastricas em ratos, como a estimulacdo da expressao do fator de crescimento
epidermal (EGF) pelos nervos sensiveis a capsaicina, o0 aumento na producéo de
muco e prostaglandinas, a inibicdo da infiltracdo de neutrdfilos e a peroxidagao
lipidica no tecido lesado (RODRIGUEZ et al., 2003). Além disso, HAMAISHI et al.
(2006) sugerem que, da mesma forma como é indicada a geracdo de ROS nas
lesbes gastricas induzidas pelo etanol, a geracdo de radicais livres pelos
neutrofilos pode ser um fator determinante para a formacao de Ulceras crénicas
induzidas pelo &cido acético. A utilizacdo deste modelo experimental nos permitiu
observar uma potente acdo cicatrizante através da reducdo significativa das
lesBes gastricas tanto com o EET (em todas as doses administradas), quanto com
0 EBC na dose de 100 mg/kg.

Tendo em vista que os dois extratos do po das raizes da Bardana foram
efetivos em proteger a mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo etanol e
foram capazes de promover uma cicatriza¢cdo mais rapida das les6es provocadas
pela administracdo do acido acético, passamos a analisar os mecanismos de agao
envolvidos neste efeito gastroprotetor. Pretendiamos verificar a influéncia dos
extratos sobre a preservacao de fatores protetores da mucosa gastrica, tais como
a GSH e o muco. Entretanto, os resultados obtidos ndo nos permitiram realizar
esta avaliagdo, porque, apesar de termos repetido diversas vezes o0s
experimentos, ndo conseguimos eliminar os fatores de erro da técnica utilizada.

Porém, os resultados obtidos por CALIXTO et al. (2003), com o extrato das
folhas, e por MENDES et al. (2005), com o0 extrato das raizes, ja haviam
demonstrado que os extratos da Bardana sdo capazes de preservar os niveis de
muco gastrico (via oral e intraperitoneal) e de GSH. LIN et al. (2000) haviam
descrito que a A. lappa protegia hepatécitos lesados pela administracdo de
acetaminofeno e CCl;, e que esta protecdo era devido a acdo antioxidante,
resultante da manutenc&o dos niveis de GSH e citP450 hepéticos. Em 2002, LIN
et al. voltou a observar a acdo antioxidante da A. lappa em lesdes hepéaticas
provocadas pelo etanol e potencializadas pelo CCls, como consequéncia de uma
possivel acdo antioxidante.
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A atividade antioxidante dos extratos (EET e EBC) foi confirmada através
da técnica de avaliacdo da taxa de sequestro do radical livre DPPH. O poder
antioxidante do EET pbde ser observado ja com a concentracdo de 50 pug/mL, com
uma taxa de sequestro de DPPH de 60 %, e o EBC reduziu esta taxa para 54 %

com a concentracdo de 250 pg/mL (Tabela 5.1).

Tabela 5.1 — Percentual de efeito dos extratos das raizes da Bardana na atividade
antioxidante.

DPPH
EET (ug/mL) (%)
1 0
10 37,5
50 60
100 67
500 68
EBC (ug/mL)
50 21
100 25
250 54

Como nao obtivemos resultados conclusivos que permitissem avaliar a
atividade da mieloperoxidase das mucosas gastricas lesadas cronicamente com
acido acético, ndo pudemos analisar a capacidade inibidora da migracdo de
neutréfilos para o local da lesdo. Porém, os resultados vistos até aqui permitem
sugerir que a atividade antioxidante parece ser um importante mecanismo de acao
envolvido no efeito gastroprotetor dos extratos do po das raizes da Bardana (EET
e EBC). Esta acdo antioxidante pode ser decorrente da manutencéo dos niveis de
GSH e muco (CALIXTO et al., 2003; MENDES et al., 2005), considerando que o
muco também é capaz de atuar como antioxidante, inibindo a peroxidacgéo lipidica
e outros processos mediados por radicais livres, que contribuem para os danos da
mucosa gastrica (REPETTO & LIESUY, 2002), além de atuar como uma barreira
fisica natural. Neste caso, 0 muco poderia atuar protegendo a mucosa da acao de
radicais livres e do proprio acido gastrico, pois o contato da mucosa com estes

fatores lesivos impediria/retardaria a sua normal capacidade regenerativa.
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O possivel efeito gastroprotetor da Bardana como consequéncia de uma
acao fisica, como uma barreira protetora sobre a mucosa, foi descartado por
MENDES et al. (2005), que demonstrou a manutencao dos niveis de muco mesmo
apos administracao intraperitoneal do extrato bruto etandlico.

