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Atividade antiulcerogénica de Maytenus obtusifolia
Mart. (Celastraceae) em modelos animais
MOTA, K. S. L.
Pés-Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,
Dissertacao de Mestrado, LTF/CCS/UFPB (2009)

RESUMO

Maytenus obtusifolia Mart. (Celastraceae) € conhecida popularmente como
“bom-nome”, “carne-de-anta” ou "carrancudo”, e utilizada na medicina popular para o
tratamento de “Ulceras graves’, inflamacdes gerais e cancer. Mesmo considerando a
importancia etnofarmacoldgica desta espécie, sdo escassos 0s estudos a respeito
das suas atividades toxicas e farmacoldgicas. Neste estudo, foi avaliada a
toxicidade, atividade antiulcerogénica e o0s provaveis mecanismos de acéo
relacionados ao extrato etandlico bruto (EEtOH) e a fase acetato de etila (FACOEY)
obtidos das folhas de M. obtusifolia. No ensaio toxicologico agudo, a dose unica de
2000 mg/kg do EEtOH administrado via oral (v.0.), provocou sinais de analgesia nos
camundongos, n&o alterou o peso corporal e dos 6rgdos, mas aumentou 0 consumo
de agua dos machos e diminuiu 0 consumo de ragdo das fémeas. Durante este
estudo n&o foram observadas mortes e nem alteragdes macroscopicas nos 6rgaos
dos camundongos. Os testes para indugdo de ulcera foram realizados usando o0s
agentes lesivos HCl/etanol, estresse (imobilizacdo e frio) e antiinflamatorio
néo-esteroidal (AINE) piroxicam em camundongos, etanol e contensdo do suco
gastrico (ligadura de piloro) em ratos. No modelo HCl/etanol, o EEtOH (62,5 125,
250 e 500 mg/kg, v.0.) reduziu o indice de les&o ulcerativa (ILU) em 20, 47, 81 e
33 %, respectivamente. Também foi observado no modelo de etanol que o EEtOH e
a FACOEt (62,5 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) reduziram o ILU em 22, 49, 61, 79 e 48,
69, 77, 84 %, respectivamente. No modelo de estresse 0 EEtOH e a FAcCOEt
(62,5, 125 e 250 mg/kg, v.0.) reduziram o ILU em 41, 31, 60 e 54, 53, 50 %,
respectivamente. Resultado semelhante foi evidenciado no modelo de AINE, cujas
porcentagens de protegéo foram 63, 66, 63 % (EEtOH) e 36, 50, 76 % (FACOEY).
Nas ulceras induzidas por contens&o do suco gastrico (ligadura de piloro) o EEtOH e
a FAcCOEt (250 mg/kg, v.0.) apresentaram protecdo gastrica de 26 e 40 %,
respectivamente. Neste modelo, o EEtOH e a FAcOEt administrados via
intraduodenal (i.d.) reduziram o volume do suco gastrico, porém nao alteraram o pH
e a concentracdo de H*. No entanto, quando administrados v.0., o EEtOH n&o
alterou esses parametros avaliados, entretanto, a fase aumentou 0 volume do suco
gastrico, o pH e reduziu a concentragéo de H*. Na avaliac&o do mecanismo de acé&o
citoprotetor foi observado que a FACOEt (125 e 250 mg/kg, v.0.) ndo aumentou 0s
niveis de PGE; na mucosa. O efeito gastroprotetor do EEtOH e da FAcOEt
(250 mg/kg,v.0.) € independente do &éxido nitrico e depende da participagdo dos
grupamentos sulfidrilas. No modelo de Ulcera induzida por acido acético 30 %, o
tratamento crénico com o EEtOH e a FAcOEt (250 mg/kg, v.0.) apresentaram
porcentagens de cicatrizacio de 52 e 57 %, respectivamente. Neste modelo, durante
os 14 dias de tratamento, foi observado que o extrato promoveu diminuicdo na
ingesta de agua e aumento nos niveis séricos de uréia dos animais testados. Estes
dados indicam que M. obtusifolia apresenta atividade antiulcerogénica, que pode
estar relacionada a participagdo dos grupamentos sulfidrilas, validando o uso
popular desta espécie.

Palavras-chave: ulcera gastrica, Maytenus obtusifolia, atividade gastroprotetora e
atividade cicatrizante



Antiulcerogenic activity of Mayfenus obtusifolia Mart.
(Celastraceae) in animal models

MOTA, K. S. L.

Pés-Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos,

Master's thesis, LTF/CCS/UFPB (2009)

ABSTRACT

Maytenus obtusifolia Mart. (Celastraceae) is popularly known as “bom-nome”,
“carne-de-anta” or “carrancudo’. It is used in the folk medicine for the treatment of
ulcers, general inflammations and cancer. Despite of the ethnopharmacologic
importance of this species there are few studies about the toxic and pharmacological
activities. In this study it was evaluated the toxicity, antiulcerogenic activity and the
likely action mechanisms related to the crude ethanolic extract (EEtOH) and the
phase ethyl acetate obtained of the leaves of M. obtusifolia. In the acute toxicity
assay, the single dose of 2000 mg/kg of EEtOH administered p.o. caused signs of
analgesy in mice did not change the body and organs weight of the mice, but it was
observed an increase in the males’ water consumption and decrease in the females’
food consumption. During the study no deaths and no macroscopic changes in the
organs were observed in the mice. The antiulcer assays were performed using the
lesive agents HCl/ethanol, stress (cold-restraint) and nonsteroidal anti-inflammatory
drug (NSAID) in mice, ethanol and contention of the gastric juice (pylorus ligature) in
rats. In the HCl/ethanol-induced ulcer model the EEtOH (62,5 125, 250 e 500 mg/kg,
p.o.) reduced the ulcerative lesion index (ULI) in 20, 47, 81 e 33 %, respectively. It
was also observed in the ethanol-induced ulcer model that the EEtOH and FAcCOEt
(62,5 125, 250 e 500 mg/kg, p.o.) reduced the ULI in 22, 49, 61, 79 e 48, 69, 77,
84 %, respectively. In the stress-induced ulcer model the EEtOH and FAcCOEt
(62,5, 125 e 250 mg/kg, p.o.) reduced the ULI for 41, 31, 60 e 54, 53, 50 %,
respectively. Similar results were evidenced in NSAID-induced lesion model, whose
percentages of protection were 63, 66, 63 % (EEtOH) and 36, 50, 76 % (FAcCOEY).
Ulcers induced by contention of the gastric juice (pylorus ligature) the EEtOH and
FACOEt (250 mg/kg, p.o.) showed gastric protection of 26 e 40 %, respectively. In
this model the EEtOH and FAcCOEt administered i.d. reduced the volume of the
gastric juice, but it didn’'t change the pH and the concentration of H*. However, when
administered p.o. the EEtOH did not change these parameters evaluated, but the
FACOEt increased the volume of gastric juice and pH and it decreased the
concentration of H*. In the evaluation of cytoprotective action mechanism it was
observed that the FACOEt (125 and 250 mg/kg, p.o.) did not increase the levels of
PGE: in the mucosa. The gastroprotective effect of EEtOH and FACOEt (250 mg/kg,
p.0.) is independent of nitric oxide and dependent on the participation of sulphydryl
groups. In the acetic acid-induced ulcer model, the chronic treatment with EEtOH and
FACOEt (250 mg/kg, p.o.) showed healing of 52 and 57 %, respectively. In this
model, during the 14 days of treatment, it was observed that the extract showed the
reduction of water intake and increase in serum urea of the animals tested. These
data indicate that M. obtusifolia show antiulcerogenic activity, which may be related
to the participation of sulfhydryl groups, supporting the popular use of this species.

Key words: gastric ulcer, Maytenus obtusifolia, gastroprotective activity and healing
activity
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HSP Proteina de choque térmico
HCO; fon bicarbonato

H20, Peréxido de hidrogénio

H* Proton

H',K’'-ATPase = Bomba de prétons

ICAM-1 Molécula de adeséo intercelular 1

i.d. Intraduodenal

ILU indice de Lesao Ulcerativa

IL-1B8 Interleucina 1 beta

iNOS Sintase do éxido nitrico induzida

i.p. Intraperitoneal

IP; 1,4,5-trisfosfato de inositol

K* fon potassio

L-NAME N®-nitro-L-arginina-metil-ester

LTB-4 Leucotrienos B4

LTC-4 Leucotrienos C4

NANC Neurénios ndo adrenérgicos nao colinérgicos
NADPH Nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato-hidrogénio
NADP* Fosfato de dinucleotideo adenina nicotinamida
NEM N-etilmaleimida

NO Oxido nitrico



Sintase do 6xido nitrico
Sintase do 6xido nitrico neuronal
Anion superoéxido

Radical hidroxil

Peptideo ativador da ciclase de adenilil pituitaria

Acido periédico de Schiff

Fator de crescimento derivado de plaguetas

Prostaglandina da série E
Prostaglandinas

Prostaciclina 2

Proteina cinase dependente de AMP,
Proteina cinase dependente de GMP,
Fosfolipase C

Inibidores da bomba de prétons
Subcutanea

Grupamentos sulfidrilas

Sistema Nervoso Central

Sistema Nervos Entérico

Superdxido desmutase

Receptor de somatostatina 2

Fator de crescimento transformador alfa
Fator de crescimento transformador beta
Fator de necrose tumoral alfa

Hormonio liberador da tirotropina
Horménio estimulante da tiredide
Volume corpuscular médio

Fator de crescimento endotelial vascular
Peptideo intestinal vasoativo

Via oral
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1 INTRODUGAO
1.1 Consideragdes gerais

As plantas tém sido utilizadas de forma empirica no tratamento de varios
males que acometem a humanidade, desde os tempos mais remotos
(TAYLOR et al., 2001; VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005). O emprego de
plantas medicinais, como medicamento, € de grande valia (KINGHORN, 2002), uma
vez que segundo a Organizagdo Mundial de Saude, cerca de 80 % da populagéo
mundial, principalmente em paises em desenvolvimento, faz uso de plantas
medicinais para tratar suas enfermidades (GURIB-FAKIM, 2006).

A possibilidade de encontrar novas moléculas a partir de produtos naturais €
imensuravel (GURBUZ et al., 2002). Por essa razéo as plantas e seus derivados
sd8o as maiores fontes de farmacos, movimentando consideravelmente o mercado
farmacéutico (KIRKPATRICK, 2002).

De acordo com Newman; Cragg; Snader (2003), das 877 novas moléculas
introduzidas no mercado entre os anos de 1981 e 2002, 49 % foram substancias
isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos ou moléculas sintetizadas a partir de
estruturas de origem natural. No entanto, o estudo com plantas medicinais nao se
restringe apenas a procura de novas moléculas, ja que estas plantas podem ser
empregadas em diferentes formas de preparacdes farmacéuticas, como infusdes,
tinturas, extratos, fracdes ou no desenvolvimento de fitomedicamentos
(RATES, 2001).

O Brasil possui um relevante patriménio genético, sendo considerado o pais
com a maior biodiversidade do mundo, com cerca de 20 % do numero total de
espécies do planeta (CALIXTO, 2003; OMENA, 2007; SOUZA; FELFILI, 2006). Além
disto, a utilizacdo de plantas medicinais € uma pratica muito difundida no Brasil,
como resultado do conhecimento empirico passado de geracdo a geracdo. No
entanto, as plantas medicinais da flora brasileira sdo utilizadas com pouca ou
nenhuma comprovacao de suas propriedades farmacolégicas
(VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005), caracterizando apenas 10 % das plantas
com relacdo as suas propriedades bioldgicas e 5 % com objetivo fitoquimico
(LUNA et al.,, 2005). Com base nestas informacbes, a pesquisa com plantas

medicinais se torna muito relevante, uma vez que, busca a validacdo de suas
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propriedades farmacolégicas, através de uma avaliagdo minuciosa da eficacia e
seguranca das mesmas (RATES, 2001).

Para se obter sucesso na pesquisa com plantas s&o necessarios critérios
adequados na selecdo das espécies vegetais. Segundo Holetz et al. (2002), a
escolha com base no conhecimento popular (etnofarmacologia) deve-se ao
acumulo milenar das informagdes, 0 que aumenta a possibilidade de se descobrir
novos compostos. Porém, a selecdo com base nos constituintes quimicos
(quimiotaxonomia) encontrados em um dado género ou familia torna-se
interessante principalmente pela possibilidade de se obter quantidades elevadas

de compostos ativos.

Desta forma a pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e
apresenta um carater multidisciplinar, envolvendo as areas de botéanica, quimica,
farmacologia e toxicologia, principalmente quando o objetivo da pesquisa é
encontrar substancias ativas uteis a terapéutica (SOUZA-BRITO, 1996;
RATES, 2001).

O uso de plantas medicinais no tratamento dos disturbios gastrintestinais, em
particular da Ulcera péptica, € uma pratica muito difundida na medicina popular em
todo 0 mundo (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). Neste contexto o
presente trabalho propde-se a estudar produtos de plantas medicinais com possivel
atividade antiulcerogénica, visando contribuir para a validagdo, 0 uso seguro €

racional das plantas medicinais.

1.2 Anatomia funcional do estébmago
1.2.1 Anatomia da mucosa

O estdbmago consiste de trés areas topograficas (fundo, corpo e antro) e duas
areas funcionais, compostas pelas glandulas oxinticas e piléricas. As glandulas
oxinticas, que s&o constituidas de células parietais ou oxinticas, compreendem 80 %
do 6rgéo e estdo localizadas no fundo e no corpo. As glandulas pildricas constituidas
principalmente de células G, ocupam 20 % do estdbmago (antro). S&o constituidas

por unidades tubulares verticais que consistem em uma fenda na regido apical
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(fovéolas), um istmo (zona progenitora) e regido da glandula que forma a parte baixa
da unidade (base) (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Além das células parietais e células G produtoras de gastrina, estas glandulas
possuem células neuroenddcrinas, que contém agentes de sinalizacdo paracrina e
endécrina, que controlam a secrecdo gastrica, sendo as principais: células
enterocromafins (EC), que possuem peptideo natriurético atrial (ANP), serotonina e
adrenomedulina; células enterocromafins “like” (ECL), onde é produzida e
armazenada a histamina; células D, que produzem somatostatina e amilina; células
A-“like” ou Gr contendo grelina e obestatina; e célula principal que secreta
pepsinogénio (SCHUBERT; PEURA, 2008) (Figura 1).

Fovéola o

Célula mucosa da

Célulamucosada superficie

superficie

Istmo
Zona progenitora

Célula parietal

Célula mucosa @\
do pescogo N

Célula ECL
{histamina)

CélulaD

(somatostatina) Célula G
{

e \ (gastrina)
® 5. CéluaD
3 E‘ﬂ»-z\ (somatostatina)

Célula principal
{pepsinogénio)

Célula EC {ANP)
Base Célula EC (ANP)

Figura 1. Células das glandulas gastricas e suas secrecbes (Adaptado de Schubert; Peura 2008).

1.2.2 Anatomia neuronal do estdmago

O estdbmago € inervado por uma rede neuronal, sistema nervoso entérico

(SNE), que possui neurdnios intrinsecos e extrinsecos aferentes e eferentes. O SNE
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também é conhecido como pequeno cérebro e constitui a terceira divisdo do sistema
nervoso autbnomo (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Os neurdnios pds-ganglionares sdo divididos em neurbnios colinérgicos, que
liberam acetilcolina (ACh) e neurbnios n&o-adrenérgicos n&o-colinérgicos (NANC),
que liberam os neurotransmissores: peptideo liberador de gastrina (GRP), peptideo
intestinal vasoativo (VIP), peptideo ativador da ciclase de adenilil pituitaria (PACAP),
oxido nitrico (NO) e substancia P. Estes neurdnios atuam sobre células alvo de
forma direta e indireta regulando a liberacao de gastrina, histamina, somatostatina e
ANP, os quais regulam a secrecdo acida gastrica (SCHUBERT; PEURA, 2008)
(Figura 2).

Nervo vago
(pré-ganglionar)

ACh "ACh ACh’ "ACh

BPOPY;

ACh GRP VIP PACAP

Nervo gastrico
(pbés-ganglionar)

{ Células alvo

G/D/ECL/EC/Parietal

Acido e H. pylori (aguda)

Figura 2. Anatomia neurofuncional do estbmago (Adaptado de Schubert; Peura, 2008).

1.3 Secregao acida gastrica

O suco gastrico € composto de muco fluido, eletrdlitos, ion bicarbonato
(HCO3), pepsinogénio, fator intrinseco e o acido cloridrico (HCI), considerado o seu
principal constituinte (KONTUREK; KONTUREK; OCHMANSKI, 2004).
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O HCI é liberado no lumen do estdbmago através da bomba de prétons
(H" K'-ATPase) presente na membrana apical da célula parietal e envolve o
transporte de proton (H*) para os canaliculos da célula parietal em troca do ion
potassio (K') (ANDERSON; CARLSSON, 2005). A secrecéo de H* é acompanhada
pela extrus&o do ion cloreto (CI") via canal de cloreto e K via canal de potassio
(MALINOWSKA et al., 2004; ROEPKE et al., 2006), presentes na membrana apical
destas células. Para cada H® que é deslocado para o canaliculo pela agdo da
H* K'-ATPase, um ion HCOj3; é transportado para fora do citoplasma da célula
parietal por um trocador CI/HCOs, que também desloca CI° para o citosol
(ANDERSON; CARLSSON, 2005) (Figura 3).

Canaliculo

Célula parietal

Figura 3. Secrecéo de HCI pela célula parietal (Adaptado de Scarpignato; Pelosini; Di Mario, 2006).

As células parietais secretam HCI na concentragcéo de aproximadamente 160
mmol/L e pH = 0,8. Este acido desempenha varias func¢des fisioloégicas como, por
exemplo, facilita a digestao de proteinas e absor¢éo de ferro, calcio e vitamina B-12,
previne o crescimento bacteriano e infec¢des entéricas (HOU, SCHUBERT, 2006).

A secreg¢do acida gastrica envolve mecanismos neuronais e humorais, 0s

quais compreendem trés fases distintas: a fase cefalica, mediada pelo nervo vago,
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resultante da atividade no Sistema Nervoso Central (SNC), envolvendo estimulos
visuais, gustativos e olfativos; a fase gastrica, que ocorre na presen¢a do alimento
no estdmago, resultando em estimulos quimicos e mecanicos, mediados por reflexos
neuronais locais; e a fase intestinal, que é ativada por estimulos quimicos no
duodeno, inibindo a secrecéo acida pelo estdbmago (SCHUBERT, 2005).

Quando a acidez gastrica se torna elevada e os mecanismos de defesa n&o
sao suficientes, ocorre a formacdo de lesbes ulcerativas na mucosa do trato
gastrintestinal. Neste sentido, para que n&o ocorram danos na mucosa, se faz
necessario o controle da secrecéo acida (SCHUBERT; PEURA, 2008).

1.4 Controle da secrec¢ao acida gastrica

O controle da secregéo acida é realizado através da interagdo coordenada
das vias neuronal, endécrina e paracrina, que podem ser ativadas por estimulos
provenientes diretamente do sistema nervoso central ou reflexivamente por
estimulos originarios do estdbmago, como a distensdo, as proteinas e o acido
(KONTUREK; KONTUREK; OCHMANSKI, 2004; SCHUBERT, 2006; CHEN et al.,
2006; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Os principais estimulantes da secrecdo acida s&o ACh, liberada dos
neurdnios entéricos pos-ganglionares (neurdcrina), gastrina, liberada das células G
(enddcrina) e histamina, liberada das células ECL (paracrina). Estes agentes
interagem com receptores acoplados as duas maiores vias de transduc¢&o de sinal,
ciclase de adenilil (AC), para a histamina e fosfolipase C (PLC), para gastrina e ACh.
O principal inibidor da secrecédo acida € a somatostatina, liberada das células D
oxinticas e piloricas (paracrina). Cada um destes hormdnios age diretamente sobre a
célula parietal, e indiretamente modulam a secrecdo de células neuroenddcrinas
(CHEN et al., 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008) (Figura 4).
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i

B "™
(\(\

L ) Célula parietal

- HCI

Lumen gastrico

Figura 4. Vias de sinalizacdo dos principais mediadores da secrecdo acida (Adaptado de Olbe,
Carlsson; Lindberg, 2003).

1.4.1 Mediadores e mecanismos envolvidos

A ACh é liberada da fibra nervosa vagal no sistema nervoso entérico ou nas
proximidades das células epiteliais gastricas. Este neurotransmissor interage com
receptores muscarinicos Ms expressos nas células parietais, que ativados,
acoplam-se a proteina trimérica Gg11, promovendo, via PLC, a hidrdlise de
fosfolipideos presentes na membrana, levando, a formagado de 1,4 5-trisfosfato de
inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). O IP3, por sua vez, promove a liberacéo de calcio
(Ca*") por ligar-se aos receptores de IP3 presentes no reticulo endoplasmatico, o
que resulta no aumento da concentracéo intracelular de célcio ([Ca*']) promovendo
a ativacdo de proteinas cinases, que regulam a fusdo das vesiculas que contém a
H* K'-ATPase com a membrana apical destas células (ATHMANN et al., 2000;
AIHARA et al., 2005; ANDERSON; CARLSSON, 2005) (Figura 4).

Indiretamente a ACh estimula a secregé&o acida por ativagdo dos receptores
M, e My presentes nas células D (ATHMANN et al., 2000; AIHARA et al., 2005;
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CHEN et al., 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008) e por inibi¢ao da liberacdo de ANP.
Estes dois processos impedem a secrecdo de somatostatina, removendo a
regulacéo deste peptideo sobre as células G, ECL e parietais (Figura 5) (GOWER et
al., 2003a e b; HOU; SCHUBERT, 2006). Este neurotransmissor ativa também os
receptores Ms presentes nas células G, estimulando a cascata de sinalizagdo do
Ca*" descrita anteriormente, promovendo a liberagdo de gastrina (AIHARA et al.,
2005; SCHUBERT; PEURA, 2008) (Figuras 4 € 5).

