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RESUMO

Titulo: Avaliagdo farmacologica do extrato metandlico bruto e da fase n-butanodlica
obtida da espécie Herissantia crispa (L.) Brizicky em modelos animais frente a
atividade antiulcerogénica. LIMA, I. O. 2008.

Herissantia crispa (L.) Brizicky (Malvaceae) n&do possui indicagdo popular,
entretanto, baseado em critérios quimiotaxonbmicos, a espécie vegetal foi
selecionada para estudo, uma vez que a mesma pertence a uma familia rica em
flavondides. O extrato metandlico bruto (EMeOH) e a Fase n-butandlica (F. n-ButOH)
obtidos das partes aéreas de H. crispa foram avaliados quanto a toxicidade e acao
antiulcerogénica. Na triagem comportamental, o EMeOH n&o alterou os parametros
avaliados, nas doses crescentes até 2000 mg/kg (i.p.) e 5000 mg/kg (v.0.), com isso,
estes resultados indicam que o EMeOH é de baixa toxicidade, além de apresentar
auséncia de morte, sendo assim, nao foi possivel determinar a dose letal 50%
(DLsg). O EMeOH (250, 500 e 750 mg/kg) e a F. N-ButOH (125, 250 e 500 mg/kg),
administrados oralmente, foram estudados em modelos de indugédo aguda de ulcera
gastrica induzida por etanol em ratos, por estresse (imobilizagdo e frio) e
antiinflamatoério ndo — esteroidal em camundongos. Nestes modelos, ambas as
amostras vegetais inibiram as lesdes ulcerativas induzidas por tais agentes. Nas
ulceras induzidas por contensdo do suco gastrico no modelo de ligadura de piloro, o
EMeOH (500 mg/kg, id.) e a F. n-ButOH (125 mg/kg, i.d.) reduziram
significantemente as lesbes ulcerativas, resultando também na atividade
antiulcerogénica. No mesmo modelo, o EMeOH (500 mg/kg, i.d.) e a F. n-ButOH
(125 mg/Kg, i.d.) ndo alteraram o pH e a concentracdo de ions, entretanto os
mesmos reduziram o volume gastrico. Na tentativa de elucidar os mecanismos de
acao da atividade antiulcerogénica do EMeOH e da F. n-ButOH, foram avaliadas as
participagbes do muco, dos grupamentos sulfidrilas e do 6xido nitrico. A F. n-ButOH
(125 mg/kg) aumentou a producdo de muco de forma significativa; o EMeOH (500
mg/kg) e a F. n-ButOH (125 mg/kg) administrados oralmente, possuem agao
gastroprotetora independente da via do éxido nitrico e a citoprotegcao exercida pelo
EMeOH (500 mg/kg) € dependente de grupamentos sulfidrilas. Com isso é possivel
sugerir que a atividade antiulcerogénica podera esta relacionada com mecanismo
citoprotetor e possivel acao anti-secretoria e antioxidante.

Palavras-chaves: uUlcera gastrica, flavondides, Herissantia crispa



ABSTRACT

Title: Pharmacologic evaluation of methanolic extract and of the n-butanolic fraction
obtained of specie Herissantia crispa (L.) Brizicky in animal models against
antiulcerogenic activity. LIMA, 1. O. 2008.

Herissantia crispa (L.) Brizicky (Malvaceae) do not have popular indication,
however this specie was choose according quimiotaxonomic criteria, because this
plant belongs to family that is rich in flavonoids. The toxicity and antiulcerogenic
activity of the methanolic extract (EMeOH) and n-butanolic fraction (F. n-ButOH)
obtained of the aerial parts of H. crispa were valued. On the behaivour evaluation,
the EMeOH did not change the valued paramenters, at the increasing doses up to
2000 mg/kg (i.p.) and 5000 mg/kg (v.0.). These results indicate that the EMeOH do
had low toxicity. The EMeOH did not cause death in the animal, so, it was not
possible to calculate the letal dose determination 50% (LDso). The EMeOH (250, 500
and 750 mg/kg) and F. n-ButOH (125, 250 and 500 mg/kg), administrated orally, they
were studied on models that induce gastric ulcers, like, ethanol in rats, stress
(restriction and cold) and non steroidal anti-inflammatory (piroxicam) in mice. On
these models, the vegetable samples inhibited the ulcerative lesions induced by
these agents. On the ulcers induced on pyloric model, the EMeOH (500 mg/kg) and
F. n-ButOH (125 mg/kg) reduced the ulcerative lesions. On the same model, the
EMeOH (500 mg/kg) and F. n-ButOH (125 mg/kg) did not altered the pH and ions
concentration, however, this vegetable samples reduced the gastric volume. To
elucidate the action mechanisms of gastroprotective activity of EMeOH and F. n-
ButOH, it was studied the participation of mucus, sulphydryls group and nitric oxide.
The F. n-ButOH (125 mg/kg) increase the production of mucus; the EMeOH (500
mg/kg) and the F. n-ButOH (125 mg/kg) orally, have gastroprotective action
independent of nitric oxide and the antiulcerogenic activity of the EMeOH (500
mg/kg) is dependent of sulphydryls group. It is possible to suggest that
gastroprotective action of EMeOH and F. n-ButOH can be related with citprotective
nechanism, and anti-secretory and antioxidant activity can be related.