Para esclarecermos outras vias envolvidas no mecanismo de a¢ao do efeito
protetor gastrico do EET da Bardana, utilizamos a técnica in vivo de avaliacdo da
atividade anti-secretora &cida (ligadura pilérica). Esta técnica possibilita observar a
influéncia do extrato testado sobre a taxa de secrecdo acida gastrica. Esse é um
parametro cujo aumento pode causar ulceragdo na mucosa por reduzir os fatores
protetores e lesar diretamente as células da mucosa do estdmago, e que, quando
inibido, favorece a restauracdo da mucosa lesada (JAINU e DEVI, 2006). Também
foi utilizada a técnica in vitro de determinacdo da atividade da bomba de prétons
(H*, K" ATPase), que permite detectar a atividade secretora de HCI da célula
parietal da mucosa gastrica pela enzima H*, K" ATPase (JAINU e DEVI, 2006).

A associacgao dos resultados obtidos nos estudos in vivo, onde constatamos
a presenca do efeito do extrato em reduzir a secre¢do acida gastrica e dos
estudos in vitro, onde comprovamos a presenca do efeito inibidor da enzima H*, K*
ATPase, permite-nos sugerir que, na atividade gastroprotetora dos principios
ativos presentes no extrato etanolico das raizes da Bardana, além da acao
antioxidante, o seu mecanismo de acédo também envolve o importante efeito anti-
secretor 4cido. Sua potencialidade em inibir a secrecdo &cida gastrica reside na
sua capacidade de reduzir a atividade da bomba de prétons na célula parietal, que
€ a etapa final da secrecdo &cida gastrica e o principal alvo para a agédo de
medicamentos (NISHIOKA et al., 1999). A a¢do anti-secretora do EET também
pode ser decorrente da sua acao sobre o SNC. Ha pesquisas que demonstram um
aumento da secrecao acida gastrica pela acdo do GABA sobre seus receptores
GABA, e que o uso de antagonistas GABAa e agonistas GABAg foram capazes de
reduzir a incidéncia de Ulceras (TSAI, 2005). Como SBOLLI (2003) havia relatado
a possivel participacdo do sistema gabaérgico no efeito depressor do extrato
etanodlico da Bardana, podemos sugerir que o EET possua algum principio ativo
que atue sobre o receptor GABAg. Além disso, MENDES et al. (2005) também
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havia sugerido a participacdo do SNC na acao gastroprotetora da Bardana na
protecdo da mucosa gastrica contra as lesbes induzidas por estresse, onde o0 SNC
tem participacéo decisiva.

A acdo do EBC sobre a secrecdo acida gastrica também foi estudada nos
modelos de ligadura do piloro (in vivo) e inibicdo da bomba de prétons (in vitro). As
figuras 4.10 e 4.11 mostram um efeito redutor da acidez da secrecdo acida (em
todas as doses) e do volume secretado (maior dose), quando o EBC foi
administrado pela via intraduodenal. Para confirmar o mecanismo pelo qual esta
inibicdo ocorreu, foi realizado o teste sobre a atividade da bomba de prétons. A
atividade do EBC sobre a bomba de prétons foi bastante efetiva, mesmo nas
doses baixas, caracterizando um efeito significante a partir da concentracdo de 30
Mg/mL e atingindo uma inibicdo da bomba em mais de 50 % na concentracdo de
100 pg/mL (Tabela 5.2).

Tabela 5.2 — Percentual de efeito dos extratos das raizes da Bardana na inibicdo
da atividade da bomba de protons.