Uma vez liberada na circulagdo sanguinea, a gastrina estimula a secrecéo
acida gastrica por acéo direta nos receptores de colecistocinina 2 (CCK-2), também
conhecido como receptor de colecistocinina B (CCKg), presentes nas células
parietais (KULAKSIZ et al., 2000; BAROCELLI; BALLABENI, 2003). Estes receptores
sdo acoplados a proteina trimérica Gq (ATHMANN et al., 2000), que pela via da PLC
e, consequentemente, aumento da [Caz"]i (KULAKSIZ et al., 2000; ATHMANN et al.,
2000) promove a fus&o das vesiculas contendo a H*,K'-ATPase com a membrana
apical das células parietais (ANDERSON; CARLSSON, 2005; SCHUBERT; PEURA,
2008). De forma indireta, a gastrina ativa os receptores CCK; presentes nas células
ECL, e via cascata de sinalizacdo do Ca®* (Figura 4) (KULAKSIZ et al., 2000;
ATHMANN et al., 2000) estimula de maneira bifasica a sintese e liberagdo de
histamina. A primeira fase envolve liberacdo de histamina armazenada
(BAROCELLI; BALLABENI, 2003; CHEN et al., 2006), enquanto que, a segunda fase
esta relacionada a reconstituicdo dos estoques de histamina e envolve um aumento
na atividade da enzima histidina descarboxilase, seguida por um aumento na
transcricdo genética desta enzima, a qual converte histidina a histamina
(ZANNER et al., 2002).

A histamina € um secretagogo que desempenha um papel chave no controle
da secregdo acida. Uma vez liberada, se difunde do seu local de liberacdo até a
célula parietal, onde interage com receptores H, presentes na membrana desta
célula (YAO, FORTE, 2003; AIHARA et al., 2005; CHEN et al., 2006). Estes
receptores estdo acoplados a ambas as vias de sinalizac&o das proteinas triméricas
Gq e Gs (ATHMANN et al.,, 2000). A principal via de transdugdo envolvida na
secregao acida é a Gg cuja ativagao resulta na estimulacdo da AC, aumentando os
niveis intracelulares de adenosina 3°,5-monofosfato ciclico de adenosina (AMP,)
(ATHMANN et al., 2000; CHEN et al., 2006, SCHUBERT; PEURA, 2008) que

promove a estimulacido da proteina cinase dependente de AMP. (PKA), iniciando a



MOTA, K, S. L. Introdugio 33

cascata de eventos de fosforilacdo, o que culmina com fusdo das vesiculas
contendo a H* K*-ATPase com a membrana apical das células parietais, bem como,
na ativacdo desta bomba (Figura 4) (YAO; FORTE, 2003; SCHUBERT; PEURA,
2008). A histamina também estimula indiretamente a secrecdo acida, ativando os
receptores Hsz presentes na célula D, possivelmente mediando a inibicdo da
liberacdo de somatostatina, estimulando a liberacdo de gastrina e histamina,
consequentemente, da secregao acida (YAO; FORTE, 2003;
KONTUREK et al., 2004) (Figura 5).

Outros mediadores estdo envolvidos na secre¢éo acida gastrica, o GR'P, que
€ liberado pelas fibras pds-ganglionares do nervo vago e estimula diretamente a
liberacao de gastrina e, consequentemente, a secrecdo  acida
(SCHUBERT; PEURA, 2008), e os neuropeptideos PACAP e VIP, quando liberados
dos neurdnios nao-colinérgicos, ativam os receptores PCA; e VAPAC, presentes nas
células ECL, resultando na liberacdo de histamina (ATHMANN et al., 2000;
AIHARA et al., 2005; CHEN et al., 2006). Entretanto, PACAP e VIP podem inibir a
secrecdo acida ao estimular de forma direta e indireta a secre¢cdo de somatostatina
(ZENG et al., 1999; LI et al., 2000) (Figura 5).

A somatostatina, liberada pelas células D da mucosa antral e fundica, é o
principal inibidor fisiolégico da secrecédo acida (PATEL et al., 1996; SCHUBERT;
PEURA, 2008), cuja acdo € mediada via ativagdo do receptor de somatostatina 2
(SST>), que ativado acopla-se a proteina trimérica G; A somatostatina indiretamente
inibe a secreg¢ado acida, por atuar nas células G e ECL, suprimindo a secregcéo de
gastrina e histamina, respectivamente, via ac¢do inibitéria da G; sobre a via de
sinalizacdo celular acoplada a G4. A somatostatina atua de forma direta na célula
parietal e via G inibe a cascata de sinalizagdo da AC (ATHMANN et al., 2000;
AIHARA et al., 2003; ZHAO et al., 2008).

As prostaglandinas da série E (PGE;,) s&o especialmente importantes na
regulacdo da secregcado acida gastrica, uma vez que atua no receptor EP3, acoplado
a G;, inibindo a via da AC, causando supressao da acidez gastrica na célula parietal
(KATO et al., 2005). Além disso, as prostaglandinas (PGs) inibem a secrecéo de
histamina (SACHS; ZENG; PRINZ, 1997).

O peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) pertence a uma
familia de neuropeptideos que incluem a calcitonina, a adrenomedulina e a amilina.

O CGRP esta presente nos neurdnios sensoriais extrinsecos e seus receptores ja
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foram identificados nas células D antral e oxintica (HAGNER; STAHL; KNOBLAUCH,
2002; KAWASHIMA; ISHIHARA; RUMI, 2002). Em resposta ao acido ou a infecgéo
aguda por Helicobacter pylori, os neurdrios sensoriais extrinsecos séo ativados e
liberam o CGRP, este por sua vez, estimula os receptores SST, que via liberacéo da
somatostatina inibe a secrecdo de gastrina, resultando na inibicdo de histamina e
secregao acida (SCHUBERT; PEURA, 2008) (Figura 5).

Nervo vago
(T ([ (/ Wﬁ
% ﬁi (VIP) ach elsﬁ 91__ 6{*} I

\ + 2 +
Cel. EC | = Cel.D |« | Cel.G : —| Cel. D
——
(ANP) . —»! (gastrina) el pa"eta'}—;[(ssn

H2
H. pylori (cronico)

Acido e Antro . Fundo
H. pylori (aguda) .

Figura 5. Mecanismos de sinalizacdo neuronal, paracrina e endécrina envolvidos na regulacio da
secrecdo acida (Adaptado de Schubert; Peura, 2008).

1.5 Protecdao da mucosa gastrica

A mucosa gastrica diariamente é exposta a fatores irritantes endégenos como
HCI e pepsina e exdgenos a exemplo de bactérias e substancias capazes de causar
reacdes inflamatorias locais e sistémicas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008;
WALLACE, 2008). A integridade desta mucosa € garantida por fatores pré-epiteliais,
epiteliais e subepiteliais. Entretanto, outros fatores também participam da defesa da
mucosa como maré alcalina, inervacdo sensorial, renovacdo celular e os
moduladores da barreira gastrica (FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; Bl; KAUNITZ,
2003) (Figura 6).
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1- Defesa pré-epitelial (muco. HCO, e
fosfolipideos) HCI . pepsina
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2- Defesa epitelial (células epiteliais)

3- Defesa sub-eptelial (fluxo sanguineo)

4- Maré alcalina

5- Nervos sensoriais

6- Renovacao celular (TGF-a)

7- Moduladores da barreira gastrica
(PGs, NO, compostos SHs,
antioxidantes)

Figura 6. Fatores protetores da mucosa (Adaptado de Laine; Takeuchi; Tarnawski, 2008).

1.5.1 Defesa pré-epitelial: barreira de muco-bicarbonato-fosfolipidio

A barreira de muco-bicarbonato-fosfolipideo constitui uma barreira pré-
epitelial localizada entre o lumen e 0 epitélio, sendo considerada a primeira linha de
defesa da mucosa contra agentes agressores enddgenos (acido gastrico e pepsina)
e agentes agressores exdgenos (etanol, antiinflamatoérios e bactérias). Esta barreira
€ formada por gel viscoso, bicarbonato e fosfolipideos tensoativos que cobrem a
superficie da mucosa e retém o bicarbonato secretado pelas células epiteliais
superficiais, a fim de manter um microambiente neutro (pH = 7,0) na superficie das
células epiteliais, impedindo desta forma a entrada da pepsina e consequentemente
a digestdo proteolitica da superficie epitelial (ATUMA et al., 2001; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005).

A superficie do gel viscoso € revestida por uma pelicula de fosfolipideos com

alta polaridade, que impede a difusdo de acidos minerais ionizaveis, como HCI do
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lumen gastrico em dire¢do a mucosa gastrica (KONTUREK et al., 2004). O muco é
composto de 95 % de agua e 5 % de glicoproteinas (mucinas), juntamente com
pequenas quantidades de lipideos, &acidos nucléicos e proteinas (REPETTO;
LLESUY, 2002; ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

O muco é armazenado em gréanulos contidos no citoplasma apical das células
epiteliais superficiais e liberados por exocitose. A secre¢do de muco é estimulada
por horménios gastrintestinais (secretina), PGE, e agentes colinérgicos
(MONTROSE et al., 2006).

A secrecdo de HCO3 dentro de uma estavel e aderente camada de gel
viscoso cria um gradiente de pH na superficie do epitélio do estdmago e do
duodeno, que tem a finalidade de proteger a mucosa contra o acido gastrico
(ALLEN; FLEMSTROM, 2005). A secrecdo de HCO3 é estimulada por PGs, pela
presenca de acido luminal e fator liberador de corticotropina (CRF), melatonina,
uroguanilina e orexina A (MONTROSE et al., 2006).

1.5.2 Defesa epitelial

A proxima linha de defesa da mucosa € constituida de uma camada continua
de células epiteliais, que estdo fortemente interconectadas formando uma barreira
que previne a retro-difus&o de acido e pepsina (ALLEN; FLEMSTROM, 2005). Além
disto, a presenca de fosfolipidios nas superficies das células as torna hidrofébicas, o
que resulta na repulsdo de acidos e agentes nocivos soluveis em agua
(LICHTENBERGER, 1999).

As células epiteliais secretam muco e bicarbonato, além de gerar PGs,
proteinas de choque térmico (HSPs) e catelicidinas (LAINE;, TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008). As HSPs s&o geradas em resposta ao estresse, por aumento
na temperatura, estresse oxidativo e agentes citotéxicos (TANAKA et al., 2007a). Em
resposta a esses agentes, as HSPs, incluindo a HSP70, previnem a desnaturagéo
de proteinas e protegem a célula contra a injuria. O aumento na expressao destas
proteinas pode estar implicado como um fator adicional no mecanismo de defesa da
mucosa gastrintestinal (REPETTO; LLESUY, 2002), além de acelerar o processo de
cicatrizagdo de ulceras gastricas (OKABE; AMAGASE, 2005). Outras substancias

importantes na defesa da mucosa sdo as catelicidinas e [(B-defensinas, que sao
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peptideos catidnicos que apresentam papel chave no sistema de defesa inato da

superficie da mucosa, prevenindo a colonizag&o bacteriana (YANG et al., 2006).

1.5.3 Defesa sub-epitelial: fluxo sanguineo

A microcirculacdo mucosal € essencial para transportar oxigénio e nutrientes,
remover substancias toxicas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008), manter a
secre¢ao de bicarbonato e participar da cicatrizagdo da ulcera péptica (KAWANO,;
TSUJI, 2000).

Quando a mucosa gastrica € exposta a agentes irritantes ou quando ha
retro-difusdo de acido, ocorre um forte e rapido aumento no fluxo sanguineo o que
permite a remoc¢ao e/ou diluicio da retro-difusdo acida ef/ou agentes nocivos. Esta
resposta parece ser essencial para a defesa da mucosa, visto que a sua abolicao
através da restricdo mecanica do fluxo sanguineo leva a necrose hemorragica. A
resposta hiperémica € mediada por nervos sensoriais aferentes (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

O fluxo sanguineo é controlado pelo SNC e entérico, pela regulagéo paracrina
de horménios, fatores de crescimento, eicosanoides, principalmente as PGs
produzidas pela mucosa local (Bl; KAUNITZ, 2003). A geracdo continua de PGs e
NO, protege a mucosa gastrica da injuria e contra a ag¢do danosa dos
vasoconstrictores como leucotrieno C4 (LTC-4), tromboxano A, e endotelina. Estes
mediadores endogenos também mantém a viabilidade das células endoteliais, evita
agregacdo plaquetaria e aderéncia de leucocitos nas células endoteliais
microvasculares, prevenindo assim, o0 comprometimento da microcirculagdo (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

1.5.4 “Maré alcalina”
O fenbmeno da “Maré alcalina” ocorre quando as células parietais secretam o

jon H® dentro do lIimen e simultaneamente transportam o ion bicarbonato pela

membrana basolateral através da troca CI/HCOs, para o intersticio e lumen dos
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vasos sanguineos capilares. Este HCO3™ é transportado ascendentemente para a
base da superficie das células epiteliais e para o lumen, fortalecendo a camada de
muco e bicarbonato (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

1.56.5 Inervacgdo sensorial da mucosa gastrica

A mucosa gastrica e 0s vasos da submucosa sdo inervados por neurénios
aferentes primarios e nervos, formando um denso plexo na base mucosal. As fibras
nervosas deste plexo entram na lamina prépria (acompanha os vasos capilares) e
termina logo abaixo da superficie das células epiteliais (HOLZER, 2007). As
terminacdes nervosas podem detectar o conteudo luminal e/ou a entrada de acido
na mucosa, resultando na ativacdo das fibras nervosas, que pode diretamente afetar
o tdnus das arteriolas da submucosa, regulando o fluxo sanguineo mucosal
(GUTH, 1992). A estimulacdo dos nervos sensoriais leva a liberacdo de
neurotransmissores nos terminais nervosos localizados no interior ou na proximidade
de grandes vasos submucosos, que podem desempenhar um papel fundamental na
protecéo da mucosa (HOLZER, 2007).

1.56.6 Renovacgao celular

O epitélio é continuamente renovado através do processo de proliferagéo das
células pré-genitoras, permitindo a substituicdo das células epiteliais das superficies
danificadas ou envelhecidas. A completa renovagdo da superficie das células
epiteliais gastricas ocorre normalmente em 3-7 dias e a substituicdo das células
glandulares ocorre durante meses (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A restituicido da superficie do epitélio depois de um dano superficial ocorre
dentro de minutos por migracdo das células epiteliais preservadas, as quais estao
localizadas no pescog¢o das glandulas. Esta migracdo acontece independente das
células de proliferagdo pré-genitoras, que ocorre horas depois da injuria
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A proliferacdo das células pré-genitoras € controlada por fatores de

crescimento, via receptor do fator de crescimento epidermal (EGF), estimulados
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principalmente pelo fator de crescimento transformador a (TGF-a) e PGE, O
peptideo EGF ndo se encontra na mucosa normal, entretanto, estd presente no
lumen gastrico, derivado de glandulas salivares e esofagicas e podem estimular as
células pro-genitoras em caso de dano (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

1.5.7 Fatores moduladores da barreira gastrica
1.5.7.1 Prostaglandinas

As prostaglandinas s@o sintetizadas a partir do acido araquiddnico, através
das enzimas ciclooxigenases (COX). Existem trés isoformas desta enzima: COX-1
(constitutiva) que produz PGs envolvidas na manutencéo das fungdes fisioldgicas,
como a protegdo da mucosa gastrintestinal, a COX-2 induzivel em muitas células em
resposta a injuria do tecido por agentes pré-inflamatérios e mitogénicos
(HALTER et al., 2001), e a mais recente isoforma, a COX-3, expressa no cortex
cerebral de cées e em baixas quantidades em outros tecidos. Em humanos, esta
enzima e expressa no cortex cerebral e no coracao
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

As principais PGs produzidas na mucosa gastrica de humanos e animas séo
PGE; e prostaciclina 2 (PGl,) (PESKAR; GUNTER; PESKAR; 1980), importantes
para a manutencéo da integridade mucosal e protecdo contra agentes ulcerogénicos
e necrotisantes (HALTER et al., 2001; BRZOZOWSKI et al., 2005). No entanto, a
acdo citoprotetora destes prostandides ocorre principalmente pela PGE;
(BOTTING, 2006).

As PGs modulam todos os aspectos de defesa da mucosa (WALLACE, 2008),
uma vez que inibem a secre¢ado acida, estimulam a secre¢cédo de muco, bicarbonato e
fosfolipideo, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa, aceleram a restituicdo
epitelial, bem como, a cicatrizacdo da mucosa (HALTER et al, 2001,
BRZOZOWSKI et al., 2005; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

As PGE; enddégenas e exdgenas e seus analogos exercem suas agdes
biologicas via receptores EP (EP1, EP2, EP3 € EP4), pertencentes a grande familia de
receptores de membrana acoplados a proteinas G triméricas, também conhecidos

como receptores metabotropicos que, dependendo do estimulo, vdo mediar os
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efeitos citoprotetores ativando diferentes vias intracelulares de transducéao de sinal
(SUGIMOTO; NARUMIYA; ICHIKAWA, 2000).

1.5.7.2 Oxido nitrico

Outra molécula sinalizadora, envolvida na protecdo da mucosa € o NO, um
mediador enddgeno gasoso, que produz muitos efeitos semelhantes aos das PGs no
TGl (WALLACE, 2008).

O NO é gerado através de uma série de etapas de transferéncia de elétrons,
por uma familia de enzimas conhecidas como sintase do éxido nitrico (NOS). A
reacao inicia-se através da oxidacdo do atomo de nitrogénio terminal da L-arginina,
na presenca de nicotinamida-adenina-dinucleotidio-fosfato-hidrogénio (NADPH) e
Ca*, resultando no intermedidrio N®-hidroxi-L-arginina, que na presenca de NADPH
e O, forma L-citrulina e NO (FILHO; ZILBERSTEIN, 2000; MARTIN; JIMENEZ;
MOTILVA, 2001).

Esta enzima pode se apresentar em duas isoformas, a constitutiva (cNOS),
enzima normalmente encontrada em células e tecidos normais, cuja expressao e
atividade néo é afetada no processo inflamatorio; e a induzivel (iINOS), expressa de
forma elevada na inflamag¢é&o aguda e crénica (MONCADA; HIGGS, 2006).

Existem duas formas de NOS constitutiva, a neuronal (nNOS), expressa no
sistema nervoso central e periférico, e a endotelial (eNOS), localizada nas células
endoteliais. Ambas as enzimas s&o dependentes da via de sinalizagdo do
Ca**-calmodulina (DUSSE; VIEIRA; CARVALHO, 2003; MONCADA; HIGGS, 2008).

A isoforma INOS esta localizada nos macrofagos, neutrofilos, células da
musculatura vascular e endoteliais, responsavel pela producdo de grande
quantidade de NO, por uma via independe da Ca**-calmodulina (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003; BARRETO,; CORREIA; MUSCARA, 2005;
MONCADA; HIGGS, 2006).

A principal via envolvida em muitas das fung¢des fisiolégicas do NO € da
ciclase de guanilil soluvel (GCs), cuja cascata de sinalizagéo inicia quando o NO se
liga ao grupamento heme dessa enzima GCs, produzindo o monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), que ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG),

iniciando uma cascata de fosforilacdo, que resulta na ativagcdo de enzimas alvos,
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responsaveis pela manutencao da integridade fisiologica
(MONCADA; HIGGS, 2006).

O NO desempenha um papel importante na defesa da mucosa,
principalmente por modulagdo da circulacdo mucosal, por ser uma molécula
vasodilatadora, e tal acdo resulta no aumento do fluxo sanguineo mucosal. Além
disso, esse mediador enddgeno € um potente inibidor da aderéncia de leucocitos
para o endotélio vascular (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). O NO também
medeia a gastroprotecdo por regular a secrecdo de muco e bicarbonato, inibir a
secrecdo acida e acelerar o processo de cicatrizagéo da Ulcera (MARTIN; JIMENEZ;
MOTILVA, 2001; WALLACE, 2008).

O NO esta envolvido na manutencéo da integridade homeostatica mediada
pela COX, devido a estimulacdo da sintese de PGs, resultando nos efeitos
citoprotetores mediados pelas PGs (MARTIN; JIMENEZ; MOTILVA, 2001). O NO em
baixas concentragbes tem demonstrado acido antioxidante, que protege as células
contra os efeitos deletérios do peroxido de hidrogénio (H2O,) ou perdxidos alquil,
resultando na prevencao ou inibic&o da peroxidacéo lipidica
(KRONCKE; FEHSEL; KOLB-BACHOFEN, 1997).

1.5.7.3 Grupamentos sulfidrilas (SHs)

Os grupamentos SHs estdo presentes no muco gastrico e em diversas
enzimas do sistema antioxidante. Os compostos SHs s&o substancias que
apresentam em sua composicdo grupamentos tidlicos (SHs), que podem ser
classificados em nao protéicos (tripeptideo glutationa — GSH) e protéicos a exemplo
da glutationa complexada a albumina (FAURE; LAFOND, 1995;
JORDAO-JUNIOR et al., 1998).

A GSH é o composto SH mais abundante no meio intracelular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GATE et al., 1999) e esta presente em grande
quantidade na mucosa gastrica (KONTUREK et al., 1987), onde desempenha um
importante papel na manutencio da integridade gastrica, particularmente quando as
espécies reativas de oxigénio (EROs) estdo envolvidas na fisiopatologia do tecido
lesado (KIMURA et al., 2001), além de atuarem direta ou indiretamente em diversos

processos biolégicos, como sintese de proteinas, manutencdo do fluxo sanguineo,
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integridade da camada de muco-bicarbonato gastrico e metabolismo
(ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001).