Key-words: gastric ulcer, flavonoids, Herissantia crispa
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1. INTRODUCAO

1.1 CONSIDERACOES GERAIS

As plantas tém sido utilizadas de forma empirica como drogas para
tratamento de doengas durante séculos, sendo uma das mais antigas formas de
praticas medicinais (TAYLOR, et al., 2001; VEIGA-JUNIOR et al., 2005), através do
conhecimento repassado de geragcdo a geragcao (TAYLOR, et al., 2001). A
investigacdo das plantas medicinais a partir das informagdes fornecidas pela
medicina popular e fitoterapia tem ganhado espago na pesquisa cientifica, com o
objetivo de desenvolver novas drogas efetivas que ndao apresentem efeitos tdxicos
ou possuam baixa toxicidade (TAYLOR, et al., 2001).

As plantas medicinais apresentam ampla distribuigdo, entretanto, sao
abundantemente encontradas em paises tropicais. Tais plantas tém exercido um
papel chave nos cuidados a saude, e apesar dos avangos na medicina moderna em
décadas recentes, as plantas ainda contribuem de forma essencial para o
tratamento de doencgas e cuidados basicos de saude (CALIXTO, 2000).

Grande parte da populagao de paises em desenvolvimento utiliza as plantas
medicinais para o tratamento de enfermidades devido ao alto custo dos
medicamentos industrializados (TAYLOR, et al., 2001; VEIGA-JUNIOR, 2005); além
do dificil acesso aos centros de atendimento hospitalares e por estas fazerem parte
de um contexto cultural (VEIGA-JUNIOR, 2005).

A Organizagao Mundial de Saude (OMS) divulgou, no inicio da década de
90, que cerca de 65 a 80 % da populagdo de paises em desenvolvimento
dependiam de plantas medicinais como unica forma de acesso aos cuidados basicos
de saude (AKERELE, 1993).

As empresas farmacéuticas, incluindo as multinacionais, tém demonstrado
interesse na comercializagdo de medicamentos a base de plantas medicinais. Neste
sentido, é estimado que apenas o comércio Europeu alcangou cerca de 7 bilhdes de
dolares em 1997 (CALIXTO, 2000).

Alguns autores relatam que as florestas tropicais abrigam cerca de 600 mil

espécies vegetais (DAVID et al., 2004). No Brasil, a diversidade genética de plantas
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medicinais compreende cerca de 55 000 espécies identificadas de um total estimado
entre 350 000 a 500 000 espécies vegetais existentes no mundo, e
aproximadamente dois tercos dessas sao encontradas nos tropicos. Desta forma,
NOSsSO pais ocupa uma posi¢cao privilegiada, uma vez que possui uma grande
diversidade de espécies vegetais (BRAZ-FILHO, 1999).

No Brasil, as plantas medicinais da flora nativa sao utilizadas com pouca ou
nenhuma comprovacdo de suas propriedades farmacologicas, propagadas por
usuarios ou comerciantes (VEIGA-JUNIOR, 2005). Com base nessas afirmagées, a
pesquisa com plantas medicinais se torna importante, uma vez que ira validar as
acdes farmacoldgicas das mesmas. E importante considerar que para estudar as
possiveis agbes biolégicas de plantas, se faz necessaria uma integragao
multidisciplinar, envolvendo as areas da boténica, quimica, farmacologia e
toxicologia e tem como fim viabilizar os estudos de eficacia e seguranca das
especies vegetais na perspectiva de correlacionar os constituintes ativos as
atividades farmacoldgicas (RATES, 2001).

E nesse contexto, que pode-se verificar a necessidade de se pesquisar
cada vez mais as possiveis acgdes bioldgicas de plantas, sendo necessaria a
integracdo multidisciplinar. Neste sentido, o grupo de pesquisa em ulcera péptica do
Laboratério de Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba tem
procurado estudar o efeito de espécies vegetais sob ulceras gastricas produzidas
em modelos experimentais que mimetizam tal doenga no homem, com o objetivo de
contribuir para o entendimento da fisiopatologia da ulcera, além de contribuir para o

uso racional de espécies vegetais.

1.2 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO ESTOMAGO

O trato gastrintestinal € composto pela cavidade oral, eséfago, estbmago,
intestino delgado e grosso, reto e anus. O estdmago corresponde a parte dilatada do
trato gastrintestinal e tem a fungcdo de armazenar alimentos, digerir proteinas,
absorver ferro e proteinas, além de eliminar microrganismos (Figura 1)
(JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KUTCHAI, 2004 a).
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Figura 1. Trato gastrintestinal. (Fonte: SILVERTHON, 2003 a)

O estdbmago é dividido em quatro regides anatémicas: cardia, corpo, fundo e
antro (Figura 2), as quais apresentam revestimento epitelial constituido de células
prismaticas. A superficie epitelial do estdbmago origina depressbes (fossetas

gastricas) onde se localizam as glandulas gastricas. (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
1999; EL-ZIMAITY, 2007).