Inibicdo da
H", K" ATPase
EET (ug/mL) (%)
10 6
100 9
1000 32
EBC (ug/mL)
10 13
30 23
100 73
300 94

Entretano, o EBC que foi um potente inibidor in vitro da bomba de proétons,
s6 foi efetivo em reduzir a secrecdo 4cida géastrica in vivo quando administrado por
via intraperitoneal (Tabela 5.3). Esse resultado sugere que o0s principios ativos
presentes neste extrato podem ser inativados no pH acido géastrico, podem sofrer
metabolizagdo hepética e/ou outras interferéncias, reduzindo assim a sua

biodisponibilidade efetiva.
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Esse efeito anti-secretor dos extratos da Bardana pode também ser
decorrente da capacidade inibidora da replicacdo viral de alguns compostos
presentes, como a arctigenina e a baicalina, considerando que este efeito é
resultante de uma inibicdo da sintese protéica. Ora, a inibicdo da sintese protéica
pode refletir ndo somente sobre particulas virais, mas também sobre células do
hospedeiro, influenciando sobre a producdo de hormdnios gastrointestinais, como
por exemplo, a gastrina. Ao inibir a produgcédo de gastrina, o extrato indiretamente

inibe o seu estimulo sobre a secre¢éo acida da célula parietal gastrica.

Tabela 5.3 — Percentual de efeito dos extratos das raizes da Bardana na inibicdo
da acidez do conteudo gastrico.

Acidez gastrica

EET (via id - mg/kg)) (%)
100 43
300 14
1000 14
EBC (via id - mg/kg)
100 22
300 22
600 33
EBC (via ip - mg/kg)
10 50
30 60
100 67

Para avaliar a participacdo da via colinérgica no mecanismo de acdo
gastroprotetor dos extratos da Bardana utilizamos o modelo experimental que
determina a taxa de transito intestinal e o esvaziamento gastrico. Neste modelo
experimental, a taxa de esvaziamento gastrico esta relacionada ao mecanismo
neurohumoral, o qual depende de uma inervacdo vagal intacta. Com isso, 0s
neurdnios mioentéricos da parede gastrica sofrem a acdo de varios
neurotransmissores, dentre eles a Ach. Os neurénios excitatérios contém Ach e/ou
substancia P, os quais se projetam diretamente para a camada de musculo
circular, promovendo a contracdo. A Ach é descrita como o maior regulador da

motilidade intestinal, atuando através dos receptores muscarinicos M; e Ms
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(Revisado por HANSEN, 2003). O EET e o EBC néo apresentaram qualquer
influéncia sobre a motilidade gastrointestinal. Como os extratos nao alteraram a
taxa de esvaziamento gastrico e de transito intestinal, sugerimos que a via
colinérgica ndo tem participacdo importante no mecanismo de acao gastroprotetor
destes extratos nestas doses testadas.

Além de demonstrar o efeito e estudar os mecanismos de acédo envolvidos,
Nnosso objetivo também era prosseguir os estudos com fracBes purificadas da
Bardana. Para isto, era necessério fazermos a comparagédo da poténcia do efeito
de extratos obtidos com diferentes solventes para indicarmos qual deles deveria
ser fracionado quimicamente. Apesar de o EBC conseguir atingir 50 % de
protecdo contra Ulceras induzidas por etanol com dose 10 vezes menor (30 mg/kg)
do que o EET (300 mg/kg), este ultimo em doses menores apresentou maior
poténcia, pois 100 mg/kg do EET protegeu 90 %, enquanto que dose semelhante
de EBC protegeu 79 %. Analisando apenas este resultado ndo podemos indicar

qual dos extratos é o mais efetivo (Tabela 5.4).

Tabela 5.4 — Percentual de protecdo dos extratos das raizes da Bardana nas
lesBes induzidas de forma aguda e crénica.

Etanol Cronico
EET (mg/kg) (%) EET (mg/kg) (%)
100 90 10 79
300 56 30 65
1000 59 100 56
EBC (mg/kg) EBC (mg/kg)

10 62 10 35
30 59 30 46
100 76 100 52

100 79 -

300 85 -

1000 99 -

De maneira semelhante ambos os extratos alcancaram cerca de 50 % de
protecdo contra lesBes cronicas induzidas pelo acido acético com doses
equivalentes. Porém, o EET na dose de 10 mg/kg foi capaz de proteger 79 %,

enquanto que a mesma dose do EBC s6 conseguiu proteger 35 % (Tabela 5.4).
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Quando avaliada a atividade antioxidante por meio da quantificacdo de
DPPH, o EET se mostrou mais efetivo porque atingiu 60 % de atividade
antioxidante com a concentracdo de 50 pg/mL, enquanto que o EBC nesta
concentracdo s6 consegue obter 21 %. Para atingir 54 % de atividade antioxidante
o0 EBC precisou ser adicionado na concentracéo de 250 ug/mL (Tabela 5.1).