1.5.7.4 Sistema antioxidante

Radicais livres s&o todas as espécies de radicais que possuem um Ou mais
elétrons desemparelhados, centrado no atomo de hidrogénio, carbono, enxofre,
nitrogénio ou oxigénio. Quando o elétron desemparelhado se encontra no atomo de
oxigénio, sdo denominados EROs (ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001,
BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006).

Os radicais livres s&o conhecidos por desempenhar um importante papel na
etiologia e fisiopatologia das doencas humanas em geral, e em particular nas
desordens do sistema digestério (REPETTO; LLESUY, 2002).

As EROs, como o anion superdxido (O7’), 0 H202 e o radical hidroxil (-OH) s&o
moléculas reativas, sendo as duas primeiras espécies potencialmente toxicas. Os
danos nos sistemas biolégicos sado causados principalmente por radicais -OH os
quais interagem com um grande numero de moléculas, incluindo proteinas com
macromoléculas essenciais como 0 DNA e lipideos, prejudicando assim as fungdes
celulares, causando a peroxidacdo lipidica. Para manter a homeostasia s&o
necessarios eficientes mecanismos de defesa antioxidantes (CNUBBEN et al., 2001;
REPETTO; LLESUY, 2002).

O sistema antioxidante pode ser subdividido em enzimatico (primeira linha de
defesa) e ndo-enzimatico (segunda linha de defesa) (Figura 7). O primeiro sistema
de defesa antioxidante é constituido por superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e glutationa redutase (GSH-Rd). O sistema
de defesa secundario é representado por captadores de radicais livres de baixo peso
molecular como os tidis, glutationa, vitamina E e C, carotendides e metionina
(CNUBBEN et al., 2001; POHLE et al., 2001).
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Figura 7. Sistema antioxidante enzimatico e ndo-enzimatico. Legenda: superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GSH-Px), glutationa nio-protéica ou reduzida (GSH), glutationa oxidada
(GSSG), glutationa redutase (GSH-Rd), fosfato de dinucleotideo adenina nicotinamida (NADP"),
fosfato de nicotinamida adenina reduzida (NADPH), flavina adenina dinucleotideo (FAD),
acetilcoenzima A (AcetilCoA), difosfato de adenosina (ADP), trifosfato de adenosina (ATP) (Fonte:
http://biobioradicais.blogspot.com/2008/11/antioxidantes.html).

1.6 Fisiopatologia da ulcera péptica

1.6.1 Etiologia

A Ulcera péptica € uma doencga de evolugdo geralmente cronica e recorrente
considerada a mais predominante das doencas gastrintestinais (MINCIS, 2002). E
caracterizada por inflamacé&o severa, composta de pontos hemorragicos e lesdes
necrotizantes (CALAM; BARON, 2001) que pode ultrapassar os limites da camada
submucosa e penetrar na muscular da mucosa do eséfago (ulcera esofagica),
estdmago (Ulcera gastrica) e duodeno (Ulcera duodenal)

(TARNAWSKI, 2005; CALAM: BARON, 2001) (Figura 8).

Os sintomas mais frequentes desta enfermidade sdo a sensac&o de mal
estar, dores frequentes na regido central e superior do abdome, podendo ocorrer
com menor frequéncia nauseas e vomitos (PRADOS; MIQUEL, 2004;
RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).
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Figura 8. Ulcera péptica e as camadas lesionadas. (Modificado de

http://hopkins-gi.nts.jhu.edu/images).

As lesbes gastricas ocorrem principalmente devido ao desequilibrio entre os
fatores citoprotetores (muco, bicarbonato, PGs, NO, sistema antioxidante e fatores
de crescimento) e citoagressores endogenos (HCI, pepsina, refluxo biliar,
leucotrienos € EROs) (BANDYOPADHYAY et al., 2001; RAINSFORD, 2001; MAITY
et al., 2003).

Diversos fatores de risco contribuem para a patogénese da ulcera gastrica,
dos quais se pode destacar o consumo excessivo de alcool, o estilo de vida
estressante, uso crénico de antiinflamatoérios nao-esterdidais (AINESs), infeccdo por
H. pylori, fumo, ingestdo de determinados alimentos e predisposicéo genética, que
isolados ou em associagao, contribuem de maneira significativa para o aumento da
secrecdo de acido cloridrico na mucosa gastrica e para a reducédo dos fatores de
protecdo da mesma, promovendo a formacdo de lesdes ulcerativas
(WOLFE; SACHS, 2000; YUAN; PADOL; HUNT, 2006).

O consumo excessivo de alcool representa uma das principais causas de
ulcera péptica no homem, causando erosbes hemorragicas gastricas e gastrite
caracterizada por edema, hemorragia subeptelial, esfoliagcdo celular e infiltracdo de
células inflamatorias (KO; CHO; LAM, 2004). Tais danos ocorrem devido a liberagc&o
de mediadores vasoativos (leucotrienos e histamina), formacdo de  EROs,
resultando em peroxidacdo lipidica e, consequentemente, lesdes gastricas
(OATES; HAKKINEN, 1988; KAY; GRINDER; MAGNESS, 2000; REPETTO;
LLESUY, 2002).
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Outro fator de risco para ulcera gastrica no homem esta relacionado ao estilo
de vida estressante (FILATEROVA et al.,, 2007). O estresse gastrico envolve o
acumulo neutrofilico, producé&o de citocinas pré-inflamatérias, geracéo de EROs,
diminuicdo do fluxo sanguineo mucosal e aumento da secreg¢do acida. Entretanto,
nao se sabe qual destes fatores € o mais importante para o desenvolvimento das
lesbes gastricas induzidas por este agente lesivo (ODASHIMA et al., 2005).

Os AINEs pertencem a uma classe de antiinflamatorios prescritos na
terapéutica de diversas desordens inflamatérias, como artrite reumatdide,
osteoartrites e dor aguda (KATO et al., 2002; KATO et al., 2007). Entretanto, quando
usados cronicamente provocam danos gastrintestinais, incluindo ulceras gastricas e
duodenais e suas complicacbes (hemorragia ou perfuracdo), além de danificar o
intestino  delgado  (WALLACE, 2001; DOAN; MASSAROTTI, 2005;
KATO et al., 2007).

As Ulceras induzidas por AINEs envolvem principalmente a redugdo dos
niveis de PGs, resultando em disturbios na microcirculagédo gastrica, aumento da
expressdo de citocinas pré-inflamatérias, migracdo neutrofilica para o local
inflamado, liberacdo de radicais livres concomitante com a reducdo dos niveis de
glutationa, desequilibrio na expresséo de NO e apoptose (KONTUREK et al., 2002).

H. pylori € um bacilo gram negativo, que possui habilidade em colonizar a
mucosa gastrica (MAJUMDAR; BEBB; ATHERTON, 2007), causando inflamagéo
gastrica cronica, que pode progredir para gastrite crénica, Ulcera péptica, linfomas e
adenocarcinoma gastrico (GRAHAM, 1997; LEE; SHIN; BHAHM, 2008). Os
mecanismos pelos quais essa infec¢do bacteriana induz danos na mucosa gastrica
incluem efeitos diretos dos fatores de viruléncia produzidos pelo H. pylori, cagA,
vacA ou urease, além da propagacdo e perpetuacdo da inflamacdo, estresse
oxidativo e a inducédo de apoptose (DHAR et al., 2003; STOICQV et al., 2004).

A diminuicdo da acidez no lumen gastrico facilita a sobrevivéncia e
colonizagao do H. pylori no estdbmago. Os mecanismos envolvidos na inibi¢ao acida
promovida por tal bactéria € multifatorial e incluem a hidrélise da uréia em ambénia,
através da acao da urease, favorecendo um pH neutro (BERESWILL; KIST, 2002;
RADOSZ-KOMONIEWSKA et al.,, 2005), e a sintese de lipases e proteases
responsaveis pela degradacdo dos componentes do muco, facilitando a migragéo da
bactéria em direcao ao epitélio gastrico
(LADEIRA; SALVADOR; RODRIGUES, 2003).
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O gene vacA produz a citoxina vacuolizante, que induz a formagéo de canais
anidnicos nas células epiteliais, promovendo a saida de uréia
(NAITO; YOSHIKAWA, 2002).

O fator de viruléncia cagA induz a expresséo de interleucina-8 nas células
epiteliais, o que resulta na migragdo neutrofilica para o local da infec¢do e producéo
de radicais livres pelos neutréfilos, e consequentemente danos celulares
(NAITO; YOSHIKAWA, 2002).

O tabagismo € uma pratica comum na populagdo mundial, representando um
fator de risco para o desenvolvimento de ulceras pépticas. O cigarro (nicotina) nao
somente promove ulceragdes como também potencializa as Ulceras causadas por
alcool, estresse, AINEs e H. pylori (MAITY et al., 2003).

As lesbes gastricas induzidas pelo cigarro (nicotina) est&o relacionadas com o
aumento da secrecdo acida do pepsinogénio via estimulagdo vagal € aumento da
liberacdo de histamina; além destes eventos o cigarro promove a diminuicdo da
secregdo de muco e Dbicarbonato, diminuicdo da sintese de PGE;
(MAITY et al., 2003), fatores de crescimento e aumento da resposta inflamatoria
(SHIN et al., 2002) com consequente geracdo de EROs (MAITY et al., 2003).

As EROs possuem uma grande projecdo na atualidade como indutores de
lesbes em diferentes sistemas ao promoverem danos oxidativos em diversas
macromoléculas como lipideos, proteinas e acidos nucléicos
(KANEKO; BABA; MATSUO, 2003; KAHRAMAN et al, 2003), que sé&o
particularmente sensiveis aos niveis elevados de radicais livres. Os radicais
hidroxidos e peroxidos sdo 0s principais agentes lesivos relacionados as desordens
gastrintestinais, a exemplo das Ulceras gastricas e duodenais, gastrite crbnica,
cancer gastrintestinal, gastroenterite bacteriana, diarréia e doencgas inflamatérias
intestinais, a exemplo da colite ulcerativa (BARRACHINA; PANES; ESPLUGUES,
2001; MARTIN; JIMENEZ; MOTILVA, 2001).

O envolvimento destas espécies reativas na patogénese da ulceragéo
gastrica e duodenal tem sido evidenciado em varios estudos clinicos e
experimentais, os quais mostram que a lesdo gastrica produzida por etanol, drogas
antiinflamatérias n&o-esteroidais, H. pylori e varios tipos de estresse € mediada
pelas EROs (YU et al., 1997; MARTIN; JIMENEZ; MOTILVA, 2001; BARRACHINA;
PANES; ESPLUGUES, 2001).
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1.6.2 Epidemiologia

A Ulcera péptica € uma doenca de elevada incidéncia e prevaléncia global,
que acomete cerca de 145 milhées de pessoas no mundo inteiro
(SRIKANTA; SIDDARAJU; DHARMESH, 2007).

A prevaléncia mundial da Ulcera péptica se porta de forma diferenciada. As
ulceras duodenais sdo mais frequentes nos paises ocidentais, enquanto que Ulceras
gastricas sdo mais prevalentes nos paises asiaticos, especialmente no Japé&o
(YUAN; PADOL; HUNT, 2006). Os homens sao mais susceptiveis ao
desenvolvimento desta doencga do que as mulheres (LIO; WONG; CHO, 2001).

Atualmente acredita-se que a infec¢&o por H. pylori e o uso de AINEs séo as
maiores causas de ulcera péptica (PAWLIK et al., 2002), uma vez que 15 % das
pessoas infectadas por H. pylori desenvolve ulcera péptica
(MAJUMDAR; BEBB; ATHERTON, 2007).

Os usuarios crénicos de AINEs apresentam uma alta incidéncia de Ulceras
gastroduodenais, com uma prevaléncia de 35 a 60 % (SCHMASSMANN, 1998),
sendo que as Ulceras gastricas s&o aproximadamente quatro vezes mais comuns
que as ulceras duodenais (ROSTOM et al., 2007).

No Brasil, os casos relacionados a esta afeccdo n&o sao rigorosamente
notificados, o0 que torna praticamente impossivel obter dados epidemioldgicos

confiaveis com relacdo a sua incidéncia.

1.7 Terapéutica da ulcera péptica

A secrecdo acida € reconhecida como um componente central da Ulcera
péptica, dessa forma o seu controle ainda é o principal alvo terapéutico para o
tratamento desta desordem acido-péptica. Neste sentido, varios farmacos foram
desenvolvidos com o intuito de neutralizar ou inibir a acidez, a exemplo dos
antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas do receptor H; e inibidores da bomba de
protons (Figura 9) (AIHARA et al., 2003; JAIN et al., 2007; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

Os antiacidos foram desenvolvidos na perspectiva de neutralizar a acidez, a

exemplo do bicarbonato de sédio, carbonato de calcio, hidréxido de aluminio,
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hidroxido de magnésio que foram amplamente utilizados (JAIN et al.,, 2007),
entretanto, s&o raramente uteis como terapia primaria de Ulceras, considerando que
apenas alivia os sintomas e apresentam varios efeitos colaterais, incluindo diarréia,

constipacdo e interferéncia na absorgao de drogas (BEALL et al., 2006).

ANTAGONISTA MUSCARiNICO\kA;

\ B

H. pylori

CITOPROTETOR

Figura 9. Terapéutica da Ulcera péptica (Adaptado de Raffa; Rawls; Beyzarov, 2006).

Com o intuito de inibir a secre¢cdo acida surgiram os anticolinérgicos
(pirenzepina e telenzepina), antagonistas dos receptores muscarinicos, 0s quais
podem reduzir a dor por diminuicdo da motilidade duodenal, além de inibirem a
secrecgao acida (JAIN et al., 2007). No entanto, o uso dos anticolinérgicos € limitado,
uma vez que essas drogas promovem inumeros efeitos adversos, como boca seca,
vis&o turva, taquicardia e disfuncdo da bexiga (AIHARA et al., 2003).

A descoberta dos antagonistas dos receptores H, por James Black em 1972
revolucionou a terapéutica da ulcera. Drogas como a cimetidina, ranitidina e
famotidina blogqueiam os receptores H,, impedindo a ligacdo da histamina no seu
receptor e, consequentemente, promovem a redugdo da secrecdo acida
(CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002). Os antagonistas dos receptores H, s&o
bem tolerados, com efeitos adversos observados em apenas 1,5 % dos pacientes,
0s quais incluem confus&o mental, ginecomastia, nefrite intersticial, além de interagir
com enzimas do complexo enzimatio citocromo P450 (SCHUBERT; PEURA, 2008).
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A identificacéo da H*, K’-ATPase, como a bomba de préton da célula parietal
responsavel pela secrecéo de H*, representou um novo avanco no entendimento e
tratamento das desordens acido-pépticas (AIHARA et al., 2003; SCHUBERT,
PEURA, 2008). Os inibidores da bomba de prétons (PPIs) sdo os medicamentos
mais eficazes no controle da secregcdo acida atualmente disponiveis no mercado
farmacéutico e sdo considerados os mais prescritos na terapéutica antiulcerogénica
(SCHUBERT,; PEURA, 2008). Os principais representantes dessa classe séo
omeprazol, lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol. Os PPls mesmo sendo
considerados seguros e eficazes, tém manifestado efeitos adversos relacionados
com hipergastrinemia, hipersecrecédo acida rebote, ma absorcao, infeccdo e cancer
(JAIN et al., 2007).

Quando a ulcera péptica esta associada a infecgéo por H. pylori o tratamento
constitui uma combinacédo de PPIs (omeprazol) ou antagonista do receptor H»
(ranitidina), mais dois antibidticos, claritomicina e amoxicilina ou claritomicina e
metronidazol, ou ainda, o PPl associado aos dois antibioticos e em conjunto com
sais de bismuto (Figura 9) (CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002; MAJUMDAR;
BEBB; ATHERTON, 2007). No entanto, as limitacdes terapéuticas desta tripla
terapia incluem nauseas, diarréias e tonturas (JAIN et al., 2007).

A terapia da ulcera gastrica, além de centrada em drogas que promovem a
inibicdo da secregdo acida e a remogao de agentes lesivos (AINEs e H. pylor)
(SCHUBERT,; PEURA, 2008), envolve também agentes farmacoldgicos que
aumentam os fatores protetores da mucosa, como os citoprotetores (Figura 9)
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Séo representantes dessa classe o
sucralfato, misoprostol (andlogo da PGE;) e a carbenoxolona, entretanto todos
induzem varios efeitos colaterais (MOSSNER; CACA, 2005), sendo que a
carbenoxolona ¢ atualmente utilizada como ferramenta farmacologica.

A terapéutica da Ulcera gastrica tem apresentado um grande avango nos
ultimos anos no desenvolvimento de novos farmacos, entretanto, apresenta fatores
limitantes quanto a eficacia, producéo de efeitos colaterais (DEBASHIS et al., 2002)
e alta taxa de recorréncia de Ulcera (40-80 %) um ano apds o tratamento com os
antagonistas dos H; e os PPls (SZABO; VINCZE, 2000).

Outro fator limitante na terapéutica antiulcerogénica € o uso prolongado dos

antagonistas do receptor H, € PPls, que resulta na supressdo da secrecdo acida
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gastrica prolongada, provocando hipergastrinemia, que pode estar associada a
formacao de alteragdes pré-cancerigenas na mucosa gastrica (JAIN et al., 2007).
Diante destas consideracbes, se torna necessario buscar nas plantas
medicinais uma nova abordagem terapéutica para as desordens gastrintestinais na
perspectiva de apresentar menos efeitos colaterais e menor indice de recidiva que

as drogas existentes no mercado.

1.8 Plantas como uma nova alternativa terapéutica
1.8.1 Plantas com atividade antiulcerogénica

No Brasil varias plantas s&o usadas na medicina popular para o tratamento de
disturbios gastrintestinais, em particular da Ulcera gastrica (CORREA, 1984).
Diversos estudos cientificos tém comprovado a atividade antiulcerogénica de varias
plantas brasileiras, destacando-se a Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA et al.,
2004), Alchornea castaneaefolia (HIRUMA-LIMA et al., 2006), Praxelis clematidea
(FALCAO, 2007), Hancornia speciosa (MORAES et al., 2008), Herissantia crispa
(LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTQOS, 2008), dentre outras, sendo que muitas
dessas atividades estdo relacionadas aos seus metabdlitos secundarios, tais como
alcalbides, ligndides, saponinas, sesquiterpenos e compostos polifendlicos
(BORRELLI; 1220, 2000).

Os compostos fitoquimicos acima relacionados sdo de grande importancia na
atividade antiulcerogénica. Entretanto, a classe dos compostos polifendlicos
(acido fendlico, taninos, flavondides, etc), deve ser ressaltada por possuirem
significativa atividade gastroprotetora e cicatrizante relacionadas a atividade

antioxidante.
1.8.2 Flavonéides com atividade antiulcerogénica
Flavondides constituem uma importante classe de metabdlitos secundarios

com cerca de 9.000 estruturas identificadas, sendo considerado o principal grupo de
compostos polifendlicos (HARBORNE; BAXTER, 1999; WILLIAMS; GRAYER, 2004).



MOTA, K, S. L. Introdugio 51

O termo flavondides € usado para descrever 0s pigmentos vegetais, também
s80 conhecidos como derivados de benzo-y-pirano, sindnimo de cromano (anéis A e
C na Figura 10). Todos os flavondides derivam de esqueletos com 15 carbonos
(C6-C3-C6), formados a partir de dois metabdlitos basicos, malonil-CoA e
p-coumaroil-CoA (HASSIG et al., 1999; HARBORNE; WILLIAMS, 2000).

Figura 10. Estrutura basica dos flavonéides.

De acordo com a natureza quimica da molécula e as substituicbes nos anéis
A, B e C, os flavondides s&o divididos em 14 diferentes grupos (HAVSTEEN, 2002),
dos quais sete grupos sao particularmente bem conhecidos e caracterizados, a
exemplo de flavonas, flavondis, flavanonas, isoflavonas, flavanols (catequinas),
flavanolols e antocianidina (HAVSTEEN, 2002; BEECHER, 2003) (Figura 11).

5
O
Flavonona

Isoflavona Flavanolol

Antocianidina

Figura 11. Principais classes de flavonoéides.
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Os flavondides tém chamado a atengdo na pesquisa envolvendo produtos
naturais devido a variedade de atividade bioldgicas que possuem: antivirais
(CRITCHFIELD; BUTERA; FOLKS, 1996), antialérgicas (CHEONG et al., 1998),
antiplaquetarios (CAROTENUTO et al.,1997), antiestrogénica, anticarcinogénicas,
antiinflamatérias, antiproliferativas, antiangiogénicas e atividades antioxidantes. A
sua ingestdo produz pouca ou nenhuma toxicidade (HAVSTEEN, 2002). Os
flavondides também foram relatados por apresentarem atividade antiespasmddica
(LIMA et al., 2005), anti-secretéria, antidiarréica (DI CARLO et al., 1993) e
antiulcerogénica (LA CASA et al., 2000).

Os flavondides estdo envolvidos em varios mecanismos vinculados a
gastroprotecéo: inibicdo da H' K'-ATPase (BEIL; BIRKHOIZ; SEWING, 1995),
aumento do fluxo sanguineo gastrico (SAZIKI et al., 1983), da secregdo de muco
(LEWIS; SHAW, 2001) e dos niveis de PGs na mucosa gastrica (SAZIKI et al.,
1984), além de promoverem diminuicdo da peroxidacdo lipidica, elevacdo no
conteudo de GSH (antioxidante nao-enzimatico) (KAHRAMAN et al.,, 2003) e
aumento da atividade da GSH-Px (LA CASA et al., 2000) e da SOD (antioxidantes
enzimaticos) (KAHRAMAN et al., 2003). Estas atividades antioxidantes dos
flavondides devem-se a presenca na sua estrutura de o-dihidroxi no anel B (catecol),
dupla ligacao 2,3 em conjugacao com a funcao 4-oxo e a presenca adicional de
grupos hidroxilas nas posigbes 3, 5 e 7 do anel heterociclico (RUSSO et al., 2000).