Cardia
Corpo

Fundo

Regido antral

Figura 2. Regides anatémicas do estdmago (Fonte: POTTER, 2008).

Como todo o trato gastrintestinal, o estdbmago € constituido,
histologicamente, de camadas teciduais: a mucosa (revestida por células

prismaticas), a submucosa (constituida de tecido conjuntivo frouxo com colageno,
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fibrilas de elastina, vasos sanguineos e linfaticos); a muscular externa (constituida
de duas camadas musculares lisas, sendo uma circular ou interna e longitudinal ou
externa); e a serosa ou adventicia, camada mais externa (constituida principalmente
de tecido conjuntivo) (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KUTCHAI, 2004 b;
SILVERTHON, 2003 a; LIU; CRAWFORD, 2005) (Figura 3).
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Figura 3. Camadas do estébmago (Fonte: SILVERTHON, 2003 a).

Nas glandulas gastricas, se encontram as células responsaveis pela
secregao do suco gastrico: células parietais, que secretam HCI e fator intrinseco;
células principais, responsaveis pela secrecdo de pepsinogénio; células produtoras
de muco, encarregadas de secretarem muco e bicarbonato; células enterocromafins,
células D e células G, que secretam histamina, somatostatina e gastrina,
respectivamente, horménios responsaveis pela regulagdo da secrecéo acida gastrica
(SILVERTHORN, 2003 a; KUTCHAI, 2004 a; EL-ZIMAITY, 2007) (Figura 4).
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Figura 4. Composigao celular de uma glandula gastrica (Fonte: SILVERTHORN, 2003a).

As células parietais quando estimuladas, sofrem alteragdes morfolégicas
através da fusdo das membranas das tubovesiculas com as membranas plasmaticas
dos canaliculos secretores intracelulares, aumentando de forma significativa o
numero de sitios bombeadores do acido cloridrico (FORTE; YAO, 1996;
URUSHIDANI; FORTE, 1997; YAO, FORTE, 2003; KUTCHAI, 2004a) (Figura 5).

Estimulo
—

Inibigao

Figura 5. Mudangas morfologicas da célula parietal durante o processo da secreg¢ao acida. A) Célula

parietal em repouso; B) Célula parietal estimulada (Fonte FORTE; YAO, 1996).

O trato gastrintestinal (TGI) é inervado por neurbnios intrinsecos e
extrinsecos aferentes e eferentes; essa complexa inervagao do TGl permite um
controle adequado das atividades secretoras e motoras através dos arcos reflexos
intrinsecos e extrinsecos (KUTCHAI, 2004b).

As acbdes contratil e secretorias do TGl sdo controladas pelo Sistema

Nervoso Central (SNC), Sistema Nervoso Entérico (SNE), horménios e substancias
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paracrinas. A motilidade gastrica tem como principais fungdes: 1) permitir que o
estbmago sirva como reservatorio de alimento; 2) quebrar o bolo alimentar em
particulas menores e mistura-las com a secregéo gastrica, possibilitando a digestao;
3) esvaziar o conteudo gastrico no duodeno a um fluxo controlado (KUTCHAI,
2004Db).

O sistema nervoso entérico (SNE) é constituido de plexo mioentérico (plexo
de Auerbach) e submucoso (plexo de Meissner). O primeiro, se localiza logo abaixo
da camada muscular da mucosa e o segundo, entre as camadas musculares lisas
circular e longitudinal. Os plexos submucoso e mioentérico sdo constituidos de redes
de fibras nervosas e corpos de células ganglionares. (KUTCHAI, 2004b) (Figura 3).

A inervacédo extrinseca do trato gastrintestinal, via nervos simpaticos e
parassimpaticos, projeta-se sobre os plexos mioentérico e submucoso, com a
finalidade de excitar ou inibir os plexos neuronais determinados. Desta forma,
através do SNE, a inervagao extrinseca coordena as fungdes motoras e secretorias
do TGI. Entretanto, na auséncia dos estimulos extrinsecos, a regulacdo das
atividades do TGl & mantida pelo SNE (KUTCHAI, 2004b).

Os neurbnios aferentes intrinsecos (locais) fornecem ramos dos arcos
reflexos locais e centrais. Tais ramos possuem nas suas terminacoes
quimioreceptores e mecanoreceptores, na mucosa; € 0s corpos celulares destes
receptores sensoriais se localizam nos plexos mioentérico e submucoso e desta
forma, qualquer mudanca perceptivel aos neurdnios sensoriais resulta em alteracoes
na secregao e motilidade gastroduodenais (KUTCHAI, 2004b).