A secrecado acida gastrica foi reduzida com a dose de 100 mg/mL do EET,
enquanto que a mesma dose do EBC por via intraduodenal néo foi efetiva. O EBC
inibiu a secrecdo acida gastrica em percentual semelhante ao do EET com dose 6
vezes maior. Porém, quando o EBC foi administrado por via intraperitoneal,
mostrou-se mais potente do que administrado por via intraduodenal (Tabela 5.3).
O EBC foi cerca de 8 vezes mais potente para inibir a atividade da bomba de
prétons do que o EET quando testados na concentracdo de 100 pug/mL (Tabela
5.2). Com isso, o EBC se caracteriza como mais potente que o EET na atividade
anti-secretora (in vivo e in vitro).

Na comparacdo de todas as atividades testadas observamos que os dois
extratos, EET e EBC, apresentam perfil de acao diferente, sendo que o EET em
doses menores mostra efeitos mais potentes, enquanto que o EBC na maioria das
vezes tende a obedecer a dindmica de atingir maiores efeitos com doses maiores.
Como o efeito protetor contra as lesdes induzidas pelo etanol foi muito mais
evidente com o EBC, optamos por dar continuidade aos estudos com este extrato.

Muitos compostos presentes na Bardana ja foram isolados e identificados,
incluindo o acido caféico, o acido clorogénico e os flavonoides. Dentre os efeitos
do &cido caféico, esta descrito o seu potente poder antioxidante, sequiestrador de
radicais livres (MAHAKUNAKORN et al.,2004; ZAYACHKIVSKA et al., 2005;
KANG et al., 2006) e por efeito indireto, induzindo enzimas antioxidantes como a
catalase (KANG et al., 2006). O &cido clorogénico também apresenta efeitos
antioxidantes. Ha estudos que conferem a acdo sequestradora de radicais livres
do &cido clorogénico a mais importante atividade bioldgica da Bardana (CHEN et
al., 2004). J4, os flavonoides podem ser responsaveis por a¢des anti-inflamatérias,
pela supressao de neutrdéfilos/cascata de citocinas no TGI, acdes antioxidantes e
sequestrador de radicais livres (ZAYACHKIVSKA et al., 2005), além de aumentar
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o contetdo de muco e de PG na mucosa gastrica (REPETTO & LIESUY, 2002).
ZAYACHKIVSKA et al. (2005) também citam como efeito dos flavonoides a
evolucdo do processo de cicatrizacao de Ulceras.

Assim, foram obtidas cinco fracdes do extrato cloroférmico. Destas,
somente a fracdo A apresentou efeito equivalente ao do EBC no teste da inibicdo
da atividade da H*, K" ATPase. As demais fracdes ndo apresentaram efeito sobre
a atividade da bomba de protons. Como a fracdo A € considerada uma fracdo
menos purificada quimicamente, com uma mistura de principios ativos, a presenca
dessa mistura de compostos pode explicar a sua agdo em detrimento das outras
fragcbes, que foram caracterizadas quimicamente como mais puras. Corroborando
esta hipotese, FONTE (2004) ja fazia referéncia a diversas pesquisas que
comprovam que a mistura de compostos aumenta a acado farmacologica, quando
comparados a soma das atividades de cada composto isolado.

Entretanto, na avaliagdo in vitro da atividade antioxidante das fracbes do
EBC, somente a fracdo E apresentou efeito antioxidante sobre o radical livre
DPPH. As demais fracdes (A, B, C e D) ndo foram capazes de causar qualquer
efeito como sequestrador do radical DPPH. Estas informacdes sugerem que nos
extratos da Bardana podem estar presentes o acido caféico e flavondides, pois
efeitos semelhantes aos descritos para estes produtos foram observados com a
aplicacdo dos extratos, que protegeram contra as lesfes induzidas pelo etanol,
mostraram-se eficientes no processo de reparacdo da mucosa lesada pelo acido
acético e reduziram a secrecdo acida gastrica por inibir a atividade da bomba de
prétons na célula parietal.