Dessa forma os flavondides podem representar um potencial terapéutico
eficaz e seguro para o tratamento de doencas gastrintestinais, principalmente no

tratamento da ulcera péptica.

1.8.3 Consideragdes sobre a familia Celastraceae e sobre a espécie Maytenus

obtusifolia

Celastraceae € uma grande familia de arvores e arbustos, a qual compreende
92 géneros e 1350 espécies (STEVENS, 2001), distribuidas principalmente em
climas tropicais e subtropicais (SPIVEY, WESTON; WOODHEAD, 2002). Dentre
estes géneros destaca-se o Maytenus, com cerca de 270 espécies, considerado o

segundo maior género (STEVENS, 2001). Atualmente sdo conhecidas cerca de 80
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espécies distribuidas em todo o territério brasileiro, das quais 16 sdo endémicas da
Amazénia (JORGE et al., 2004; JOFFILY; VIEIRA, 2005).

O género Maytenus € caracterizado quimicamente pela presenga de
metabdlitos secundarios como flavondides, triterpenos, sesquiterpenos, alcalbides e
taninos condensados. Foram isolados metabdlitos secundarios de varias espécies
pertencentes a esse género, entre eles destacam-se triterpenos obtidos da
M. ilicifolia (QUEIROGA, et al., 2000; OHSAKI et al., 2004), alcaldides sesquiterpeno
piridino da M. aquifolium (CORSINO et al., 1998), acido maitendico obtido da
M. senegalensis (SOSA et al, 2007), de M. rigida foram isolados flavonodis
(TIBERTI et al., 2007), alcaldides (DELLE; MARINI; BERNAYS, 1984), quinonas
(ALMEIDA et al.,, 2005) triterpenos da série lupano (OLIVEIRA et al., 1999;
ALMEIDA et al., 2005) e n-alcanos (OLIVEIRA; SALATINO, 2000).

Vaérias espécies de Maytenus s&o usadas na medicina popular devido suas
atividades  analgésica, antiinflamataria, antiulcerogénica, entre  outras
(CORREA, 1984).

Muitas dessas espécies tém suas atividades bioldgicas comprovadas
experimentalmente a exemplo de Maytenus ilicifolia, umas das espécies mais
estudadas, a qual apresentou atividades antinociceptiva, antiinflamatoria
(JORGE et al., 2004), antioxidante (VELLOSA et al., 2006; MELO et al., 2001) e
antiulcerogénica (SOUZA-FORMIGONI et al., 1991; JORGE et al., 2004; BAGGIO
et al., 2007). Atividades antimicrobiana (KLOUCEK et al., 2007) e antileishmanicida
(PEREZ-VICTORIA et al., 1999) foram encontradas em M. macrocarpa. Foram
demonstradas propriedades antimutagénica, antioxindante e antimicrobiana para
M. krukovii (BRUNI et al., 2006), bem como, atividade inibitoria da DNA polimerase
B-liase de M. putterlickoides (FENG et al., 2004). Foi também relatado um efeito
analgésico para a M. aquifolium (GONZALES et al, 2001) e atividade
antiulcerogénica de M. robusta (ANDRADE et al., 2007). M. senegalensis revelou
atividades antiplasmodial (GESSLER et al., 1995; EL TAHIR; SATTI; KHALID, 1999),
antiviral (OTAKE et al., 1995) e antitumoral (GESSLER et al., 1995).

Em estudos farmacoldgicos recentes, 0 nosso grupo mostrou que o extrato
etandlico bruto e a fase acetato de etila obtidos de Maytenus rigida Mart. possui
atividades antiinflamatéria, antidiarréica, antiespasmodica, e antiulcerogénica
(SANTOS et al., 2007, SANTOS, 2008). Adicionalmente esta fase apresentou uma

excelente atividade cicatrizante da mucosa gastrica (SANTOS, 2008).
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Maytenus obtusifolia Mart. (Figura 12) encontra-se distribuida em muitos
estados do Nordeste e Sudeste do Brasil. E conhecida popularmente como
‘bom-nome” ou “carne-de-anta” ou "carrancudo”, sendo suas folhas utilizadas na
medicina popular para o tratamento de “uUlceras graves” na forma de decocto e no
tratamento de inflamacgdes gerais e cancer (CORREA, 1984) e o pd seco das cascas
do caule para ulceras externas na pele (AGRA; FREITAS; BARBOSA-FILHO, 2007).

Figura 12. Fotos de Maytenus obtusifolia Mart. (Josean FechineTavares, 2007).

Em estudos fitoquimicos realizados com M. obtusifolia foram isolados varios
metabdlitos secundarios, destacando-se os celastroldides, como pristimerina,
tingenona e 22-hidroxitingenona (LUCA; MONACHE; MARINI-BETTOLO 1978) e
triterpenos pentaciclicos da série friedelano e lupano (FREIRE, 1998). Também
foram isolados alcaldides como, N-metilflindersina, triterpenos pentaciclicos como o
acido 3,4-secofriedelan-3-6ico, 3p-hidroxi-11,13-en-oleanano, 7-oxofriedelina, 3-oxo-
29-hidroxifriedelano, friedelina, 3p-hidroxi-9,12-en-oleanano e o 3B-hidroxi-9,12-en-
ursana e quatro flavondides do tipo 4-O-metil-(-)-epigalocatequina, ouratea
proantocianidina A, catequina e epicatequina (SILVA et al., 2008).

Estudos farmacoldgicos mostraram que a espécie selecionada apresenta
atividade neuroléptica e analgésica (SOUSA; ALMEIDA, 2005; FREIRE, 1998).

Diante dessas premissas e levando em consideracdo a necessidade de
buscar novos produtos como alternativa terapéutica no tratamento da Uulcera
gastrica, o presente estudo € de grande relevancia, uma vez que busca a
comprovacéo da difundida atividade antiulcerogénica de M. obtusifolia Mart. na
medicina popular, bem como, contribuir para uma nova proposta terapéutica no

tratamento da ulcera gastrica.
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2 OBJETIVOS
2.1 Objetivo geral
Avaliar a atividade antiulcerogénica do extrato etandlico bruto e da fase

acetato de etila obtidos das folhas de Maytenus obtusifolia Mart. em modelos

animais que mimetizam as Ulceras gastricas no homem.

2.2 Objetivos Especificos

» Avaliar a toxicidade aguda do EEtOH obtido das folhas de Maytenus

obtusifolia;

» Avaliar, através de triagem farmacologica, o efeito gastroprotetor do EEtOH

frente ao agente lesivo HCl/etanol;

» Investigar a atividade gastroprotetora do EEtOH e da FACOEt em modelos

classicos de indug¢do aguda de Ulcera gastrica;

» Avaliar o efeito do EEtOH e da FAcCOEt sobre os paréametros bioquimicos da

secrecdo gastrica (volume do suco gastrico, pH e concentracéo acida);

» Elucidar os provaveis mecanismos de ag¢do envolvidos na atividade
gastroprotetora de M. obtusifolia, avaliando para tanto o envolvimento das

PGs, do NO e dos compostos SHSs;

» Investigar a atividade cicatrizante do EEtOH e da FACOEt no modelo de acido

acético 30 % em ratos;

» Avaliar a toxicidade do EEtOH e da FAcOEt durante 14 dias de tratamento da

Ulcera induzida com acido acético 30 %.



MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 MATERIAL
3.1.1 Local da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ensaios Toxicoldgicos
(LABETOX), localizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica (LTF)
“Prof. Delby Fernandes de Medeiros” da Universidade Federal da Paraiba (UFPB),
no Laboratdrio de Pesquisa em Produtos Naturais da Universidade Estadual de
Campinas (UNICAMP) e no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP) em Botucatu, S&o Paulo, no

periodo de Marco 2007 a Fevereiro de 2009.

3.1.2 Coleta do material vegetal

O material vegetal utilizado nos experimentos de toxicidade aguda e inducé&o
de ulcera gastrica foram as folhas da espécie Maytenus obtusifolia Mart. coletadas
no municipio de Santa Rita, estado da Paraiba, em maio de 2002. Esta espécie foi
identificada pela Dra. Maria de Fatima Agra, do Setor de Botéanica do LTF/UFPB e
um exemplar da planta encontra-se depositado no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier
(JPB) da UFPB sob cddigo de identificagdo M. F. Agra et al., 3230.

3.1.3 Obtencdo do extrato etandlico bruto e da fase acetato de etila de M.

obtusifolia

O material vegetal seco e pulverizado das folhas de M. obtusifolia (3.453,6 g)
foi submetido a maceragcé&o exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, obtendo-se uma
solugao etandlica, que foi filirada e concentrada em um rotaevaporador, que resultou
em 815,7 g (23,62 % em relagdo ao peso seco da planta) de extrato etandlico bruto
(EEtOH).
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Apbs esse processo 100 g do EEtOH foi particionado utilizando seguidamente
os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, para obtencdo das
fases hexanica, cloroformica, acetato de etila (FACOEt) e n-butandlica,
respectivamente (Figura 13).

As amostras vegetais foram sedidas pela equipe dos professores: Prof. Dr.
Marcelo Sobral da Silva e Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, todos do LTF/UFPB. O
EEtOH e a FACOEt, objetos de estudo deste trabalho, foram preparados por
Medeiros (2007).

Material seco e pulverizado das folhas de M. obtusifolia (3.453,6 g)

Maceracédo em etanol (EtOH) a 95% (3x)
Concentracao em rotaevaporador

100 g do EEtOH
EtOH:H,0 (7:3)

Solugéo hidroalcodlica

Hexano
Fase hexanica (1,0 g) Fase hidroalcoélica |
Cloroférmio
Fase cloroférmica (7,3 g) Fase hidroalcodlica Il
Acetato de etila
Fase acetato de etila - FACOEt (4,0 g) Fase hidroalcodlica Ill
n-Butanol
Fase n-butandlica (3,7 g) Fase hidroalcodlica IV

Figura 13. Marcha fitoquimica para obtencdo do EEtOH e da FAcCOEt das folhas de Maytenus
obtusifolia Mart.
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3.1.3 Animais

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos (Mus musculus)
albinos machos e fémeas, linhagem Swiss, pesando entre 25-35 g (Figura 14 A) e
ratos (Ratus norvegicus) albinos machos, linhagem Wistar, pesando entre 180-250 g
(Figura 14 B), todos provenientes do Biotério Prof. Dr. Thomas George do LTF, do
Centro Multidisciplinar de Investigacao Biologica (CEMIB) da UNICAMP e do Centro
de Bioterismo da UNESP. Os animais foram aclimatados as condi¢des do biotério
local sob temperatura 21 + 1 °C, ciclo claro-escuro de 12 h, alimentados com ragdo
tipo pellets (Purina) e agua ad libitum.

Todos os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal — CEPA/LTF/UFPB com o registro n® 0205/07. Os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, seguindo os principios internacionais para o
estudo com os animais de laboratorio (ZIMMERNAN, 1983).

(A)

Figura 14. Animais utilizados: (A) camundongo Swiss (Mus musculus) e (B) rato Wistar
(Ratus norvegicus) (Kelly Samara de Lira Mota, 2008).

3.1.4 Drogas utilizadas

Para a realizacdo dos experimentos, foram utilizadas: carbenoxolona
(100 mg/kg), cimetidina (100 mg/kg), N-etiimaleimida (10 mg/kg), e
N®-nitro-L-arginina-metil-ester (L-NAME, 70 mg/kg) obtidos da Sigma-Aldrich (E.U.A).
Cloreto de sodio P.A. (NaCl) e hidréxido de sodio (NaOH) da Quimex-Merck (Brasil),
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fenoftaleina da Riedel-De Haén (Germany); etanol absoluto da Merck (Germany),
lansoprazol (30 mg) da Aché (Brasil) e piroxicam (20 mg) da Hexal (Brasil).
Todas as solugbes com as substéncias foram preparadas imediatamente

antes de cada experimento, utilizando como veiculo solugao salina 0,9 %.

3.2 METODOS
3.2.1 AVALIAGAO TOXICOLOGICA DE Maytenus obtusifolia
3.2.1.1 Ensaio toxicologico pré-clinico agudo

O extrato etandlico bruto obtido das folhas de M. obtusifolia foi submetido ao
ensaio toxicolégico agudo com o objetivo de avaliar as alteragbes comportamentais
frente ao SNC e ao Sistema Nervoso Autdonomo, utilizando-se o protocolo
experimental, descrito por Almeida et al. (1999), avaliar consumo de agua e racéo,
investigar os 6rgaos alvos e o indice de letalidade.

Foram utilizados camundongos machos (n = 6) e fémeas (n = 6), agrupados
separadamente em caixas de polietileno, os quais receberam por via oral (v.0.) uma
dose unica de 2000 mg/kg (OECD, 2001) do EEtOH. Apd6s o tratamento foram
observados os efeitos gerais apresentados pelos animais nos intervalos de 30, 60,
90, 120, 180 e 240 minutos no primeiro dia e uma vez ao dia, sempre N0 mesmo
horario, nos 13 dias seguintes a administracdo e comparado ao respectivo grupo
controle (salina 0,9 %).

Como parametro foi avaliado o consumo de ragdo na forma de pellets pelos
animais, no intervalo de 1-14 dias ap6s a administragcdo da dose. A racio foi
colocada diariamente e, no dia seguinte foi avaliado o consumo de racédo. Para
avaliar o consumo de agua, seguiu-se a mesma metodologia. Foram colocadas
mamadeiras graduadas e no dia seguinte, 0 volume de agua ingerido pelos animais
foi mensurado.

A pesagem dos camundongos foi realizada antes da administracédo do EEtOH
e no 14° dia apds o tratamento. Apds esse periodo 0s animais sobreviventes foram
eutanasiados, suas visceras (coragdo, figado e rins) pesadas e examinadas

macroscopicamente. Ao final do experimento foi avaliada a DLso.
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3.2.2 INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Maytenus

obtusifolia

Inicialmente para avaliar se o EEtOH obtido de M. obtusifolia apresenta
atividade gastroprotetora foi realizada uma triagem farmacoldgica com diferentes
doses utilizando um modelo de indu¢do aguda de ulcera tendo como agente lesivo 0
HCl/etanol.

Apds a realizagdo da triagem farmacoldgica preliminar, foram realizados
experimentos objetivando demonstrar a atividade gastroprotetora do EEtOH e da
FACOEt obtidos das folhas de Maytenus obtusifolia nos modelos experimentais de
inducdo aguda de ulcera gastrica por etanol absoluto, estresse por imobilizacio, frio,
AINEs (piroxicam) e contens&o do suco gastrico, os quais mimetizam as principais

causas de Ulcera no homem.

Para corroborar com os resultados obtidos nesses estudos, foi realizada a
avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico (volume do suco gastrico,
pH e concentracéo de ions H*) utilizando o modelo de ligadura de piloro.

Para elucidar os mecanismos de ac&o envolvidos no efeito gastroprotetor do
EEtOH e da FACOEt foi avaliada a participagdo da PGE,, do NO e dos compostos
sulfidrilas.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o estdmago
aberto ao longo da grande curvatura, as lesGes ulcerativas foram quantificadas
macroscopicamente através da utilizacdo de uma Ilupa OLYMPUS Optical
TL3 - SZ40 e expressas como indice de lesédo ulcerativa (ILU) (Figura 15), conforme
0 numero e a severidade de lesbes (SZELENYI; THIEMER, 1978):

Nivel 1: pontos hemorragicos e ulceracdes até 1Tmm;

Nivel 2: ulcera¢cdes com 2 mm;

Nivel 3: ulcera¢des profundas a partir de 3 mm.

ILU =3 (lesdes nivel 1 x 1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)
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Figura 15. (A) lupa OLYMPUS Optical TL3 — SZ40 e (B) estbmago de rato ulcerado com etanol
absoluto (—), para determinacao do ILU (Kelly Samara de Lira Mota, 2008).

3.2.2.1 Indugao da ulcera gastrica pelo HCl/etanol

Para a realizac&o desse experimento, foi seguido 0 modelo de Mizui; Doteuchi
(1983) com modificagbes. Camundongos Swiss machos (n = 6-8) foram submetidos
a jejum de 24 horas e posteriormente, divididos em grupos, conforme o
pré-tratamento (v.0.) com solugcdo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo),
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EEtOH (62,5 125, 250 e 500 mg/kg) obtido
de Maytenus obtusifolia. Apds 50 minutos, foi administrado aos animais por via oral
0.2 mL/kg de uma solugéo 0,3 M HCl/etanol 60 % (agente lesivo). Uma hora apds
os camundongos foram eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos ao longo da

grande curvatura para a determinac&o do ILU conforme Szelenyi; Thiemer (1978).

3.2.2.2 Indugéao da ulcera gastrica por etanol absoluto

Este experimento foi baseado no modelo de Morimoto et al. (1991) com
modificagdes. Ratos Wistar machos (n = 6-8) foram submetidos a jejum de 24 horas
e pré-tratados por via oral com solugédo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo),
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EEtOH ou FAcCOEt (62,5 125, 250 e
500 mg/kg). Apds 60 minutos, foi administrado etanol absoluto (4 mL/kg, v.o.).
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Decorrido 1 hora dessa administracdo, os ratos foram eutanasiados, os estdbmagos
retirados e abertos ao longo da grande curvatura para a determinagéo do ILU
(SZELENYI, THIEMER, 1978).

3.2.2.3 Indugéao de ulcera gastrica por estresse (imobilizagao e frio)

Para a realizacdo desse experimento, foi seguido o0 modelo de Levine (1971),
com modificagdes. Os camundongos (n = 6-7) foram submetidos a jejum de 24 horas
e posteriormente pré-tratados com solugéo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo),
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EEtOH ou FACOEt (62,5 125 e 250 mg/kg)
por via oral. Trinta minutos apds a administracao dos diferentes tratamentos, os animais
foram imobilizados pelas patas dianteiras e traseiras, colocados em contensores de PVC
(9 cm de comprimento x 3,5 cm de diametro) e submetidos a uma temperatura de
4 °C + 1 por um periodo de 3 horas para indugéo das lesbes ulcerativas. Ao final deste
periodo, os camundongos foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos para
a determinacédo do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.24 Indugcdao de ulcera gastrica por antiinflamatério nao-esteroidal

(piroxicam)

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Puscas et al.
(1997) com modificagdes. Apos 0 jejum de 24 h, os camundongos (n = 6-8) foram
pré-tratados por via oral com solugcédo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo),
cimetidina 100 mg/kg (controle positivo), EEtOH ou FACOEt (62,5 125 e 250 mg/kg).
Apds 30 minutos, os animais receberam piroxicam 30 mg/kg (agente lesivo) por via
subcutdnea (s.c.) € 4 horas apds essa administracdo, os animais foram
eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para
a determinacédo do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).
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3.2.2.5 Indugéao da ulcera gastrica por contensao do suco gastrico

Esse experimento foi realizado de acordo com 0 modelo de ligadura de piloro
descrito por Shay et al. (1945), com modificagbes. Apds jejum de 36 horas, os ratos
(n = 6-7) foram anestesiados com cloridrato de quetamina 5 % (relaxante muscular)
e cloridrato de xilazina 2 % (anestésico) e submetidos a uma incisdo longitudinal
abaixo da apdfise xiféide para ligadura do piloro. Quatro horas apds esse

procedimento os animais foram eutanasiados, em seguida foi determinado o ILU.

3.2.2.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico através do

modelo de ligadura do piloro

Esse experimento segue o protocolo anteriormente citado e descrito por Shay
et al. (1945). Para isso foi avaliado o efeito do EEtOH ou da FACOEt administrados
por via intraduodenal (i.d.) e v.0. sobre os parametros do suco gastrico. Apds a
ligadura do piloro descrita acima, as substancias foram administradas conforme o
pré-tratamento: com solucdo salina 0,9 % (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg
(controle positivo) e com a melhor dose do EEtOH ou da FAcOEt (250 mg/kg)
intraperitonealmente. No entanto, o pré-tratamento oral foi realizado 30 minutos
antes da ligadura do piloro. Quatro horas apds a amarragéo do piloro as incisdes
foram abertas e os estdmagos retirados cuidadosamente. O conteudo estomacal foi
coletado e os parametros bioquimicos do suco gastrico (volume, pH e concentracéo
de ions hidrogénio) foram determinados.

O conteudo do estdbmago foi pesado e, em seguida, calculado o volume do
suco gastrico expresso em g/4h. O pH foi verificado com o auxilio de um pHmetro
digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil) apds centrifugacdo do conteudo estomacal a
3000 rpm por 10 minutos e expresso em unidades. Em seguida, foram retirados
10 mL do sobrenadante e distribuidos em aliquotas de 5 mL em 2 erlenmeyer para
que fosse prosseguida a titulagdo do suco gastrico e determinada a concentracéo de
H* expressa em mEg/mL/4h. A titulac&o foi realizada utilizando-se hidréxido de sédio
(NaOH) 0,01 N e fenolftaleina, uma solugéo indicadora, com auxilio de uma bureta
digital Solarus® (HIRSHMANN LABORGERATE, U.S.A.).
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3.2.3 AVALIAGCAO DOS MECANISMOS DE AGAO ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE
GASTROPROTETORA DE Maytenus obtusifolia

3.2.3.1 Determinagao dos niveis de PGE; produzida na mucosa gastrica

Esse experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por
Curtis et al. (1995), com pequenas modificagdes. Ratos (n = 5) foram submetidos a
um jejum de 24 horas e foram divididos aleatoriamente em 4 grupos: 1) solugéo
salina 0,9 %, 2) solugdo salina 09 % + indometacina, 3) FAcCOEt, e
4) FAcOEt + indometacina. Nos animais dos grupos 1 e 2 foi administrada solugéo
salina 0,9 % (10 mL/kg, v.0.) e nos animais dos grupos 3 e 4 foi administrada a
FACOEt (125 e 250 mg/kg, v.0.). Apds trinta minutos a indometacina (inibidor nao
seletivo da COX) na dose de 20 mg/kg subcutanea foi administrada aos grupos 2 e
4. Uma hora apo6s o tratamento inicial os ratos foram eutanasiados, os estdmagos
retirados e abertos, a mucosa raspada até sua total remocdo. O raspado foi
suspenso em 1 mL de tampéo fosfato de sédio a 10 mM, pH = 7,4. A soluc&o obtida
foi incubada a 37 °C por 20 minutos. A prostaglandina foi mensurada a partir da
solugcdo obtida com o tampao, utilizando um “kit” de dosagem imunoenzimatico de
PGE, (RPN222-Amersham) e a leitura realizada em leitor de ELISA Biossistem a
490 nm.