Os neurbnios aferentes extrinsecos se originam nos ganglios nodosos
(neurdnios aferentes vagais) e raizes dorsais (neurbnios aferentes espinhais). Os
mesmos sao responsaveis pela liberacdo de neuropeptideos que agem como
mensageiros quimicos, a exemplo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), que tém como fungdo informar o SNC, através das sensagbes de
desconforto e dor, quando o TGI se encontra danificado; desencadeando reacoes
autonémicas e enddcrinas, contribuindo para a homeostasia do TGl (HOLZER, 2000
a).

Os neurbnios eferentes simpaticos e parassimpaticos se comunicam de
forma direta com o TGl, e de forma indireta através do SNE, regulando as fun¢des
das camadas musculares externa e da mucosa, além das células enddcrinas,

secretorias e dos vasos sanguineos (KUTCHAI, 2004 b).
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Em geral, os nervos parassimpaticos estimulam a motilidade do musculo
liso gastrico e as secre¢des gastricas, enquanto que o simpatico as inibe. Neste
processo, varios neurotransmissores estdo envolvidos, a exemplo da acetilcolina
(ACh), pepitidio relacionado com o gene da calcitonina (CGRP), éxido nitrico (NO),
substancia P, dentre outros neuromoduladores. A ACh e a substancia P aumentam a
motilidade, sendo que a primeira ainda estimula a secregcdo de células parietais; o
CGRP estimula a produgédo de NO, que age causando relaxamento das células
musculares lisas (KUTCHAI, 2004b).

1.2.1 Secregédo acida gastrica

O liquido secretado pelo estdbmago € denominado suco gastrico, este
constitui uma mistura de secregcbes de células epiteliais superficiais e glandulas
gastricas e tem como componentes HCI, ions, sais, agua, pepsina, fator intrinseco,
muco e bicarbonato (SILVERTHORN, 2003a; KUTCHAI, 2004 a). Por dia, o
estdmago secreta cerca de 2,5 L de suco gastrico (RANG et al., 2007). A secrecao
das células parietais € uma solugao isoténica de HCI (150 nmol/L com pH abaixo de
1, sendo a concentragéo de ions hidrogénio, no lumen gastrico, mais que um milh&o
de vezes mais alta que a do plasma (RANG et al., 2007).

A secregao de HCI no estbmago se faz necessaria, uma vez que este
possui um importante papel na digestdo de proteinas (SCHUBERT, 2003; HOU;
SCHUBERT, 2006; CUI; WALDUM, 2007), através da ativagao do pepsinogénio em
pepsina (KUTCHAI, 2004a); na absorc¢ao do ferro; na eliminagdo de microrganismos
(SCHUBERT, 2003; HOU; SCHUBERT, 2005; CUl; WALDUM, 2007), e na absorgao
da vitamina B3 e calcio (SCHUBERT, 2003; HOU; SCHUBERT, 2006).

A secrecdo acida envolve mecanismos neuronais e humorais,
compreendendo trés fases distintas: 1) Fase cefalica, mediada pelo nervo vago,
resultante da atividade no Sistema Nervoso Central (SNC) e envolve estimulos
visuais, gustativo e olfativo (HERSEY; SACHS, 1995; SCHUBERT, 2003;
SCHUBERT, 2005); 2) Fase gastrica, ocorre na presenga do alimento no estbmago,
resultando em estimulos quimicos e mecanicos mediados por reflexos neuronais
locais (HERSEY; SACHES, 1995; SCHUBERT, 2005) e 3) Fase intestinal: que é
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decorrente dos estimulos quimicos no duodeno, os quais inibem a secregcao acida
pelo estbmago (HERSEY; SACHES, 1995; KUTCHAI, 2004a; LIU; CRAWFORD,
2005). A regulacao da secrecéo acida é complexa e envolve mediadores que atuam
de forma paracrina (histamina e somatostatina), neurdcrina (6xido nitrico e
acetilcolina) e enddcrina (gastrina) (SCHUHBERT, 2005; HOU; SCHUBERT, 2006).
A acetilcolina (ACh) liberada dos ramos do nervo vago e fibras pés
ganglionares do sistema nervoso entérico estimula a secre¢cdo acida atuando no
receptor muscarinico do subtipo M3, o qual envolve o aumento de calcio intracelular
na célula parietal (SACHS et al., 1997; URUSHIDANI; FORTE, 1997; BAROCELLI;
BALLABENI, 2003; YAO, FORTE, 2003; AIHARA et al., 2005); e de forma indireta,
na célula ECL, através do estimulo da liberagdo de histamina (SACHS et al., 1997;
BAROCELLI; BALLABENI, 2003) e nas células G, através da liberagcdo de gastrina.
Além dessas agbes, a estimulagdo colinérgica da secregcao acida é mediada,
possivelmente, pela ativagcao dos receptores Ms, localizados no plexo submucoso
levando a liberagdo de neuropeptideos e neurotransmissores, os quais estimulam a
liberagdo de histamina das células ECL (AIHARA et al., 2005). Tanto a gastrina
como a histamina atuam na célula parietal estimulando a secrecao &acida
(SCHUBERT, 2003) (Figura 6).
A gastrina, quando liberada pela célula G, localizada no antro gastrico,
chega até a célula parietal através da corrente sanguinea (LINDSTROM et al., 2001;
BAROCELLI; BALLABENI, 2003; SCHUBERT, 2005) e atua diretamente no receptor
do tipo CCK; (SACHS et al.,, 1997; URUSHIDANI; FORTE, 1997; BAROCELLI,
BALLABENI, 2002) acoplado a proteina G, localizado na célula parietal
(URUSHIDANI; FORTE, 1997; KUTCHAI, 2004a) e de forma indireta, a gastrina
interage com o mesmo tipo de receptor, localizado na célula enterocromafin,
estimulando a liberacdo de histamina (SACHS et al., 1997; LINDSTROM et al., 2001;
BAROCELLI; BALLABENI, 2003; PRINZ et al., 2003; SCHUBERT, 2003) (Figura 6).
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Figura 6. Regulacdo da acidez gastrica. ACh = acetilcolina; SS = somatostatina; Hist = histamina;