Desta forma, podemos concluir que os dois extratos da raiz (etandlico e
cloroférmico) sédo efetivos gastroprotetores, com perfis de acao diferentes que
indicam a presenca e/ou concentracdo diferente de principios ativos. Assim sendo,
o EET parece exercer a sua acao, principalmente, por seus efeitos antioxidante e
inibidor de bomba de proétons. J4 o EBC, mais potente na gastro protecdo, parece
possuir uma atividade antioxidante majoritaria (demonstrada também na fragédo E).
A potente atividade anti-secretora do EBC s6 foi demonstrada in vitro (também

com a fragdo A) e in vivo quando administrada por via intraperitoneal. Com isso,
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7

sugere-se que, se a via de administracdo é importante para o seu efeito, os
principios ativos inibidores da bomba de prétons deverdo receber formulagéo

capaz de protegé-los contra sua inativacao.
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6 CONCLUSOES

Conforme os resultados apresentados, conclui-se que ambos o0s extratos da
Bardana, EET e EBC, demonstraram efeitos gastroprotetores na lesdo aguda
induzida pelo etanol e na lesé@o cronica induzida pelo acido acético. Ao comparar-
se a atividade dos dois extratos, o EBC foi mais efetivo na prote¢cdo da mucosa
lesionada pelo etanol, enquanto que o EET apresentou uma agéo cicatrizante
mais evidente.

Na avaliacdo da atividade antioxidante dos extratos, observou-se que 0s
dois extratos tém acédo sequiestradora sobre o DPPH, sendo que o EET foi mais
potente que o EBC.

A atividade anti-secretora gastrica do EET foi caracterizada in vivo e in vitro.
Ja, o EBC apresentou uma atividade anti-secretora in vivo discreta, quando
comparada a inibicdo da atividade da H*, K" ATPase (in vitro). Quando o EBC foi
administrado pela via intraperitoneal, o potente efeito anti-secretor observado in
vitro também se caracterizou in vivo. Ao se avaliar a atividade dos dois extratos,
foi possivel concluir que o EBC apresentou uma acao anti-secretora gastrica mais
potente que a do EET.

Ao se observar a auséncia de efeito dos extratos etandlico e cloroférmico
sobre a motilidade gastrointestinal, conclui-se que a via colinérgica ndo esta
envolvida de forma significativa no mecanismo de ag&o gastroprotetor dos extratos
da Bardana.

De acordo com os resultado obtidos na avaliagdo dos extratos etandlico e
cloroférmico, considerou-se o0 extrato cloroférmico como mais eficaz na
gastroprotecdo e, assim, foi realizado o fracionamento deste extrato. Dentre as
cinco fracbes obtidas, a fracdo A apresentou efeito anti-secretor in vitro
equivalente ao observado com o EBC. J4, a fracdo E foi a fracdo que apresentou
efeito antioxidante sobre o DPPH.

Assim, conclui-se que o efeito gastroprotetor do EET foi decorrente da sua
potente atividade antioxidante e de seu efeito anti-secretor gastrico, e que o efeito

gastroprotetor do EBC foi conseqiiéncia de sua acdo antioxidante. Porém, ndo se
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exclui outros fatores envolvidos no amplo processo de gastroprotecdo como NO,
infiltracdo celular, fatores de crescimento, entre outros ndo avaliados neste
trabalho.

No estudo das fracbes do EBC, observou-se que a fracdo A foi a
responsavel pela acéo inibidora da H*, K* ATPase e a fracdo E foi a fracdo
determinante para a acdo antioxidante do EBC.

A soma dos resultados obtidos indica que os dois extratos testados
apresentam efeito gastroprotetor, o que justifica a continuidade dos estudos com a
Bardana, pois esta planta tem potencial para ser validada cientificamente,

podendo assim apresentar uma maior utilidade pela populacéo.
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