3.2.3.2 Investigagdo da participagdao do NO na citoprotecao

Esse método foi baseado no modelo modificado de Sikiric et al. (1997), com
modificagdes. Ratos Wistar machos foram submetidos a jejum de 24 horas e
distribuidos em oito grupos (n = 6-9). Conforme o pré-tratamento, 4 grupos
receberam solugédo salina 0,9 % (10 mL/kg, i.p.) € 0s outros 4 grupos receberam
L-NAME (70 mg/kg i.p.), um agente inibidor da enzima sintase de éxido nitrico. Apés
30 minutos da administracdo, cada quatro grupos foram tratados oralmente com
solucdo salina 0,9 % (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle
positivo) e com a melhor dose do EEtOH ou da FACOEt (250 mg/kg). Apds 1 hora,

os ratos receberam etanol absoluto (4 mL/kg, v.0.). Decorridos mais 60 min., 0s
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animais foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande
curvatura para determinagéo do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.3.3 Avaliagdo da participagdao dos grupamentos sulfidrilas na

gastroprotecgao

Para realizacdo do experimento foi utilizado o modelo modificado de
Matsuda; Li; Yoshikawa (1999). Ratos Wistar machos (n = 6-8) foram colocados em
jejum por 24 horas e distribuidos em oito grupos. Conforme o pré-tratamento,
4 grupos receberam solugao salina 0,9 % e os outros 4 grupos receberam
N-etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg i.p., um bloqueador dos grupamentos sulfidrilas.
Apds 30 minutos da administragdo, cada quatro grupos foram tratados oralmente
com solucdo salina 0,9 % (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg
(controle positivo), com a melhor dose do EEtOH ou da FACOEt (250 mg/kg). Apds
1 hora, os ratos receberam etanol absoluto (4 mL/kg, v.0.). Decorridos mais 60 min.,
os animais foram eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos ao longo da
grande curvatura para determinagéo do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.4 AVALIAGAO DA ATIVIDADE ANTIULCEROGENICA (CICATRIZANTE) DE

Maytenus obtusifolia
3.2.4.1 Leséao gastrica induzida por acido acético 30 %

O experimento foi realizado conforme descrito por Takagi; Okabe; Saziki
(1969). Apos o jejum de 24 horas os ratos (n = 10) foram divididos aleatoriamente
nos grupos Sham, salina 0,9 %, cimetidina e EEtOH ou FACOEt e anestesiados com
cloridrato de quetamina 5 % (relaxante muscular) e cloridrato de xilazina 2 %
(anestésico) para realizagdo de uma incisdo longitudinal logo abaixo da apdfise
xiféide. A parede anterior do estdmago foi exposta e um volume de 0,05 mL de acido
acético a 30 % foi injetado na camada subserosa da jungdo do fundo com 0o antro,
com auxilio de uma seringa (Figura 16), com excec¢&o do grupo Sham. No segundo

dia apds a cirurgia foram iniciados os tratamentos uma vez ao dia, durante 14 dias
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com o EEtOH ou a FACOEt (250 mg/kg), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e
solucdo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo) utilizando a via oral. Ao final do
tratamento, apds jejum de 12 horas, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical e seus estdbmagos foram removidos e abertos no sentido da
grande curvatura, para a determinagéo da area da lesdo ulcerativa - ALU (mm?) com
a ajuda de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo Corporation da Caliper-Jap&o).

As formulas utilizadas para obtencdo da ALU e % da taxa de cura estéo
descritas a seguir:

¢ = comprimento (mm)

| = largura (mm)

ALU (C) = area da leséo ulcerativa do grupo controle negativo;

ALU (T) = érea da les&o ulcerativa do grupo tratado.

ALU = (c). (1) =mm?

(%) da taxa de cura = (ALU) C — (ALU) T X 100
(ALU) C

Apbs a determinacéo da ALU, a regi&o que circunscreve a leséo foi removida
para posterior analise histoldgica. Ao final dos 14 dias de tratamento o sangue foi
coletado e as visceras retiradas para avaliacdo da toxicidade, conforme descrito a

seguir.

\Fundo | Antro

Acido acético30%
0,05 ml {45 5)

. Duoden
Ulcera u|u ETD

Figura 16. Inducdo da tlcera com 4cido acético 30 % (Adaptado de Okabe; Amagase, 2005).
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3.2.4.2 Analise histologica

Os cortes histologicos dos estdmagos e as laminas foram preparados no
laboratério de histologia da Universidade Federal de Pernambuco e no laboratério de
histologia da UNESP-Botucatu. Apds o experimento de ulcera gastrica induzida por
acido acético (30 %), os estdbmagos dos animais foram abertos no sentido da maior
curvatura, a leséo foi medida em area (mm?) e, ap6s cuidadosa fixagcdo em placa de
isopor com alfinetes, o material foi fixado em solucdo de formalina (solucdo de
formol 10 %) tamponado com carbonato de calcio, onde ficou imerso por 24 horas.
As pecas foram desidratadas em séries crescentes de alcoois (70-100 %) e
diafanizadas em xilol. Apds a diafanizacdo as pecas foram incluidas em paraplast e
cortadas (7 um de espessura) em micrétomo de maneira semi-seriada. As laminas
obtidas segundo esse processo foram submetidas a coloracdo por
hematoxilina-eosina (HE) e &cido periddico de Schiff (PAS) para analises

morfolégicas em microscopia de luz.

3.2.4.3 Avaliacao da toxicidade de doses repetidas do EEtOH e da FAcOEt

durante 14 dias no modelo de acido acético 30 %

Como parémetros adicionais da atividade bioldgica, foram avaliados os
possiveis efeitos das amostras vegetais sobre os animais submetidos ao tratamento
diario com o EEtOH ou a FAcOEt (250 mg/kg) durante 14 dias. Os parametros
analisados foram: peso corporal, consumo de agua e ragdo, bem como avaliacdo de

parametros bioquimicos e hamatolégicos.
3.2.4.3.1 Avaliacao do peso corporal
A pesagem dos ratos foi realizada no 1° dia antes de iniciar os respectivos

tratamentos com o EEtOH ou a FAcOEt (250 mg/kg), cimetidina 100 mg/kg

controle positivo) e solucdo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle negativo), e no ia.
(control itivo) luca lina 0,9 % 10 mL/kg (control tivo) 14° di
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3.2.4.3.2 Avaliagdo do consumo de agua e ragao

Durante os 14 dias de tratamento, foi avaliada a quantidade de agua e ragao.
A racdo foi colocada diariamente e, no dia seguinte foi avaliada a quantidade
consumida pelos ratos. Para avaliar o consumo de agua, seguiu-se a mesma
metodologia colocando-se mamadeiras graduadas e, no dia seguinte, o volume de

agua ingerido pelos animais foi mensurado.

3.2.4.3.3 Avaliagao do peso dos érgaos

Outro parametro avaliado foi o peso dos 6rgéos. Ao final do experimento, de
ulcera induzida por acido acético, os ratos foram eutanasiados e tiveram seus

orgéaos (coracao, figado, rins, bago e pulmé&o) pesados.

3.2.4.3.4 Avaliagao dos parametros bioquimicos e hematolégicos do sangue

Ao final dos 14 dias de tratamento, os animais passaram por um jejum de 12
horas, em seguida foram eutanasiados e amostras de sangue foram coletadas
através de sangria do plexo braquial. Para analises bioquimicas, o sangue foi
acondicionado em tubos contendo gel separador, que foram centrifugados por 10
minutos a 3500 rpm, para obtenc&o do soro, destinado as dosagens dos seguintes
parametros: uréia e creatinina, marcadores da fungao renal, bem como aspartato
aminotransferase (AST), e alanina aminotransferase (ALT) através de um analisador
biogquimico automéatico — Cobas Mira Plus®- Roche Diagnostic System.

Para a analise hematolégica o0 sangue foi coletado em tubos contendo
anticoagulante EDTA para avaliacdo dos seguintes parametros: contagem de
hemacias, hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM), contagem global e diferencial de leucdcitos e contagem de
plaquetas através de um analisador hematologico celular automatico — ABX Vet

ABC® - Horiba. Foram realizados esfregacos sanguineos que apés coloracdo foram
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analisados em microscépio 6ptico Olympus® para confirmagdo e controle da

contagem diferencial de células sanguineas.

3.3 Analise estatistica

Os resultados obtidos estdo expressos como média + desvio padréo (d.p.) e
foram analisados estatisticamente empregando-se o teste “t” de Student para a
toxicidade aguda e Analise de Variancia (ANOVA) de uma via, seguido dos testes de
Dunnett ou Tukey para resultados da atividade gastroprotetora e cicatrizante. O nivel
de significancia minimo considerado foi 0,05 (p<0,05). Todos os dados foram
analisados com programa estatistico, GraphPad Prism vers&o 5.0, San Diego, CA,
EUA.



RESULTADOS
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4 RESULTADOS
4.1 AVALIAGAO TOXICOLOGICA DE Maytenus obtusifolia
4.1.1 Toxicidade aguda via oral

Considerando os parametros citados por Almeida et al. (1999) os
camundongos tratados com a dose unica de 2000 mg/kg, v.o. do EEtOH
apresentaram sinais de analgesia na segunda e terceira hora ap6s a administracéo
do extrato, no entanto, tal efeito foi reversivel na quarta hora apds o tratamento,
quando comparado ao respectivo controle (salina 0,9 %).

Quando avaliado o peso corporal e 0 peso dos 6rgédos nao foi observado
nenhuma alteracdo estatisticamente significativa em comparacéo ao grupo controle
(salina 0,9 %). Os dados estao apresentados na Tabela 1.

Ao ser avaliado o consumo de agua, foi observado que 0 extrato nao
promoveu alteracdo significativa no consumo de agua das fémeas, enquanto que,
ocorreu aumento significativo na ingesta de agua dos machos tratados com o
EEtOH, em comparagéo ao seu respectivo controle (salina 0,9 %) (Tabela 1).

Em relacdo ao consumo de racdo foi observado que o EEtOH promoveu
diminuic&o significativa no consumo de racdo das fémeas, enquanto que nenhuma
alteracao foi observada para os machos, quando comparado ao seu respectivo
controle (salina 0,9 %) (Tabela 1).

O extrato ndo provocou nenhuma alteragdo macroscopica nos orgaos dos
camundongos. Foi também observado que o EEtOH n&o causou mortes nos animais
durante os 14 dias de observacdo apds a administracdo, impossibilitando a
daterminac&o da DLsy.

A anadlise desses parametros sugere que, nas condi¢gdes avaliadas, os

camundongos baixa toxicidade, quando tratados com EEtOH (2000 mg/kg, v.0.).
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Tabela 01 - Efeito da administracdo oral do EEtOH obtido de M. obtusifolia na evolu¢io ponderal e
peso dos 6rgdos, consumo de agua e racdo em camundongos machos e fémeas

Paréametros Sexo Tratamentos
Evolugéo ponderal (g) Controle (salina 0,9 %) EEtOH (2000 mg/kg)
Fémeas
Inicial 34,08 + 2,91 32,22 +4,14
Final 37,88 + 3,92 35,32 + 3,84
Aumento (%) 09,48 + 5,21 08,91 +2,96
Machos
Inicial 35,92 + 1,66 33,98 + 1,91
Final 40,90 + 2,89 38,78 + 2,58
Aumento (%) 11,99 + 4,22 12,25+ 4,28
Peso dos 6rgéos (g)
Fémeas
Coragéo 0,16 £ 0,02 0,16 £ 0,04
Figado 1,81 £0,32 1,74 £ 0,36
Rins 0,51+£0,10 0,48 + 0,06
Machos
Coragéo 0,19 £ 0,01 0,18 £ 0,01
Figado 2,31+£0,21 2,18 +£0,28
Rins 0,53 + 0,04 0,50 + 0,05
Consumo de agua (mL)
Fémeas 12,30+ 1,84 12,24 £ 2,00
Machos 09,74 + 0,86 10,62 + 1,04*
Consumo de racéo (g)
Fémeas 08,33 + 0,91 07,09 + 1,26**
Machos 06,61 + 0,96 06,52 + 0,82

Os dados estdo expressos como média £ d.p. (n=6). Teste “t” de Student, **p<0,01, *p<0,05
comparados a salina 0,9 %.
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4.2 AVALIAGAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Maytenus obtusifolia
4.2.1 Indugao aguda da ulcera gastrica por HCl/etanol

Inicialmente foi realizada uma triagem farmacolégica preliminar para avaliar se
o EEtOH apresenta efeito gastroprotetor, frente ao modelo de indug&o aguda de
ulcera em camundongos, utilizando como agente lesivo o HCl/etanol. Os resultados
obtidos neste modelo demonstram que o EEtOH (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) e
lansoprazol (30 mg/kg, v.o. - controle positivo) reduziram significativamente o ILU
para 65,6 +8,7 (20 %), 43,0+9,5 (47 %), 155+7,6 (81 %), 54,8 +8,9 (33 %) e
36,3+9,6 (56 %), respectivamente, quando comparado ao controle negativo
(salina 0,9 %) 82,3+12,5 (Grafico 1). De acordo com esses dados o extrato
etandlico bruto de M. obtusifolia nas doses avaliadas apresenta atividade protetora

da mucosa gastrica.

1001
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90- _|_ B3 Lansoprazol 30 mg/kg

80 20 % BR EEtOH 62,5 mg/kg

20 33 % [l EEtOH 125 mg/kg

** Bl EEtOH 250 mg/kg

60+ BN EEtOH 500 mg/kg
2 50-
40-
304
204
104

0
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Grafico 1 - Efeito gastroprotetor do EEtOH obtido de Maytenus obtusifolia no modelo de Ulcera
gastrica induzida por HCl/etanol em camundongos. Os dados estdo expressos como média £ d.p.
(n = 6-8). ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, **p<0,01, *p<0,05 comparados a salina
0,9 %. Os numeros percentuais indicam a porcentagem de protecido em relacdo ao grupo salina.
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4.2.2 Indugao aguda da ulcera gastrica por etanol absoluto

Os resultados obtidos demonstram que o EEtOH (62,5, 125, 250 e
500 mg/kg, v.0.) e lansoprazol (30 mg/kg, v.0.) reduziram significativamente as
lesdes agudas induzidas por etanol absoluto na mucosa gastrica dos ratos
(Figura 17) para 298,8 + 54,8 (22 %), 195,2 + 41,2 (49 %), 148,2 + 23,0 (61 %),
81,7 £19,9 (79 %) e 207,7 £ 29,7 (46 %), respectivamente, quando comparados ao
controle negativo (salina 0,9 %) 383,7 + 55,1 (Grafico 2). Resultado semelhante foi
observado para FAcCOEt (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.), em que os danos na
mucosa gastrica foram significantemente reduzidos (Figura 18) para 152,7 £ 50,7
(48 %), 91,3 £ 17,4 (69 %), 67,6 £ 7,7 (77 %), 47,4+ 13,6 (84 %) e 162,0 £ 15,32
(45 %), respectivamente, em comparagdo a controle negativo 2923 1 33,8
(Gréfico 3). Esses resultados indicam que tanto o extrato etandlico, como a fase
acetato de etila obtidos de M. obtusifolia apresentaram atividade gastroprotetora
frente as lesdes gastricas agudas induzidas por etanol absoluto.

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, foi realizada uma
comparacao entre as diferentes doses dos grupos tratados com o EEtOH e a
FACOEt, utilizando o teste de Tukey, que mostrou a dose de 250 mg/kg como a mais
efetiva para ambas as amostras vegetais, visto que nao apresentou diferenca
significativa com a dose de 500 mg/kg. Tal dose foi selecionada para o0s
experimentos de avaliagdo dos parametros bioquimicos e determinacdo dos

mecanismos de acao.
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Figura 17. Estbmagos de ratos ulcerados com etanol absoluto e tratados com (A) salina 0,9 %,
(B) EEtOH 62,5 (C) EEtOH 125, (D) EEtOH 250, (E) EEtOH 500 mg/kg e (F) lansoprazol 30 mg/kg.
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Grafico 2 - Efeito gastroprotetor do EEtOH obtido de Maytenus obtusifolia no modelo de Ulcera
gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os dados estdo expressos como média + d.p.
(n = 6-8). ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey, **p<0,01, comparados a salina 0,9 %. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo salina.
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Figura 18. Estbmagos de ratos ulcerados com etanol absoluto e tratados com (A) salina 0,9 %,
(B) FACOEt 62,5 (C)FACOEt 125, (D) FAcOEt 250, (E) FAcCOEt 500 mg/kg e
(F) lansoprazol 30 mg/kg.
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Grafico 3 - Efeito gastroprotetor da FACOEt obtida de Mayfenus obtusifolia no modelo de Ulcera
gastrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os dados estdo expressos como média + d.p.
(n = 5-9). ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey, **p<0,01, comparados a salina 0,9 %. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo salina.
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4.2.3 Indugao aguda de ulcera gastrica por estresse (imobilizagao e frio)

No modelo de indugdo aguda de Ulcera gastrica pelo estresse induzido por
imobilizacado e frio em camundongos, o0s resultados obtidos demonstram que o
EEtOH e a FAcCOEt (62,5, 125 e 250 mg/kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/kg, v.0.),
controle positivo, reduziram significativamente o indice de lesdes ulcerativas para
102,7 £ 23,7 (41 %), 122,0 £ 43,3 (31 %), 70,5 + 19,0 (60 %) (EEtOH), 81,3+ 21,5
(54 %), 82,9+34,2 (53 %), 88,0+13,2 (50 %) (FACOEt) e 98,2+ 250 (44 %),
respectivamente, quando comparados ao controle negativo 176,2 + 33,8 (Grafico 4).
Os dados indicam que as amostras vegetais obtidas de M. obtusifolia protegeram a

mucosa gastrica dos camundongos contra os danos causados pelo estresse.
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Grafico 4 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Mayfenus obtusifolia no modelo
de Ulcera gastrica induzida por estresse (imobilizacdo e frio) em camundongos. Os dados estéo
expressos como média £ d.p. (n = 6-7). ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, ***p<0,001
e *p<0,05 comparados a salina 0,9 %. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de protecao
em relacdo ao grupo salina.
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4.2.4 Indugao de ulcera gastrica por AINEs (piroxicam)

Através da realizagdo deste modelo foi observado que o EEtOH e a FACOEt
(62,5, 125 e 250 mg/kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/kg, v.0.) protegeram a mucosa
gastrica dos camundongos das lesGes induzidas por piroxicam, uma vez que
reduziram significativamente o ILU para 74,0 £ 9,2 (63 %), 67,0 £ 32,7 (66 %),
743 £28,2 (63 %) (EEtOH), 128,2 + 33,6 (36 %), 98,7 + 21,5 (50 %), 47,0 £ 17,9
(76 %) (FACOEt) e 106,3 + 11,3 (47 %), respectivamente, em comparagdo ao
controle negativo (salina 0,9 %) 199,0 + 45,6 (Grafico 5). Os dados sugerem que o

extrato etandlico bruto e a fase acetato de etila apresentaram atividade

gastroprotetora.
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Grafico 5§ - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Mayfenus obtusifolia no modelo
de Ulcera gastrica induzida por piroxicam em camundongos. Os dados estdo expressos como
média £ d.p. (n = 6-8). ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, ***p<0,001 comparados a
salina 0,9 %. Os numeros percentuais indicam a porcentagem de protecido em relacdo ao grupo
salina.
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4.2.5 Indugao de ulcera gastrica por contensao do suco gastrico

Os resultados obtidos para amostras vegetais de M. obtusifolia frente a
contensdo do suco gastrico utilizando o modelo de ligadura de piloro em ratos
demonstraram que o EEtOH e a FAcOEt (250 mg/kg, v.0.) e cimetidina
(100 mg/kg, v.0.), reduziram significativamente o ILU para 154,7 £ 33,5 (26 %),
1247 £ 13,2 (40 %) e 146,5+£ 19,9 (30 %), respectivamente, quando comparados
com o grupo controle (salina 0,9 %) 209,7 + 49,44 (Grafico 6). Esses dados
sugerem que as amostras vegetais de M. obtusifolia protegem a mucosa gastrica

das lesdes induzidas por contensdo do suco gastrico.
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Grafico 6 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Mayfenus obtusifolia no modelo
de ligadura de piloro em ratos. Os dados estdo expressos como média + d.p. (n = 6-7). ANOVA de
uma via, seguido do teste de Dunnett, ***p<0,001, **p<0,01 e *p<0,05 comparados a salina 0,9 %. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacio ao grupo salina.
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4.2.6 Avaliacao dos parametros bioquimicos do suco gastrico no modelo de

ligadura do piloro i.d.