Gast = gastrtina. Seta azul representa estimulagéo, seta vermelha representa inibi¢ao.

Quando a gastrina e a acetilcolina se ligam em seus respectivos receptores,
localizados na célula parietal, os mesmos mudam de conformacgé&o e se ligam a
subunidade a da proteina Gq, resultando na perda da afinidade pelo GDP e
substituicdo deste pelo GTP, o qual se encontra em altas concentracbes no
citoplasma. A seguir, a subunidade a ligada ao GTP ativa a fosfolipase C (PLC),
responsavel pela hidrélise do fosfatidil inositol 4,5-bisfosfato (PIP2) em 1,2 diacil
glicerol (DAG) e o inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) (LODISH et al., 2003; BILLINGTON,;
PENN, 2003) (Figura 7).

O IP; se liga aos canais de Ca®* do reticulo endoplasmatico (RE),
resultando na saida de Ca* para o meio citosélico, e consequente aumento do nivel
intracelular de calcio. Nesse sentido, o aumento de Ca®* no citoplasma promove a

abertura de canais de calcio operados por voltagem, localizados na membrana
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plasmatica. O aumento de calcio intracelular e o DAG ativam a proteina cinase C
(PKC) (LODISH et al., 2003) (Figura 7).

Na célula parietal, o aumento de Ca*" intracelular promove a expresséo da
H*-K'-ATPase e a exocitose do fator intrinseco contidos nas tubovesiculas, através
da fusdo de suas membranas com a parte apical da célula (YAO; FORTE, 2003)
(Figura 7).

A histamina, uma vez liberada, atua no receptor do tipo H, localizado na
célula parietal, onde estimulara a secrecdo de H™ através do aumento de adenosina
3",5"-monofosfato ciclica (AMPc) (SACHS et al., 1997; LINDSTROM et al., 2001;
BAROCELLI; BALLABENI, 2003) (Figura 8).

A histamina atua no receptor metabotrépico do tipo H», acoplado a proteina
G estimulatéria (Gs) (HERSEY, SACHS, 1995; URUSHIDANI; FORTE, 1997; YAO;
FORTE, 2003; KONTUREK et al., 2005). Uma vez o agonista ligado no receptor,
este sofre mudanca em sua conformacéao, tornando-se ativo, resultando na ligagao
desse a subunidade a da proteina Gs. Como consequéncia, ocorre dissociagao do
GDP anteriormente ligado a subunidade Gsy e substituicdo do GDP pelo GTP; em
seguida, a Gso-GTP interage com a ciclase de adenilil (AD) estimulando-a (LODISH
et al., 2003; BILLINGSTON; PENN, 2003). (Figura 8).

A AD ativada, catalisa a adenosina trifosfato (ATP) em AMPc, o qual se liga
a subunidade regulatéria dependente de AMPc da proteina cinase A (PKA). A
seguir, as subunidades cataliticas se dissociam das subunidades regulatérias da
PKA, a qual se torna fosforilada e responsavel pela atvidade de inumeras proteinas
(BILLINGTON; PENN, 2003). Na célula parietal, a PKA atua no sitio de fosforilagéo
da subunidade a da H*-K'-ATPase (HERSEY; SACHS, 1995) estimulando a
secrecdo de H'. Além disso, a PKA promove a expressdo da H*-K'-ATPase e a
exocitose do fator intrinseco, através da facilitacdo da fusdao da membrana das
tubovesiculas com a membrana apical da célula parietal (YAO; FORTE, 2003)
(Figura 8).

A somatostatina € o mediador responsavel pela regulagdo da secrecgao
acida, através da inibigao indireta, atuando no receptor SST,, localizado na célula
enterocromafin, impedindo a liberagdo de histamina (SACHS et al., 1997,
BAROCELLI; BALLABENI, 2003; PRINZ et al., 2003; SCHUBERRT, 2003) e agindo
no mesmo tipo de receptor, localizado na célula G, a somatostatina inibe a secrecao

de gastrina (KUTCHAI, 2004a). Diretamente, esse mediador atua no receptor SST,
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(BAROCELLI; BALLABENI, 2003; SCHUBERRT, 2003), acoplado a proteina G
inibitéria (G;j), causando diminuigdo nos niveis de AMPc, (URUSHIDANI; FORTE.
1997) e por conseguinte, inibindo a secregcdo acida (BAROCELLI; BALLABENI,
2003; SCHUBERRT, 2003) Esse mediador, liberado pela célula D é estimulado pela
gastrina (SACHS et al., 1997; KUTCHAI, 2004a) e pela presenca de ion H* (SACHS
et al., 1997; KONTUREK et al., 2005) (Figura 6).
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Figura 7. Mecanismo da secrecdo &cida na célula parietal quando estimulada pela gastrina e

acetilcolina. Ligante = Ach ou gastrina; R = M3 ou CCK,

Além da somatostatina, a prostaglandina é responsavel pela inibicdo da
secrecao acida, atuando em seu receptor especifico (EP3), através da inibicado da AD
e diminuicao dos niveis de AMPc (WALLACE; GRANGER, 1996) (Figura 10).

O HCI é liberado no lumen gastrico através da acdo da K',H'-ATPase,
localizada na membrana apical da célula parietal, responséavel pela troca de H* por
K" (KUTCHAI, 2004a). O ion H" & liberado a partir do acido carbonico (H>COs3), o
qual é formado a partir do diéxido de carbono (CO;) e agua (H20) (RANG et al.,
2007) (Figura 9).
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Figura 8. Mecanismo da secrec¢éo acida na célula parietal quando estimulada pela histamina.

O H,COj3 dissocia-se numa reacido catalisada pela anidrase carbénica,
dando origem aos ions H* e HCO; (RANG et al, 2007). O bicarbonato &
transportado em diregdo ao plasma sanguineo através de um co-transportador que o
troca por ions cloreto (CI'), que migra em diregdo oposta ao HCO3™ (KUTCHAI, 2004
b) (Figura 9).

O CI" movimenta-se em diregao ao lumen, através do canal de cloro na
membrana apical. Os ions H* sdo colocados para fora da célula, através da H* K-
ATPase, que realiza o transporte de ions potassio (K*) em diregdo oposta aos ions
H*, resultando na formagdo de HCI no lumen gastrico (SILVERTHORN, 2003 a)
(Figura 9).
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Figura 9. Formagéo de ions H' na célula parietal. AC = anidrase carbénica.

1.2.2 Protegédo do Estdmago

A defesa da mucosa gastrica é exercida pela barreira gastrica, e esta é
subdividida em: pré-epitelial, epitelial e subepitelial (FLEMSTROM; ISENBERG,
2001; Bl; KAUNITZ, 2003).

1.2.2.1 Defesa pré-epitelial: Muco e Bicarbonato

O muco constitui a primeira linha de defesa pré-epitelial da mucosa
gastrica (FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; Bl; KAUNITZ, 2003) e corresponde a
uma camada de gel viscoso de espessura variando entre 80 e 280 um
(FLEMSTROM; ISENBERG, 2001), o qual encontra-se aderido as células epiteliais
superficiais do estdbmago, representando uma barreira fisica contra agentes
agressores enddégenos, como o acido gastrico, proteases (pepsina), agentes
agressores exodgenos, a exemplo de etanol, antiinflamatérios (FLEMSTROM;
ISENBERG, 2001; TANI et al., 2002; Bl; KAUNITZ, 2003; ALLEN; FLEMSTROM,
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2005), e bactérias, uma vez que a camada mucosa tem a capacidade de reduzir a
aderéncia bacteriana ao epitélio (WALLACE; MILLER, 2000).

Esse gel viscoso é composto por 95% de agua, 3 a 5% de mucinas
(FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; REPETTO; LLESUY, 2002) e pequenas
quantidade de lipidios, acidos nucléicos e proteinas incluindo imunoglobulinas
(FLEMSTROM; ISENBERG, 2001). Na superficie do muco, existem fosfolipidios, que
por possuirem alta polaridade, impedem a difusdo de acidos minerais ionizaveis,
como HCI do lumen gastrico em dire¢cdo a mucosa gastrica (KONTUREK et al.,
2004). Entretanto, esses fosfolipidios ndo sdo capazes de impedir que compostos
organicos ionizaveis, como os sais biliares e o acido acetil salicilico atravessem a
camada de muco e causem danos no epitélio gastrico (KONTUREK et al., 2004),
uma vez que estes compostos diminuem a hidrofobicidade do muco (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005).