No modelo de ligadura do piloro, foram avaliados parametros bioquimicos do
conteudo estomacal dos ratos, como volume do suco gastrico, pH e concentracéo de
H*, apds a administracdo i.d. da solugdo salina 0,9 %, cimetidina (100 mg/kg),
EEtOH (250 mg/kg) ou FACOEt (250 mg/kg) obtidos de M. obtusifolia. As amostras
vegetais ndo alteraram o pH e a concentrag&o de H*, entretanto, reduziram de forma
significativa, 0 volume do suco gastrico quando comparado com 0 grupo controle
negativo. No grupo dos animais que recebeu a cimetidina (controle positivo), houve
alteracdes em todos os pardmetros bioquimicos avaliados (Tabela 2). Estes dados

sugerem que as amostras vegetais possuem agao sistémica.

Tabela 2 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Maytenus obtusifolia sobre os
parametros bioquimicos do suco gastrico no modelo de ligadura de piloro (i.d.) em ratos

Volume do suco _ [H*]
Tratamentos n Dose o pH (unid.)
gastrico (9) (mEg/mL/4h)

Salina 6 10 mL/kg 1,41 £ 0,21 3,05+0,53 11,76 £ 1,40
Cimetidna 7 100mg/kg 0,76 £0,20* 3,88 +0,37* 7,08 £ 1,08***
EEtOH 7 250mg/kg 0,95+ 0,06*** 2,96 £ 0,21 13,84 £ 1,06
FACOEt 6 250mg/kg 0,76 +0,19*** 3,49 £ 0,49 11,09 + 2,02

Os dados estdo expressos como média £ d.p.. ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett,
**p<0,01 e *** p<0,001 comparados a salina 0,9 %.
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4.2.7 Avaliagao dos parametros bioquimicos do suco gastrico no modelo de

ligadura do piloro v.o.

Na avaliacido dos parametros bioquimicos do suco gastrico, foi evidenciado
que o EEtOH n&o promoveu alteragédo significativa em nenhum desses paréametros
avaliados, no entanto, a FACOEt aumentou significativamente o volume do suco
gastrico e pH, bem como reduziu a concentragéo de ions H*. No grupo dos animais
que recebeu a cimetidina, como esperado foi observado aumento no pH e redugéo
da concentragdo de ions H® entretanto ocorreu reducéo do volume gastrico
(Tabela 3). Estes dados sugerem que o efeito gastroprotetor da fase acetato de etila

pode estar relacionado a reducio da secre¢ado acida gastrica.

Tabela 3 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Maytenus obtusifolia sobre os
parametros bioquimicos do suco gastrico no modelo de ligadura de piloro (v.0.) em ratos

Tratamentos n Dose Volume do suco pH (unid.) [H*]
gastrico (g) (mEg/mL/4h)
Salina 6 10 mL/kg 1,70+ 0,36 1,83+ 0,11 8,35+0,77
Cimetidina 7 100mg/kg 0,72+0,23** 587 £0,82** 5,51 £0,95***
EEtOH 7 250 mg/kg 1,79 £ 0,47 2,29 £ 0,47 8,19 £ 0,95
FACOEt 6 250mg/kg 3,08 +0,28***  363+0,84*** 236+0,85***

Os dados estdo expressos como média £ d.p.. ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, ***
p<0,001 comparados a salina 0,9 %.
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4.3 AVALIACAO DOS MECANISMOS DE AGAO ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE
GASTROPROTETORA DE Maytenus obtusifolia

Na perspectiva de elucidagdo dos mecanismos de acado envolvidos na
atividade gastroprotetora de M. obtusifolia foram avaliados a participagédo das

prostaglandinas, oxido nitrico e grupamentos sulfidrilas nessa atividade.

4.3.1 Determinagdo dos niveis de PGE; na mucosa gastrica

Os resultados obtidos no modelo que proporciona a investigacdo da
participacdo da PGE; na gastroprotecéo induzida pela FACOEt mostram que esta
fase nas doses 125 e 250 mg/kg, v.0. ndo promoveu alteragao significativa nos
niveis de PGE,, em comparacgéo ao controle negativo. No entanto, o grupo que foi
pré-tratado com salina 0,9 % ou com a FACOEt e em seguida tratado com
indometacina (30 mg/kg), um inibidor néo seletivo da COX, ndo manteve os niveis
de PGE,, uma vez que ocorreu uma reducdo significativa na producédo de PGE;,
quando comparado ao grupo que nao recebeu indometacina.

Os dados indicam a n&o participacéo de PGE> no efeito gastroprotetor de M.

obtusifolia.
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Grafico 7 - Efeito gastroprotetor da FACOEt obtida de Maytenus obtusifolia nos niveis de PGE, na
mucosa gastrica de ratos. Os dados estdo expressos como média £ d.p. (n = 5). ANOVA de uma via,
seguido do teste de Tukey.
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4.3.2 Avaliagao da participagdo do NO

Os resultados obtidos no modelo que proporciona a investigacdo da
participacdo NO na gastroprotegéo em ratos, mostram que nos grupos previamente
tratados com solucédo salina 0,9 % (i.p.) e depois tratados com EEtOH ou FACOEt
(250 mg/kg, v.0.) ou carbenoxolona (100 mg/kg), ocorreu uma reducdo significativa
do ILU para 1554 + 19,3 (40 %), 70,1 + 21,8 (73 %) e 1242 + 21,8 (52 %)
respectivamente, quando comparado ao seu controle negativo (salina 0,9 %, v.0.)
259,6 = 55,0. Resultado semelhante foi observado nos grupos pré-tratados com o
L-NAME i.p., inibidor da NOS, e que posteriormente receberam o mesmo tratamento
do grupo anterior. Foi observado reducdo do ILU para 169,0 + 42,6 (56 %), e
62,0 £23,0 (84 %) e 210,4 £ 29,0 (46 %), respectivamente, em comparacdo a ao
seu controle negativo (salina 0,9 %, v.0.) 387,6 + 59,9. Entretanto, nao foi observada
diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com solu¢do salina 0,9 % i.p.
com o0s grupos pré-tratados com L-NAME i.p. (Figura 19 e Grafico 8). Os dados
sugerem que o NO n&o participa do efeito gastroprotetor promovido pelas amostras

vegetais em estudo.
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Figura 19. Estébmagos de ratos ulcerados com etanol absoluto e tratados com salina/salina (A),
salina/EEtOH (B), salina/FACOEt (C), (D) salina/carbenoxolona, L-NAME/salina (E), L-NAME/EEtOH
(F), L-NAME/FACOEt (G) ou L-NAME/carbenoxolona (H).
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Grafico 8 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Maytenus obtusifolia ap6s
pré-tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase, na Ulcera géstrica induzida por
etanol absoluto em ratos. Os dados estdo expressos como média £ d.p. (n = 6-9). ANOVA de um via,
seguido do teste de Tukey, ***p<0,001 comparados a salina 0,9 %. Os ndmeros percentuais indicam
a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo salina.
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4.3.3 - Avaliagao da participagao dos grupamentos sulfidrilas

Os resultados obtidos no modelo que proporciona a investigacdo da
participacao dos compostos sulfidrilas na gastroprotecdo em ratos, mostram que nos
grupos previamente tratados com solucao salina 0,9 % (i.p.) e depois tratados com
EEtOH ou FACOEt (250 mg/kg, v.0.) ou carbenoxolona (100 mg/kg, v.0.), ocorreu
uma redugado significativa do ILU para 153,0 + 17,1 (43 %), 53,8 £ 18,9 (89 %) e
85,8 £ 31,2 (68 %), respectivamente, quando comparado ao seu controle negativo
(salina 0,9 %, v.0.) 269,8 £ 42,5. Resultado semelhante foi observado nos grupos
pré-tratados com o NEM (bloqueador dos grupamentos SHs) e que posteriormente
receberam o mesmo tratamento do grupo anterior, foi observada reducéo do ILU
para 281,7 + 522 (38 %), 2248 + 46,3 (50 %) e 314,5% 89,5 (30 %),
respectivamente, quando comparado ao seu controle negativo (salina 0,9 %, v.0.)
452,3 + 42,9 (Figura 20 e Grafico 9). Entretanto, foi observada uma exacerbacéo do
ILU para os grupos de animais pré-tratados com NEM (i.p.), quando comparados aos
grupos pré-tratados com solugéo salina 0,9 % (i.p.). Os dados sugerem que 0s
grupamentos SHs estdo envolvidos no mecanismo de acdo gastroprotetor de

M_.obtusifolia.
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Figura 20. Estbmagos de ratos ulcerados e tratados com salina/salina (A), salina/EEtOH (B),
salina/FACOEt (C), (D) salina/carbenoxolona, NEM/salina (E), NEM/EEtOH (F), NEM/FACOEt (G) ou
NEM/carbenoxolona (H).

600+ [ Salina 0,9 %
[ Carbenoxolona 100 mg/kg
Bl EEtOH 250 mg/kg

[CJ FAcCOEt-250 mg/kg

500+

400+

3004

ILU

2004

100-

Salina 0,9 % NEM

Grafico 9 - Efeito gastroprotetor do EEtOH e da FACOEt obtidos de Maytenus obtusifolia ap6s
pré-tratamento com NEM, um inibidor dos grupamentos sulfidrilas, na dlcera géastrica induzida por
etanol em ratos. Os dados estdo expressos como média = d.p. (n = 6-8). ANOVA de uma via, seguido
do teste de Tukey, ***p<0,001 comparados a salina 0,9 %. Os numeros percentuais indicam a
porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo salina.
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4.4 INVESTIGAGAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE DE Maytenus obtusifolia

Com o intuito de avaliar o processo de cicatrizagdo produzido pelas amostras
vegetais obtidas de M. obtusifolia, foi determinada a area de les&o ulcerativa, analise
histologica da les&o e como parametro adicional foi avaliada a toxicidade do EEtOH

e da FAcCOEt por doses repetidas durante 14 dias no modelo de acido acético 30 %.

4.4.1 Ulcera gastrica induzida por acido acético 30 %

No modelo de indugdo de Ulcera gastrica por acido acético 30 %, foi
observado que durante 14 dias de tratamento o EEtOH e a FAcOEt
(250 mg/kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/kg, v.0.) ocorreu reducdo na area da leséo
ulcerativa de 44,3 £ 12,0 (salina 0,9 %) para 21,4 + 3,7 (52 %), 19,0 £ 4,5 (57 %) e
24,4 +54 (45 %), respectivamente (Grafico 10). O grupo Sham, constituido por
animais em que nao foi induzida a ulcera, ndo apresentou lesdo, como esperado. De
acordo com esses resultados tanto o extrato etandlico bruto quanto a fase acetato
de etila apresentaram atividade cicatrizante da ulcera gastrica induzida por este

agente lesivo.
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Grafico 10 - Efeito cicatrizante do EEtOH e da FACOEt obtidos de Maytenus obtusifolia no modelo de
Ulcera gastrica induzida por acido acético em ratos. Os dados estdo expressos como média = d.p.
(n=6-8). ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey, ### p<0,001 Sham vs salina 0,9 % e
*** p<0,001 salina 0,9 % vs EEtOH e FACOEt. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de

protecdo em relacdo ao grupo salina.
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4.4.2 Analise histologica

As fotomicrografias de estdbmagos de ratos com ulceras gastricas induzidas
por acido acético 30 % e coradas com HE estdo dispostas em lesdo (aumento 5x),
mucosa (aumento 10x) e submucosa (aumento 20x) (Figuras 21 e 22). Pode-se
observar na camada mucosa a dilatacdo das glandulas tubulosas na borda da lesao,
para os grupos tratados oralmente com 10 mL/kg de salina 0,9 % (D), 100 mg/kg de
cimetidina (E) e 250 mg/kg do EEtOH ou da FAcCOEt (F), entretanto, em F essa
dilatacdo € menos acentuada, quando comparada com controle negativo (D). No
grupo F tratado com FAcCOEt destaca-se o grau de organizagdo, com morfologia
tipica das glandulas estomacais, que sao tubulosas retas com dilatacdo reduzida.
Também foi observado na submucosa alguns vasos no grupo salina 0,9 % (G),
cimetidina (H) e EEtOH ou FACOEt (I).

As fotomicrografias de estdbmagos de ratos com ulceras promovidas por acido
acético e coradas com PAS estdo dispostas lesdo (aumento 5x) e mucosa
(aumento 10x) (Figuras 23 e 24). Foi observado que houve uma maior
homogeneidade de secrecéo pelas células dos animais tratados com EEtOH ou
FACOEt (F) (seta vermelha), quando comparado com salina 0,9 % (E), sendo este

efeito mais pronunciado na fase.



Mucosa Lesao

Submucosa

MOTA, K, S. L. Resultados 93

Salina 0,9 %

RO
“eat b -
3 a’:‘sx

0

ey

% %‘("

ERY
Ko
i ?'l‘\i

M akiy
TS E

*,r"
D] lAsT
7
7

T

A
7z

A
z

TS LYy
G
)] ’ / )

b’

L o

X AT .

N

S TR 3:

Figura 21. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com ulceras promovidas por acido acético e
tratados com o EEtOH obtido de Maytenus obtusifolia. Cortes histolégicos corados com hematoxilina
e eosina. Onde A, D e G representam animais do grupo controle negativo (salina 0,9 %); B, Ee H
representam animais do grupo controle positivo (cimetidina, 100 mg/kg); C, F e | representam animais
do grupo tratado com EEtOH (250 mg/kg). (—) indica a regido lesionada, (#) representa glandulas
tubulosas dilatadas e (v) vasos.
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Figura 22. Fotomicrografias de estémagos de ratos com Uulceras promovidas com acido acético e
tratados com a FACOEt obtida de Mayfenus obtusifolia. Cortes histolégicos corados com hematoxilina
e eosina. Onde A, D e G representam animais do grupo controle negativo (salina 0,9 %); B, Ee H
representam animais do grupo controle positivo (cimetidina, 100 mg/kg); C, F e | representam animais
do grupo tratado com FACOEt (250 mg/kg). (—) indica a regido lesionada, (#) representa glandulas
tubulosas dilatadas e (v) vasos.
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Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (250 mg/kg)

Figura 23. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com (lceras promovidas por acido acético e
tratados com o EEtOH obtido de Mayfenus obtusifolia, corados com PAS (marcador de
glicoproteinas), para visualizacdo do muco géastrico. Em que A e D representam animais do grupo
controle negativo (salina 0,9 %); B e E representam animais do grupo controle positivo (cimetidina,
100 mg/kg); C e F representam animais do grupo tratado com EEtOH (250 mg/kg). (—) indica a
regido lesionada, (#) representa glandulas tubulosas dilatadas e (—) indica a presenga de muco.
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Salina 0,9 % Cimetidina (100 mg/kg) FAcOEt (250 mg/kg)

Figura 24. Fotomicrografias de estdmagos de ratos com ulceras promovidas por acido acético e
tratados com a FACOEt obtida de Maytenus obtusifolia, corados com PAS (marcador de
glicoproteinas), para visualizacdo do muco géastrico. Em que A e D representam animais do grupo
controle negativo (salina 0,9 %); B e E representam animais do grupo controle positivo (cimetidina,
100 mg/kg); C e F representam animais do grupo tratado com FACOEt (250 mg/kg). (—) indica a
regido lesionada, (#) representa glandulas tubulosas dilatadas e (—) indica a presenga de muco.
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4.4.3 Avaliagdo da toxicidade do EEtOH e da FAcOEt por doses repetidas

durante 14 dias no modelo de acido acético 30 %

4.4.3.1 Avaliag¢ao do peso corporal

Em adicdo a investigagdo da atividade cicatrizante de M. obtusifolia, foi
avaliada a toxicidade produzida por doses repetidas do EEtOH e da FACOEt
(250 mg/kg, v.0.) durante 14 dias de tratamento. Com isso foi observado que as
amostras vegetais ndo promoveram alteragdes significativas no peso corporal dos

ratos, quando comparados ao controle negativo (salina 0,9 %) (Tabela 4).

Tabela 04 - Efeito da administracio oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de M. obtusifolia durante 14
dias sobre o peso corporal dos ratos no modelo de ulcera induzida por 4cido acético

Tratamento Peso inicial (g) Peso final (9) Aumento (%)
Sham 237,9 £ 5,47 297,9 £ 22,56 19,76 £ 6,05
Salina 0,9 % 236,3+£9,77 283,6 £ 25,07 16,27 + 5,57
Cimetidina 214,0+£17,23 273,4+17,85 21,67 + 4,87
EEtOH 199,3 + 15,22 243,4 + 42 94 19,43 £ 7,22
FACOEt 204,5+1510 257,6 £ 13,46 20,60 + 4,52

Os valores estdo expressos como média = d.p. (n = 6-10). ANOVA de uma via, seguido do teste de

Dunnett, p>0.05 comparados a salina 0,9 %.
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4.4.3.2 Avaliagcao do consumo de agua e ragao

Adicionalmente aos parametros acima avaliados foi investigado diariamente o
consumo de agua e racéo pelos ratos. Foi observada uma diminuigado significativa na
ingesta de agua pelos ratos tratados com EEtOH (250 mg/kg, v.0.), alteracéo essa
nao observada para os grupos tratados com a fase. Ja com relagdo ao consumo de
racao n&o foi observada alteracédo para os grupos tratados com o extrato e a fase,

quando comparados ao controle negativo (Tabela 5).

Tabela 05 - Efeito da administracio oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de M. obtusifolia durante 14
dias sobre o consumo de agua e racio dos ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético

Tratamento Dose Consumo de agua (mL) Consumo de racéo (g)
Sham - 37,29+2,22 23,92 +2,85
Salina 0,9 % 10 mL/kg 31,02 £1,48 21,30 £ 4,16
Cimetidina 100 mg/kg 32,53 £ 3,99 22,51 £ 4,67
EEtOH 250 mg/kg 27,71 £ 2,54** 19,39 £ 4,66
FACOEt 250 mg/kg 30,12 £2,40 20,84 + 3,86

Os valores estdo expressos como média = d.p. (n = 6-10). ANOVA de uma via, seguido do teste de
Dunnett, **p<0,01 comparados a salina 0,9 %.
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4.4.3.3 Avaliacao do peso dos érgéaos
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O tratamento durante 14 dias com o EEtOH ou com a FAcOEt

(250 mg/kg, v.0.) ndo promoveram alteracdo significativa no peso dos 6rgéos dos

ratos ulcerados com acido acético 30 %, em comparagao ao grupo controle negativo

(salina 0,9 %) (Tabela 6).

Tabela 6 - Efeito da administracido oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de M. obtusifolia durante 14
dias sobre o peso dos 6rgdos dos ratos no modelo de tlcera induzida por acido acético

Orgaos Sham Salina 0,9 % Cimetidina EEtOH FACOEt
(100 mg/kg) (250 mg/kg) (250 mg/kg)
Coragdo 362+013 368+0,17 3,73+015 3,79+020 3,74+0,13
Figado 10,42+0,51 10,32+0,39 10,70+0,22 10,46+067 9,95+0,37
Rins 509+0,311 523+0,23 519+£021 507+x0,11 512+0,20
Baco 3,03+0,21 303+044 324+036 3,12+x020 3,05+0,17
Pulm&o 414+059 460+046 4721024 4971053 4841055

Dados da razdo do peso dos 6rgdos dividido pelo peso corpéreo e transformado em arcoseno. Os
dados estdo expressos como média = d.p. (n = 6-10). ANOVA de uma via, seguido do teste de

Dunnett, p>0,05 comparados a salina 0,9 %.
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4.4.3.4 Analise laboratorial dos parametros bioquimicos e hematolégicos

4.4.3.4.1 Avaliagao dos parametros bioquimicos

Em relacdo a analise dos parametros bioquimicos avaliados, foi observado que apenas o EEtOH (250 mg/kg, v.0.)

promoveu alteracdo significativa frente aos niveis de uréia, quando comparados ao controle negativo (salina 0,9 %) (Tabela 7).

Tabela 7 - Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de M. obtusifolia durante 14 dias sobre os parametros bioquimicos em ratos no

modelo de ulcera induzida por acido acético

Paréametros Tratamentos

Bioquimicos Sham Salina 0,9 % Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (250 mg/kg) FACOEt (250 mg/kg)
Uréia (mg/dL) 31,57 £3,05 28,70+3,27 28,25+ 3,33 33,57 +2,15** 27,56 + 2,96
Creatinina (mg/dL) 0,53+0,17 0,42 £ 0,08 0,44 £ 3,99 0,40+0,0 0,40 £ 0,05
AST (U/) 175,3+28,12 1946 +2,60 161,8 £ 9,33 182,3 £ 21,79 180,1£ 7,14
ALT (U/) 5914 +763 57,10+0,12 55,63 £ 0,86 62,50 + 15,37 61,78 + 9,38

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 6-10). ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, **p<0,01 comparados a salina 0,9 %.
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4.4.3.4.2 Avaliagao dos parametros hematolégicos

Com relacdo aos parametros hematoldgicos, foi observado que durante 14 dias de tratamento, o EEtOH e a FAcCOEt

(250 mg/kg, v.0.) ndo alteraram de forma significativa os parametros hematologicos analisados (Tabela 8).

Tabela 8 - Efeito da administracio oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de M. obtusifolia durante 14 dias sobre os parametros hematolégicos em ratos no
modelo de ulcera induzida por acido acético

Paréametros Tratamentos
Hematoldgicos Sham Salina 0,9 % Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (250 mg/kg) FAcOEt (250 mg/kg)
Heméacias (10°/mm°) 7,34 + 0,54 7,52+ 1,07 7,58 + 0,54 7,47 £0,13 7,73 £0,56
Hemoglobina (g/dL) 1426 +0,89 1452+1,78 14,84 £ 0,96 14,70 £ 1,06 14,96 £ 1,38
Hematécrito (%) 34,83+232 34,67 +£0,60 36,07 + 2,87 35,52 +2,96 36,12 + 3,74
VCM (°) 47,38+1,06 46,70+ 2,50 324 +1,72 46,50 + 3,21 46,67 + 2,40
HCM (ug) 19,57 +0,16 19,53 £ 0,98 19,59 £ 0,94 19,20 £ 1,49 19,33+ 0,71
CHCM (%) 40,98 +1,05 41,94+1,02 4117 £1,15 41,45 +1,30 41,47 + 0,81
Leucdcitos (10%/mm?) 6,71+1,16 8,92 + 2,51 6,68 £ 1,63 8,30 +2,74 9,17 £ 1,63
Neutrdfilo (%) 32,38+6,63 32,89+4,14 30,17 £ 7.55 29,67 £ 9,05 33,22 + 7,61
Eosindfilo (%) 0,13+ 0,09 0,08 + 0,04 0,10+0,0 0,12 £ 0,07 0,12 +£0.08
Linfécitos (%) 6125+7,32 58,30+6,85 67,00 + 7,37 65,33 + 8,91 60,00 + 7,55
Monocitos (%) 513+1,96 5,38 + 2,61 3,33+1,96 3,20+1,10 5,56 + 2,66
Plaquetas (10°/mm?) 889,7 +101,3 1096 + 358 885,4 + 223 969,7 + 392 1015+ 170

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 6-10). ANOVA de uma via, seguido do teste de Dunnett, p>0,05 comparados a salina 0,9 %.
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5 DISCUSSAO

A prevencdo ou cura da ulcera péptica € um dos principais problemas de
saude publica na atualidade. Mesmo considerando os avang¢os ocorridos no
desenvolvimento de novos farmacos, a terapéutica antiulcerogénica ainda apresenta
fatores limitantes em relacdo a eficacia, efeitos colaterais e alto custo dos
medicamentos disponiveis (DEBASHIS et al., 2002). Por estas razdes, existe uma
necessidade preeminente de se buscar novas abordagens terapéuticas para o
tratamento da ulcera péptica. Neste contexto a pesquisa com plantas vem se
destacando, por serem fontes de moléculas potencialmente bioativas.

Dentre as plantas que tem despertado grande interesse na comunidade
cientifica, destacam-se as espécies do género Maytenus, cujas folhas sé&o
amplamente usadas na medicina popular devido as suas indicagbes como
analgésica, antiinflamatéria, antiulcerogénica, entre outras (CORREA, 1984). A
espécie mais estudada deste género é a M. ilicifolia, por suas propriedades
antinociceptiva,  antiinflamatéria (JORGE et al, 2004), antioxidante
(MELO et al., 2001; VELLOSA et al., 2006) e principalmente antiulcerogénica
(SOUZA-FORMIGONI et al.,, 1991, JORGE et al.,, 2004, BAGGIO et al., 2007).
Porém, a utilizagdo de forma indiscriminada dessa espécie contribui para a sua
provavel extingdo. Com isto é necessario o desenvolvimento de estudos que
apontem uma nova alternativa terapéutica que venha substituir o uso de M. Jlicifolia.

M. obtusifolia surge como esta alternativa. E uma espécie amplamente
difundida na medicina popular e apresenta uma riqueza de compostos
potencialmente ativos, o que se constitui um critério de escolha para o
desenvolvimento deste trabalho (etnofarmacolégico e quimiotaxonémico).
Entretanto, s&o escassos os estudos sobre as atividades toxicas e farmacoldgicas
desta espécie, a exemplo dos mencionados por Freire (1998) e Sousa; Almeida
(2005) que relatam atividade neuroléptica e analgésica para M. obtusifolia. Contudo,
ndo existe nenhum relato na literatura sobre a comprovagao da atividade
antiulcerogénica da mesma.

Diante das consideracdes, o presente trabalho foi realizado com o intuito de
investigar a toxicidade e validar o uso popular de M. obtusifolia frente a atividade
antiulcerogénica, avaliando assim o efeito do EEtOH e da FACOEt obtidos das folhas

desta espécie, em modelos de inducdo aguda de lesdes por HCl/etanol, etanol
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absoluto, AINEs (piroxicam), estresse por imobilizagdo e frio e contensdo do suco
gastrico, modelos estes que mimetizam as principais causas de ulcera no homem,
modelos que permitem elucidar os mecanismos de ag¢do envolvidos e avaliar o
processo de cicatriza¢do da ulcera induzida por acido acético.

A toxicidade aguda € utilizada para avaliar as substancias de acordo com o
seu potencial de letalidade ou sinais toxicos como estabelecido pela RE 90 (2004),
podendo também ser determinadas as espécies animais mais susceptiveis a acéo
da substéncia avaliada, identificar 6rgéos alvos e selecionar doses para estudos
posteriores (CHAN; HAYES, 1994). Nesta perspectiva foi realizado o ensaio
toxicoldgico pré-clinico agudo com EEtOH.

O estudo foi iniciado com a triagem farmacoldgica comportamental utilizando
a metodologia padronizada por Almeida et al. (1999) com o objetivo de identificar
alteracbes em nivel do SNC e SNA produzidas pelo extrato etandlico bruto. Foi
observado que de todos os parametros citados no protocolo, o EEtOH na dose unica
de 2000 mg/kg, v.o. (OECD, 2001) provocou apenas sinais de analgesia nos
camundongos, na segunda e terceira hora ap6s a administracdo, no entanto, tal
efeito foi reversivel na quarta hora apds o tratamento. Os resultados sugerem uma
possivel acdo do extrato no SNC, entretanto, ndo se pode inferir toxicidade apenas
com a alteragdo deste parametro, uma vez que varias espécies de Maytenus sé&o
usadas na medicina popular por suas propriedades analgésicas (CORREA, 1984).
Além disso, os estudos realizados por Freire (1998) mostraram que a fase hexanica
obtida das raizes de M. obtusifolia apresentou atividade analgésica, também
observada para outras espécies de Maytenus, em particular M. aquifolium
(GONZALES et al., 2001).

Em adicdo a estes parametros, foi avaliado o peso corporal dos camundongos
no primeiro e ultimo dia de experimento. Variagdo no peso corporal € considerado
um indicador de efeitos adversos, ou seja, 0s animais que sobrevivem ndo podem
perder mais que 10 % do peso inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). O EEtOH
na dose testada, ndo promoveu alteracao significativa no peso (Tabela 1), ocorrendo
variacao apenas nos limites pré-estabelecidos.

Ainda na avaliacdo da toxicidade aguda, quando investigados o consumo de
agua e ragao dos animais, ndo foi constatado alteracdo significante na ingesta de
agua das fémeas e no consumo alimentar dos machos. Porém, foi observado um

aumento no consumo de agua dos machos e diminuicdo no consumo racido das
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fémeas (Tabela 1). Apesar de serem parémetros importantes no estudo da
seguranca de um produto com finalidade terapéutica (IVERSEN; NICOLAYSEN,
2003), n&o se pode inferir toxicidade para o extrato.

De acordo com Dallegrave (2003) alteragcdes na massa relativa dos 6érgéos
possuem uma relagéo direta com sinais de toxicidade. Com o intuito de investigar
esta hipotese, 0 peso dos érgaos foi avaliado no final do ensaio toxicolégico agudo,
sendo observado que o EEtOH n&o promoveu alteracdo significativa no peso do
coracgao, figado e rins dos camundongos (Tabela 1). Além disso, ndo foi evidenciada
alteracdo macroscoépica nestes 6rgaos. Durante todo o periodo de observagdo n&o
ocorreram mortes, o que impossibilitou a determinagéo da DLso.

Diante destes resultados, sugere-se que o EEtOH na dose unica de
2000 mg/kg, v.0. e nas condi¢cbes avaliadas, apresentou toxicidade para os
camundongos de ambos os sexos. No entanto, s&o necessarios estudos
complementares e minuciosos, com a finalidade de comprovar ou refutar esta
hipbtese.

Levando em consideracdo a nao ocorréncia de mortes com a dose
2000 mg/kg, v.o. e, consequentemente, a impossibilidade de determinacéo da DLsy,
foi possivel escolher com seguranga as doses do EEtOH para seguir com os estudos
de avaliagdo das atividades gastroprotetoras e cicatrizantes de M. obtusifolia
(62,5, 125, 250 e 500 mg/kg). A escolha destas doses estda de acordo com o
preconizado por Souza-Brito (1994), em que extratos brutos vegetais e seus
derivados devem ser testados até a dose de 1000 mg/kg em triagens
farmacolégicas.

A atividade do EEtOH foi inicialmente caracterizada na triagem farmacologica
preliminar utilizando como agente lesivo o HCl/etanol. Neste modelo as lesbes s&o
causadas pela diminuicdo da camada de muco, aumento da secrecdo acida
(MIZUI; DOUTECHI, 1983), estresse oxidativo, peroxidacdo lipidica e fragmentagao
de DNA (GONZALES et al., 2001). Este modelo avalia a capacidade da droga de
proteger a mucosa gastrica, sendo esta técnica adequada para investigacdo de
produtos naturais com atividade antiulcerogénica. Os resultados obtidos mostram
que o EEtOH (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) inibiu as lesbes gastricas
provocadas por este agente lesivo em camundongos (Grafico 1), o que estimulou a

continuidade do trabalho utilizando novos modelos de indugéo.



MOTA, K, S. L. Discussio 106

Em seguida foi avaliado se o EEtOH e a FACOEt protegem a mucosa gastrica
das lesbGes induzidas por etanol absoluto, modelo amplamente utilizado na
investigac&do da atividade gastroprotetora de drogas, em que este agente lesivo tém
efeito necrotizante, resultante de sua acdo direta na mucosa, fragilizando a barreira
de muco e bicarbonato (SZABO; TRIER; FRANKEL, 1981; AJAIKUMAR et al., 2005).

O etanol se difunde rapidamente na mucosa gastrica, causando esfoliagbes e
erosdes, as quais resultam na ativacdo dos mastocitos e macrofagos liberadores de
mediadores vasoativos a exemplo do LTC4 e histamina, que isoladamente ou em
associagao induzem venoconstriccdo e dilatacdo arteriolar, resultando em hiperemia,
hemorragia e edema gastrico, seguido do recrutamento e infiliracdo de neutrdfilos,
bem como, formacdo de espécies reativas de oxigénio (SZABO, 1987; OATES;
HAKKINEN, 1988; KAY; GRINDER; MAGNESS, 2000).

As EROs, tais como O3 e -OH, desempenham um importante papel no
desenvolvimento das lesdes gastricas induzidas por etanol. Os radicais -OH
interagem com a membrana da célula, resultando na peroxidagdo lipidica e,
subsequentemente, na formagdo de dienos conjugados e hidroperdxidos lipidicos,
0s quais sdo radicais extremamente reativos. Com isso ocorre um desequilibrio entre
0s processos oxidante e antioxidante da célula, visto que 0 aumento dessas
espécies reativas é acompanhado da diminuicdo dos componentes de defesa da
mucosa como 0s sistemas antioxidantes enzimaticos (SOD, CAT, GSH-Px e
GSH-Rd) e néo enzimatico (GSH) (HIROKAWA et al, 1998, REPETTO;
LLESUY, 2002).

Além dos danos causados diretamente pelo etanol, 0 seu metabdlito,
acetaldeido, resultante da oxidacdo do etanol também promove injurias, devido a
formagcdo de um complexo com a glutationa, diminuindo os niveis de antioxidante,
favorecendo a peroxidacgao lipidica (SALASPURO, 2003).

No modelo de indug&o de ulcera por etanol absoluto, o EEtOH (Grafico 2) e a
FACOEt (Grafico 3) nas doses anteriormente estabelecidas, reduziram o ILU,
sugerindo que as amostras vegetais apresentaram atividade gastroprotetora, que
podera estar relacionada a fatores anti-secretorios, citoprotetores e/ou antioxidantes.

O proximo passo deste trabalho foi investigar se as amostras vegetais
também eram capazes de promover protecdo gastrica frente as lesdes induzidas por
estresse (imobilizacdo e frio) e AINEs, modelos que envolvem principalmente a via

do nervo vago e inibicdo da sintese de PGs na mucosa gastrica, respectivamente.
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O trato gastrintestinal, em particular o estdbmago, € sensivel a varios estimulos
de estresse (FILATEROVA, 2006), como choque, queimaduras, trauma severo,
danos intracraniais, choque séptico, estados pds-cirurgicos ou alteragdes psiquicas,
resultando em lesbes agudas na mucosa gastrica (GLAVIN; SZABO, 1992,
HAMAGUCHI et al., 2001). Dessa forma a ulcera péptica tem sido muitas vezes
descrita como uma doenca de estresse.

O estimulo estressor, a exemplo da imobilizagéo e frio, pode causar danos ao
estbmago de animais, devido a interagdo do sistema neuroimunoenddcrino, que
estimula o sistema nervoso autbnomo (BANDYOPADHYAY et al., 2001), ativa o eixo
hipotalamico-pituitario-adrenocortical (PRUETT, 2003; FILARETOVA, 2006) e
estimula o sistema termogénico no cérebro (TANAKA et al., 2007b), resultando na
modulacdo do sistema imune e, consequentemente, na resposta inflamatéria
(HAMAGUCHI et al., 2001; PRUETT, 2003; ODASHIMA et al, 2005;
TANAKA et al., 2007b; FILARETOVA et al., 2007).

Em resposta ao estresse ocorre primariamente uma estimulacdo simpatica e
parassimpatica no estdbmago, que induz aumento da motilidade e contragdo do
musculo gastrintestinal, levando a compressédo vascular e isquemia mucosal. A
estimulacdo simpatica também promove diretamente constric¢do arteriolar, o que
resulta num processo isquémico, que gera EROs. Estas por sua vez induzem
peroxidacéo lipidica e deplecéo do conteudo de glutationa
(BANDYOPADHYAY et al., 2001). Além disso, essas espécies reativas promovem
inibicdo da sintese de PGs, com consequente perda da citoprotegao
(BANDYOPADHYAY et al., 2001). Adicionalmente, a diminui¢do nos niveis de PGs
resulta no aumento da producdo de citocinas proé-inflamatorias, fator de necrose
tumoral a (TNF-a) e interleucina 1B (IL-1B), que induz um aumento na expressao da
molécula de adesdo 1 (ICAM-1), principais responsaveis pela infiltracdo de
neutréfilos na mucosa gastrica (HAMAGUCHI et al., 2001).

No estresse por imobilizacdo e frio, a diminuicdo da temperatura, ativa o
sistema termogénico no cérebro, resultando na secrecdo do horménio liberador da
tirotropina (TRH), que libera o horménio estimulante da tiredide (TSH), via nervo
vago, aumentando a secrecdo acida (TANAKA et al., 2007b).

No modelo experimental de UuUlcera gastrica induzida por estresse
(imobilizagdo e frio), o EEtOH e a FACOEt nas doses avaliadas preveniram o

desenvolvimento das lesbes gastricas (Grafico 4), sugerindo portanto que a atividade
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gastroprotetora de M. obtusifolia poderia ser atribuida a mecanismos anti-secretorio,
citoprotetor e/ou antioxidante.

Na etapa seguinte deste trabalho foi avaliado o efeito do EEtOH e da FACOEt
nas mesmas doses em ulceras induzidas por AINEs (piroxicam), uma vez que estas
drogas podem causar gastropatias, principalmente Ulceras gastrintestinais em
humanos e animais a longo prazo (WALLACE, 2001; KATO et al., 2007).

A patogenia das lesdes gastrintestinais induzidas por AINEs pode estar
relacionada as a¢des local (tdpica) e sistémica, dependendo da via de administracéo
(WALLACE, 2008).

Os danos tépicos provocados pelos AINEs devem-se as suas caracteristicas
fisico-quimicas por serem acidos organicos fracos. No suco gastrico, os AINEs séo
relativamente n&o-ionizados e lipofilicos, o que |hes permitem atravessar a
membrana. Como o pH intracelular é neutro, os AINEs s&o convertidos na forma
ionizada permitindo o seu acumulo no interior da célula provocando danos locais
(LAINE, TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Varios mecanismos estdo envolvidos na acdo citotdxica local, incluindo
reducdo da secrecdo de muco e bicarbonato (PHILLIPSON et al.,, 2002,
BAUMGARTNER et al., 2004) e destruicdo da camada de fosfolipideos na superficie
da mucosa (LICHTENBERGER et al., 2006) o que permite a retrodifus&o dos ions H*
em direcio as células da mucosa e, consequentemente, a ocorréncia de danos pelo
acido (WALLACE, 2008). Adicionalmente, os AINEs podem diminuir a capacidade do
EGF em promover reparacao epitelial, por impedir a ativacdo de seus receptores
(PAIl et al., 2001).

O mais importante efeito sistémico dos AINEs na indugdo de ulcera
gastrintestinal é sua capacidade de suprimir a sintese de PGs, via inibicdo n&o
seletiva das COXs 1 e 2 (WALLACE, 2008). A inibicdo de COX-1 diminui a produg¢éo
de PGs, resultando na hipermotilidade gastrica, disturbios microvasculares,
promovendo assim a ativacdo e infiltracdo de neutrdfilos, com subsequente
producdo de EROs e peroxidacdo lipidica, o que ocasiona dano gastrico
(LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Além disso, a inibicdo dessa enzima
promove a reducéo da secre¢cdo de muco e bicarbonato (RAINSFORD, 2001) e o
aumento da acidez gastrica (WALLACE, 2001). A inibicdo de COX-1 também pode
aumentar a expressdo de COX-2, resultando na maior producédo de PGs via essa
enzima (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).
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Os AINEs podem induzir lesbes teciduais por mecanismos independentes de
PGs, que estéo relacionados com a inibi¢ao da fosforilagdo oxidativa na mitocdndria,
inibicdo de cinases (fosforilagdo das enzimas) e/ou ativagdo de apoptose
(HUSAIN et al.,, 2001), produgdo de leucotrienos e, consequentemente,
ativacaol/infiltracado de neutrdfilos (BIAS et al., 2005).

No modelo de indug&o de ulcera por AINEs foi observado que o EEtOH e a
FACOEt nas doses avaliadas previniram de forma significativa as lesdes gastricas
induzidas por piroxicam (Grafico 5), sugerindo que M. obtusifolia apresenta atividade
gastroprotetora, possivelmente via mecanismos citoprotetores, visto que as lesdes
promovidas por AINEs envolvem principalmente a inibicdo das PGs, principais
mediadoras da citoprotecdo na mucosa gastrica.

Com base nos resultados obtidos nestes modelos classicos de indug&o aguda
de ulcera gastrica, pode-se concluir que tanto o EEtOH quanto FACOEt inibiram as
lesdes gastricas produzidas por esses agentes lesivos, apresentando propriedade
gastroprotetora, que podera estar relacionada a inibicdo da secrec¢do acida gastrica,
aumento dos mecanismos de protecdo da mucosa (citoprotecdo) e a agao
antioxidante.

Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com M. rigida por nosso grupo
de pesquisa, em que o extrato etandlico e a fase acetato de etila apresentaram
atividade gastroprotetora (SANTOS et al., 2007; SANTOS, 2008), assim como a de
outras especies de Maytenus, a exemplo de M. ilicifolia
(SOUZA-FORMIGONI et al, 1991; JORGE et al.,, 2004, BAGGIO et al.,, 2007),
M. truncata (SILVA et al., 2005), M. aquifolium (SOUZA-FORMIGONI et al., 1991;
BERSANI-AMADO et al, 2000; GONZALEZ et al, 2001) e M. robusta
(ANDRADE et al., 2007).

O modelo padréo escolhido para sele¢cdo das melhores doses do EEtOH e
FACOEt foi o etanol absoluto, considerando a sua etiologia ampla e complexa, além
de ser um modelo simples e com reprodutibilidade. A dose mais efetiva tanto para o
extrato quanto para a fase foi 250 mg/kg.

Levando em consideragdo esta promissora atividade de M. obtusifolia, a
préxima etapa do estudo foi investigar o envolvimento da secre¢do acida gastrica,
através da avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico (volume do suco
gastrico, pH e concentracdo de H') e indice de les&o ulcerativa no modelo de

ligadura de piloro.
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A ligadura de piloro € um modelo utilizado para avaliar possiveis alteracdes
nos parametros bioquimicos do conteudo gastrico (TOMA et al., 2004), para inferir
provavel atividade anti-secretoria e indicar efeito local e/ou sistémico de algumas
drogas (HIRUMA-LIMA et al., 2006). Este modelo promove aumento na secre¢&o
gastrica, mediada por reflexos vago-vagais independentes das células G e ECL
provavelmente por estimulacdo dos mecanoreceptores presentes na mucosa antral
(BAGGIO et al., 2003).

Neste modelo a Ulcera gastrica € decorrente da autodigestdo da mucosa e
rompimento da barreira de muco (SAIRAM et al., 2002), o0 que promove 0 aumento
de pepsina; da atividade da mieloperoxidase, indicando a participagéo de neutrdfilos,
com consequente aumento de radicais livres induzindo a peroxidacio lipidica e
subsequente danos gastricos (RASTOGI; PATNAIK; DIKHIT, 1998).

Neste modelo o EEtOH e a FACOEt (250 mg/kg, v.0.) reduziram de forma
significativa o indice de lesdo ulcerativa produzido pela contensdo do suco gastrico
(Gréfico 6), resultando em atividade gastroprotetora provavelmente relaciona a
mecanismos anti-secretorios.

Na perspectiva de confirmar ou rejeitar esta hipotese, foram avaliados
também no modelo de ligadura de piloro os parametros bioquimicos do suco
gastrico, sendo observado que o EEtOH e a FAcOEt quando administrados
intraduodenalmente ndo alteraram o pH e a concentracdo de H®, entretanto,
reduziram significativamente o volume do suco gastrico (Tabela 2). Estes dados
indicam acgao sistémica.