As mucinas, glicoproteinas responsaveis pelo aspecto gelatinoso do
muco, sdo secretadas pelas células epiteliais superficiais e pelas células secretoras
de muco localizadas nas glandulas gastricas (KUTCHAI, 2004a). As estruturas das
mucinas secretadas pelas células anteriormente citadas diferem, indicando que o gel
mucoso nao € uniforme (Bl; KAUNITZ, 2003).

O muco €& armazenado nos granulos contidos no citoplasma apical das
células epiteliais superficiais e liberados por exocitose, que por sua vez é estimulada
pelos mesmos mediadores responsaveis pelo aumento da secregao acida, em
especial a acetilcolina, liberada pelos terminais nervosos parassimpaticos proximos
as glandulas gastricas (KUTCHAI, 2004a). Outros fatores como 6xido nitrico; nervos
aferentes sensiveis a capsaicina, prostaglandinas e a presenga de acido também
estimulam a secre¢ao do muco (KONTUREK et al., 2004).

O papel da secregao de HCO3 € de neutralizar o acido gastrico e de
manter o pH neutro na interface entre a camada de muco e a mucosa gastrica
(ALLEN; FLEMSTROM, 2005). O bicarbonato presente no muco promove um
gradiente de pH, de modo que o pH préximo ao lumen é acido, € o pH proximo a
mucosa gastrica € neutro (FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; KUTCHAI, 2004a;
ALLEN; FLEMSTROM, 2005) (Figura 10).

Séao varios os fatores que estimulam a secrecédo de bicarbonato, como a
presenga do acido (FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; ALLEN; FLEMSTROM, 2005);

estimulos colinérgicos, através da atuacdo da ACh no receptor M3z (FLEMSTROM;
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ISENBERG, 2001; TANI et al., 2002); a prostaglandina (FLEMSTROM; ISENBERG,
2001); oxido nitrico (KONTUREK et al., 2004) e nervos aferentes sensiveis a
capsaicina (KONTUREK et al., 2004). A secrecdo do bicarbonato é inibida pelo
estimulo simpatico agindo pelos adrenoreceptores do tipo a; (FLEMSTROM;
ISENBERG, 2001).

1.2.2.2 Defesa epitelial: Epitélio da mucosa gastrica

O epitélio, localizado sob a camada de muco, constitui a segunda linha de
defesa ou protecdo epitelial (Bl; KAUNITZ, 2003). A presenca de fosfolipidios
bipolares na superficie dessas células impedem que ions H* penetrem nas mesmas,
muito embora este fato ndo ocorre quando as células epiteliais entram em contato
com compostos organicos ionizaveis (aspirina e sais biliares) (KONTUREK et
al.,2004). As células epiteliais sdo fortemente reunidas através de estruturas
protéicas denominadas jungdes intercelulares (Bl; KAUNITZ, 2003), de forma que
sao dificilmente permeaveis a maioria das substancias (Bl; KAUNITZ, 2003) e
microrganismos (WALLACE; MILLER, 2000) (Figura 10).

1.2.2.3 Defesa sub-epitelial: Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo é um importante componente da fungdo da barreira
gastrica, constituindo a protecdo sub-epitelial (BlI; KAUNITZ, 2003). O mesmo é
controlado pelo sistema nervoso central e entérico, pela regulagdo paracrina de
hormdnios e fatores de crescimento, e pelos eicosondides produzidos pela mucosa
local (Bl; KAUNITZ, 2003), fornecendo oxigénio, nutrientes e hormdnios
gastrintestinais, removendo residuos materiais; mantendo a secrec¢ao de bicarbonato
e participando da cicatrizagdo da ulcera péptica (KAWANO; TSUJI, 2000) (Figura
10).
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1.2.2.4 Fatores que modulam a barreira gastrica

A) Enzima cicloxigenase

A enzima cicloxigenase € uma hemoproteina, homodimera largamente
distribuida nas células (SMITH; SKELTON, 2002) sendo responsavel pela converséo
do acido araquiddnico em prostaglandina G, através da inser¢ao de duas moléculas
de oxigénio (SMITH; SKELTON, 2002; PESKAR, 2005). A prostaglandina G, reduz-
se a prostaglandina H, (PGH,) através da atividade hidroxi-endoperoxidase PGH,
(SMITH; SKELTON, 2002). A PGH; é metabolizada por enzimas especificas em
diversas prostaglandinas: prostaglandina E, (PGE;), prostaglandina I, (PGly),
prostaglandina Fyq (PG Faq ), prostaglandina D, (PGD,) e tromboxanos (SMITH;
SKELTON, 2002; PESKAR, 2005).