Quando as amostras vegetais foram administradas v.o., foi observado que o
extrato etandlico n&o alterou os parametros bioquimicos do suco gastrico, entretanto,
a fase acetato de etila aumentou significativamente o volume do suco gastrico e 0
pH, além de reduzir a concentracéo de H*, sugerindo que o efeito gastroprotetor
promovido pelo extrato etandlico, provavelmente, n&o envolve atividade
anti-secretoria, enquanto que esta atividade pode ser produzida pela fase acetato de
etila devido principalmente a sua aco local.

A diferenga dos resultados entre o EEtOH e a FAcOEt, provavelmente
deve-se a presenca de compostos polifendlicos nesta fase, a exemplo de
4'-O-metil-(-)-epigalocatequina, ouratea proantocianidina A, catequina e
epicatequina. Os flavondides tém conhecida atividade anti-secretéria a exemplo

hipolaetina-8-glicosidio que diminui a acidez no modelo de ligadura de piloro
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(ALCARAZ; TORDERA, 1988) e quercetina que inibiu a H' K" -ATPase
(BEIL; BIRKHOIZ; SEWING, 1995). Esta atividade também foi reportada para os
isbmeros catequina e epicatequina (MURAKAMI; MURAMATSU; OTOMO, 1992)
presentes na FACOEL.

Os resultados obtidos com a FAcCOEt de M. obtusifolia corroboram com o0s
resultados observados em outras espécies de Maytenus, como M. robusta
(ANDRADE et al.,, 2007) e, em particular, a M. ilicifolia, cuja fracdo rica em
flavondides (galactitol, catequina e epicatequina) diminuiu 0 volume gastrico e acidez
no modelo de ligadura de piloro, bem como inibiu a atividade da H* K'-ATPase
(BAGGIO et al.,, 2007). A protecdo gastrica promovida pela FACOEt pode ser
mediada por mecanismos anti-secretdrios, entretanto, para confirmar essa hipdtese
serdo necessarios estudos complementares, a exemplo da dosagem dos niveis
séricos de gastrina e somatostatina, hormdnios que controlam a secre¢do acida,
além da avaliag3o in vitro da atividade da H* K*-ATPase.

Com o intuito de compreender os mecanismos de ac&o envolvidos na
gastroprotegcdo do EEtOH e da FAcCOEt obtidos das folhas de M. obtusifolia foi
investigada a participagédo de PGs, NO e grupos sulfidrilas (SHs) nos mecanismos
citoprotetores. Estes mediadores  enddgenos  protegem a mucosa
gastrintestinal (citoprotecdo) de lesdes induzidas por uma variedade de agentes
ulcerogénicos e necrotizantes (aspirina, indometacina, acidos biliares, agua fervente,
alcool absoluto, 0,6 mol/lL HCI, 0,2 mol/L NaOH) (HALTER et al.,, 2001;
BRZOZOWSKI et al., 2005).

As PGs, em particular a PGE,, promovem citoprotegéo gastrica ativando
diferentes tipos de receptores EP e vias de transdugdo de sinal
(SUGIMOTO; NARUMIYA; ICHIKAWA, 2000). A PGE; ao ativar o receptor EP;
promove a formagdo de segundos mensageiros, como o IP3 e DAG, que leva ao
aumento [Ca®']. Esse prostandide ao ativar EP, e EP4, estimula a via ciclase de
adenililF-AMPc, entretanto, quando se liga a EP3 inibe esta via (PAWLIK et al., 2002).

A acéo protetora da PGE, mediada por receptores EP4, favorece o aumento
da secre¢ado de muco e bicarbonato, mantém o fluxo sanguineo da mucosa e diminui
a motilidade gastrica (ARAKI et al, 2000; TAKEUCHI et al, 1999;
TAKEUCHI et al., 2002). Quando a PGE; atua nos receptores EP3z e EP4, ocorre
diminuicdo da secrecdo acida e aumento de muco, respectivamente
(TAKAHASHI; TAKEUCHI; OKABE, 1999). O fluxo sanguineo também pode ser



MOTA, K, S. L. Discussio 112

aumentado por PGE, e PGI,, ativando os receptores EP, e IP, respectivamente
(KOTANI et al., 20086).

Adicionalmente, as PGs podem reduzir a permeabilidade do epitélio ao acido
(retrodifus&o), inibir a liberacdo de uma série de outros mediadores inflamatérios
(histamina, TNF-a, fator ativador de plaquetas, IL-1, IL-8 e LTB-4) envolvidos na
lesdo da mucosa e inibir a aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular
(TAKEZONO et al., 2004; WALLACE, 2008).

Considerando a grande importancia das PGs na citoprotecdo, foi avaliado o
efeito da fase acetato de etila obtida de M. obtusifolia sobre os niveis de PGE; na
mucosa gastrica. A FACOEt (125 e 250 mg/kg, v.0.) ndo aumentou de forma
significativa a produgéo de PGE; na mucosa gastrica em ambos os grupos tratados
com salina 0,9 % e FAcCOEt, e indometacina (Grafico 7). Com isso foi possivel
sugerir que o efeito gastroprotetor promovido pela FACOEt provavelmente né&o
envolve o aumento nos niveis mucosal de PGE,.

Na perspectiva de avaliar os mediadores endodgenos envolvidos no possivel
mecanismo citoprotetor de M. obtusifolia, passou-se a investigar o envolvimento do
NO na gastroprotecéo do extrato e da fase, visto que o NO pode desempenhar um
papel fundamental na defesa da mucosa frente a diferentes agentes lesivos.

O NO é um mediador chave da integridade da mucosa gastrintestinal
(FIORUCCI et al., 2001), além de exercer amplo espectro de atividades bioldgicas in
vivo através da ativacdo da enzima ciclase de guanilil soluvel, que resulta no
aumento do segundo mensageiro, GMPc (MONCADA; HIGGS, 2006). O aumento de
GMPc promove relaxamento nas células musculares lisas, resultando no aumento
do fluxo sanguineo e favorecendo a prote¢cdo da mucosa.

Muitos dos efeitos protetores do éxido nitrico no TGl s&o semelhantes aos
das PGs, citados anteriormente. Além dos eventos gastroprotetores o NO acelera a
cicatrizacdo da Ulcera via liberagdo do fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), promovendo a  angiogénese e  cicatrizagdo da  Ulcera
(MILLER; WALLACE, 2000; WALLACE, 2008).

Embora o NO produzido pela cNOS tenha uma papel importante na
manutengao da integridade da mucosa, muitos estudos tem demonstrado que o NO
desempenha uma papel bifasico na resposta ulcerogénica da mucosa gastrintestinal,
ou seja, dependendo da isoenzima NOS, o NO pode promover efeito protetor via
cNOS ou efeito pro-ulcerogénico via INOS (KOBATA et al., 2007).
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O NO protege a mucosa gastrica de lesdes induzidas por etanol e endotelina.
A inibicdo da enzima NOS por L-NAME, resulta na redugdo desse mediador
enddégeno e, consequentemente, aumento da lesdo na mucosa estomacal
(MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Para avaliar a hipétese de participagdo do NO na protecéo gastrica, foi
realizado o modelo agudo de ulcera induzida por etanol absoluto em ratos, na
auséncia e na presenca de L-NAME, um inibidor da enzima NOS. Com isso foi
observado que o EEtOH e a FAcCOEt (250 mg/kg, v.0.) reduziram de forma
significativa as lesdes ulcerativas induzidas por etanol absoluto, tanto na auséncia
quanto na presenca de L-NAME, ndao havendo diferenca significativa entre esses
dois (Gréfico 8), o que leva a sugerir que o NO provavelmente n&o esta envolvido na
gastroprotecao promovida por M. obtusifolia.

Outro importante aspecto investigado no mecanismo de acg&o citoprotetor
desta espécie foi o envolvimento dos grupamentos SHs, que aumentam a produg¢éo
de muco (SALIM, 1993) e mantém estabilidade do muco por formar pontes de
dissulfeto com suas subunidades (CHANDRANATH, BASTAK; SINGH, 2002).

A GSH promove a protegdo da mucosa gastrica, principalmente devido a sua
atividade antioxidante, que remove as EROs frente ao estresse oxidativo. Este
processo envolve o ciclo redox da GSH, que se inicia com GSH atuando como um
co-fator da GPx, resultando na formagéo de glutationa oxidada (GSSG). O aumento
de GSSG durante o estresse oxidativo geralmente é transitério, visto que a GSH-Rd
restaura os niveis de GSH (CNUBBEN et al., 2001). Dessa forma a GSH exerce um
papel chave na protecédo das células epiteliais gastricas sobre as lesbes induzidas
por etanol (REPETTO; LLESUY, 2002).

Uma forma de investigar a participagdo dos grupamentos SHs € através do
N-etilmaleimida, um agente bloqueador desses grupamentos, que potencializa as
lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol (RASTOGI; PATNAIK; DIKSHIT, 1998;
MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Diante dessas considera¢gbes o0 envolvimento dos grupamentos SHs na
protecdo da mucosa gastrica de M. obtusifolia, foi verificado através do modelo de
inducdo aguda de ulcera com etanol absoluto, na auséncia e na presenca de NEM.
Neste experimento o EEtOH e a FACOEt (250 mg/kg, v.0.) reduziram de forma
significativa as lesdes ulcerativas induzidas por etanol absoluto, tanto na auséncia

quanto na presenca de NEM, havendo diferenca significativa entre os grupos
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pré-tratados com salina 0,9 % e com NEM (Gréfico 09), sugerindo que o efeito
gastroprotetor promovido pelo EEtOH e FAcOEt depende da producé&o ef/ou
presenca dos compostos SHs. Os dados obtidos neste trabalho estdo de acordo
com os resultados obtidos com M. rigida, que demonstraram que o extrato etandlico
e a fase acetato de etila promovem protecdo gastrica por participagdo dos
grupamentos SHs (SANTOS, 2008).

Mediante a relevante atividade gastroprotetora do EEtOH e da FACOEt
obtidos de M. obtusifolia, passou-se a investigar a propriedade cicatrizante dessas
amostras em modelo cronico de Ulcera gastrica.

A cicatrizagdo da Uulcera é um processo de reparacdo geneticamente
programado, envolvendo inflamacgdo, proliferacdo celular (particularmente na
margem da ulcera), re-epitelizacdo, formacao de tecido de granulacdo na base da
ulcera, angiogénese (formacao de novos vasos sanguineos) € deposi¢cao da matrix.
Todos esses eventos s&o regulados por citocinas, fatores de crescimento e de
transcricdo (TARNAWSKI, 2005; WALLACE, 2008).

Em resposta a ulceracdo, novos tipos de células aparecem na margem da
Ulcera e secretam grande quantidade de fatores de crescimento, tais como EGF,
VEGF, fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de crescimento do hepatdcito
(HGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de crescimento
transformador B (TGF-B). Estes fatores s&o produzidos localmente e véo atuar via
acao autocrina e/ou paracrina promovendo a divisdo, migracao celular, proliferacéo e
re-epitelizacdo (TARNAWSKI, 2005).

A estrutura da glandula € gradualmente restabelecida juntamente com a
circulagdo da mucosa (WALLACE et al., 2006), sendo acompanhado pelo aumento
nos niveis de gastrina plasmatica e de citocinas pro-inflamatérias (TNF-a, IL-1[), que
s&o regulados pelos fatores de crescimento, em especial o VEGF. A angiogénese no
tecido de granulacdo na base da Ulcera e a replicagcdo das células epiteliais na
margem da ulcera restabelecem a arquitetura glandular
(BRZOZOWSKI, 2003; WALLACE et al., 2006).

O modelo de acido acético tem sido amplamente utilizado para avaliar o
processo de cicatrizacdo da ulcera, sendo considerado o modelo experimental que
mais se assemelha a Ulcera crénica no homem em termos de caracteristicas
patologicas e mecanismo de cicatrizagdo (OKABE, AGAMASE, 2005).
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Para avaliar se M. obtusifolia estaria acelerando o processo de cicatrizagao
da ulcera, o EEtOH e a FACOEt (250 mg/kg, v.0.) foram administrados durante 14
dias apo6s a indugao de Ulcera por acido acético 30 %. Neste experimento o extrato
etandlico bruto e a fase acetato de etila aumentaram o processo de cicatrizacido da
ulcera, visto que reduziram significativamente a ALU (Gréfico 10), sugerindo que M.
obtusifolia apresenta atividade cicatrizante.

Resultados semelhantes foram encontrados para a fragao rica em flavondides
de M. ilicifolia (BAGGIO et al., 2007), e para a fase acetato de etila obtida de M.
rigida (SANTQOS, 2008).

Histologicamente, a ulcera gastrica consiste em duas estruturas, a margem e
a base da ulcera. A margem é formada pela borda adjacente n&o necrosada, onde
as glandulas tornam-se dilatadas e suas células sofrem diferenciacdo, expressam
receptores para o EGF e proliferam ativamente formando uma caracteristica zona de
cicatrizagdo. A base da ulcera é formada por tecido de granulagdo, que € composto
de macrofagos, fibroblastos e células endoteliais, 0 qual se desenvolve 48-72 horas
apos a ulceracado (TARNAWSKI, 2005).

Dentro deste contexto foram realizados cortes da area ulcerativa, os quais
foram corados com HE, em que se observou que nos grupos tratados com o EEtOH
e a FAcCOEt a dilatacdo da glandula tubulosa é menos acentuada, quando
comparada com salina 0,9 %. No grupo tratado com FAcCOEt destacou-se o grande
grau de organizacao, apresentado morfologia tipica das glandulas estomacais, que
sao tubulosas reta com dilatacéo reduzida (Figuras 21 e 22). Assim, o maior grau de
organizacao da regido de regeneracao pode facilitar a passagem do muco e de
outras substancias em direcdo a superficie da mucosa gastrica.

Na analise dos cortes histologicos corados com PAS, foi evidenciado uma
maior homogeneidade de secrecdo pelas células dos animais tratados com EEtOH
ou FACOEt (Figuras 23 e 24), sugerindo uma melhor qualidade de secrecdo do
muco, componente importante no processo de cicatrizacido da Ulcera, visto que a
camada formada por muco e bicarbonato protege as células recém formadas da
acéo do acido gastrico (TARNAWSKI et al., 2001; LIMA et al., 2006). O aumento da
quantidade de muco presente nos cortes histoldégicos dos grupos de animais
tratados com as amostras vegetais provavelmente pode estar relacionada com a
participacdo dos grupamentos SHs, uma vez que a gastroprotegéo promovida pelo

EEtOH e FACOEt € mediada por estes grupamentos.



MOTA, K, S. L. Discussio 116

Adicionalmente no modelo de Uulcera induzida por &acido acético foram
avaliados os parametros de peso corporal, consumo de agua e ragdo, bem como,
peso dos érgéos, além dos parametros bioquimicos e hematoldgicos. Embora este
modelo ndo avalie apenas os parametros de toxicidade, serve como um indicador da
possivel presenca de toxicidade apdés 14 dias de tratamento
(VASCONCELOQOS et al., 2008). Com isso foi possivel observar que o EEtOH e a
FACOEt (250 mg/kg, v.0.) ndo induziram alteracdes significativas no peso corporal
dos animais, no consumo de ragao e no peso dos 6rgaos. No entanto, foi observado
que o extrato etandlico bruto promoveu diminuigdo significativa na ingesta de agua
dos ratos (Tabelas 4, 5 e 6).

Na perspectiva de corroborar aos dados obtidos, foram avaliados como
parametros bioquimicos: AST (indicador de lesdo hepatica aguda), ALT (indicador de
lesdo hepatica cronica), creatinina e uréia (marcadores da funcédo renal). As
amostras vegetais ndo promoveram alteragdes significativas nos niveis de AST, ALT
e creatinina, entretanto, o EEtOH promoveu aumento significativo nos niveis séricos
de uréia (Tabela 7). Este resultado pode esta associado com a diminuicdo da
ingesta de agua dos ratos, um vez que esta promove diminui¢do do fluxo sanguineo
renal. Como a reabsorgao tubular de agua permanece intacta, a uréia aumenta em
grau muito maior do que a creatinina, devido ao aumento da reabsorcédo de uréia e
sua menor eliminacdo, sem diminuir proporcionalmente a secregcao de creatinina,
provocando a elevacdo do nitrogénio uréico no sangue e, consequentemente, a
azotemia pré-renal, que € o acumulo dos produtos de nitrogénio (HENRY, 2008).
Outro fator que pode estar realcionado a elevag&o nos niveis séricos de uréia é uma
possivel hemorragia gastrintestinal (HENRY, 2008), provavelmente devido as lesdes
ulcerativas induzidas por acido acético 30 %.

Nao se pode desconsiderar tal achado, entretanto, ndo € possivel inferir
alteracfes renais, uma vez que nao ocorreram alteracdes significativas no peso dos
rins, bem como nos niveis séricos de creatinina, que € o principal marcador da
funcdo renal, sendo considerada um marcador mais eficiente que a uréia, visto que
diferentes fatores ndo renais podem afetar a concentracdo de uréia (RAVEL, 1997).
De acordo com os parametros avaliados pode-se sugerir que durante os 14 dias de
tratamento a FACOEt ndo apresentou sinais de toxicidade, entretanto, o0 EEtOH nas

condi¢des avaliadas apresentou alteragcdo em alguns parametros. Estes resultados
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sugerem que o extrato etandlico nas condi¢cbes avaliadas apresenta baixa toxicidade
para os ratos.

Com base nos dados apresentados, pode-se sugerir que M. obtusifolia
apresenta promissora atividade gastroprotetora e cicatrizante, sendo que tais
atividades podem estar relacionadas a participacdo dos grupamentos sulfidrila,
compostos estes que desempenham importante papel na citoprotecdo gastrica, por
estabilizar e aumentar a produ¢do de muco, além de atuarem principalmente como
antioxidantes.

O género Maytenus é rico em compostos polifendlicos dos quais destacam-se
os flavondides, a exemplo da quercetina, catequina, epicatequina, entre outros
(TIBERTI et al., 2007; BAGGIO et al., 2007), que protegem a mucosa gastrica contra
as lesdes induzidas por diferentes agentes lesivos. Estes efeitos podem estar
relacionados as suas propriedades anti-secretéria (BEIL; BIRKHOIZ; SEWING,
1995), citoprotetora (SAZIKI et al, 1984) e principalmente, antioxidante
(KAHRAMAN et al., 2003).

Além disso, muitos extratos, fases e frages ricas em flavondides apresentam
atividade gastroprotetora possivelmente devido a presenca destes compostos,
podendo destacar a fragdo rica em flavondides de Syngonanthus arthrotrichus
(BATISTA et al., 2004), fase acetato de etila de M. rigida (SANTOS, 2008), bem
como a fragcdo rica em flavondides obtida das folhas de M. licifolia
(BAGGIO et al., 2007).

Levando em consideracdo a importancia destes compostos polifendlicos na
citoprotegdo gastrica, bem como a presenca destes em M. obtusifolia, podemos
sugerir que a atividade antiulcerogénica promovida por esta planta medicinal se da
pelo menos em parte, devido aos flavonoides, especialmente o0s presentes na
FACOEt. Os resultados obtidos neste trabalho corroboram a difundida utilizagéo
desta planta na medicina tradicional, dando suporte farmacoldgico para a validagéo
do seu uso popular, além de apresentar potencial terapéutico gastroprotetor e

cicatrizante.
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6 CONCLUSOES

Diante dos dados analisados para a espécie vegetal Maytenus obtusifolia

Mart. (Celastraceae) é possivel concluir que:
» O EEtOH nas condigbes e parametros avaliados apresentou baixa toxicidade;

» O EEtOH nas doses avaliadas apresentou atividade gastroprotetora quando

submetido a triagem farmacoldgica;

» O EEtOH e a FAcCOEt nas doses utilizadas apresentaram atividade

gastroprotetora;

» O efeito gastroprotetor do EEtOH e da FAcCOEt pode ser atribuido a agéo
sistémica e local, contudo este efeito para a fase acetato de etila, podera

estar relacionado a atividade anti-secretoria;

» O mecanismo pelo qual o EEtOH e a FAcOEt promovem atividade
gastroprotetora, envolve provavelmente devido a participacdo dos

grupamentos sulfidrilas;

» O EEtOH e a FAcCOEt apresentam atividade cicatrizante por estimular o

processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica.
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7 PERSPECTIVAS
Na perspectiva de complementar o estudo da atividade antiulcerogénica do
EEtOH e da FAcCOEt obtidos das folhas de M. obtusifolia Mart. (Celastraceae), nos
propomos a investigar:
» O mecanismo de agao anti-secretdrio, avaliando para tanto:
v' Os niveis séricos de somatostatina e gastrina;
v" O envolvimento da bomba H*, K-ATPase.
» Avaliar o mecanismo de acao antioxidante, investigando assim:
v' A peroxidacéo lipidica;
v" O antioxidante ndo enzimatico: GSH;

v" Os antioxidantes enzimaticos: GSH-Px, GSH-Rd, SOD, catalase.

» Avaliar, através de estudos imunohistoquimicos, os fatores envolvidos no

processo de cicatrizacdo de lesdes, investigando:
v" A proliferacdo celular;
v" A angiogénese;

v" O envolvimento da cicloxigenase 2.
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Atividade farmacolégica

Quantificacdo dos efeitos

(0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito

intenso

até 30° 1h

2h

3h

4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade
Tremores
Convulsdes
Piloerecéo
Movimento
vibrissas
Outras

intenso das

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
c— Outros comportamentos
Ambulacdo

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorgbes abdominais
Abducio das patas do trem
posterior

Pedalar

Estereotipia

2 -SNA

Diarréia

Constipacéo

Defecacdo aumentada
Respiracio forcada
Lacrimejamento

Miccao

Salivagéo

Cianose

Tono muscular

Forca para agarrar

3 — MORTE

Observacdescomplementares.:

Responsavel Técnico
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