A cicloxigenase 1 (COX-1) é constitutivamente expressa na maioria dos
tecidos, enquanto que a cicloxigenase 2 (COX-2) € uma enzima indutivel (SMITH;
SKELTON, 2002; GUDIS; SAKAMOTO, 2005) e expressa sobre estimulos
inflamatorios, a exemplo da inteleucina - 18 e interferon — y, nos macrofagos
(GUDIS; SAKAMOTO, 2005). A primeira possui agéo protetora na mucosa gastrica,
uma vez que as prostaglandinas metabolizadas por essa enzima sdo responsaveis
pela secregao de muco e bicarbonato (GUDIS; SAKAMOTO, 2005) e pela regulagao
do fluxo sanguineo (WALLACE et al., 2000; GUDIS; SAKAMOTO, 2005) (Figura
10).

Além das células inflamatédrias, as células da mucosa gastrica, ao
sofrerem lesao, expressam mRNA e a proteina COX-2 (GUDIS; SAKAMOTO, 2005).
Os niveis de COX-2 estao relacionados proporcionalmente com o grau de leséo, e
essa enzima é envolvida no processo de reparo e cicatrizagdo da mucosa gastrica
uma vez que a PGE; derivada da COX-2 induz a expressao de fatores de
crescimento, a exemplo do fator crescimento de hepatdcito (GUDIS; SAKAMOTO,
2005).

B) Prostaglandinas
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As prostaglandinas s&o eicosanodides derivados do acido araquidbnico
(EBERHART; DUBOIS, 1995), que s&o metabolizadas pela enzima cicloxigenase
(COX) e sao produzidos em quase todas as células, com exceg¢do das hemacias
(BOTTING, 2006).

As prostaglandinas exercem importantes fungées no estdbmago, como as
de:

- Inibir a secreg¢do acida (WALLACE; GRANGER, 1996) atuando no
receptor do tipo EP3 (DING et al., 1997; NISHIO et al., 2007), acoplado a proteina G
inibitéria (G;) (SUGIMOTO; NARUMIYA, 2007);

- Promover a secregdo de bicarbonato (WALLACE; GRANGER, 1996;
TAKEUCHI et al., 1997; TAKEUCHI et al.,2006), atuando no receptor do tipo EP4
(TAKEUCHI et al., 1997; FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; TAKEUCHI et al., 2006),
acoplado a proteina Gq, presente nas células da mucosa gastrica (EBERHART;
DUBOIS, 1995; TAKEUCHI et al.,, 2006; SUGIMOTO; NARUMIYA, 2007) (Figura
10);

- Promover a secrecdo de muco nas células da mucosa gastrica
(WALLACE; GRANGER, 1996; TANI et al., 2002), atuando no receptor EP- através
da via do AMPc (TANI et al., 2002) (Figura 10);

- Aumentar o fluxo sanguineo na mucosa gastrica, atuando como
vasodilatadores, a exemplo das PGE,, PGE e PGl, (ABDEL-SALAM, 2001) (Figura
10).

C) Oxido nitrico

O o6xido nitrico (NO) é um radical livre, gasoso, incolor, inorganico;
apresentando um elétron desemparelhado. O mesmo constitui uma das menores e
mais simples moléculas biossintetizadas (DUSSE et al., 2003).

O NO possui relevancia nas agdes bioldgicas, devido ao fato do mesmo

atuar como um importante segundo mensageiro, ativando ou inibindo diferentes
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moléculas-alvo envolvidas em diversos processos, como regulagdo do ténus
vascular, controle imunoldgico e neurotransmissao (BARRETO et al., 2005).

No sistema gastrintestinal, o NO contribui para a modulagédo de fungdes
como aumento do fluxo sanguineo, da produgdo de muco e bicarbonato, na agéo
antioxidante; entretanto, tem sido sugerido que o mesmo pode ser um mediador na
injuria tecidual nas diversas desordens gastrintestinais (WALLACE; MILLER, 2000).
Este paradoxo pode ser explicado pela habilidade das diferentes concentragdes do
NO em produzir efeitos completamente opostos no mesmo tecido (WALLACE;
MILLER, 2000).

A enzima responsavel pela sintese de Oxido nitrico é a sintase de 6xido
nitrico (NOS), a qual oxida o atomo de nitrogénio terminal da L-arginina, na presenca
de dois co-substratos, o oxigénio (O;) e o NADPH, resultando na producdo de L-
citrulina e NO (MARTIN et al., 2001; DUSSE et al., 2003).

Existem trés isoformas da NOS, das quais duas sdo constituitivas e uma
indutiva. A NOSe (isoforma Ill) é expressa nas células endoteliais e NOSn (isoforma
), localizada no sistema nervoso central e periférico, sdo constitutivas (CHO, 2001;
MARTIN et al., 2001). Ambas produzem pequenas quantidades de NO (pmol),
necessitam de periodos curtos para serem expressas (KRONCKE et al., 1997; CHO,
2001; WALLACE; MILLER, 2000; MARTIN et al., 2001) e sdo enzimas dependentes
de calcio e calmodulina (WALLACE; MILLER, 2000; DUSSE et al., 2003).

A NOS indutiva (NOSi) ou isoforma Il se encontra localizada nos
macréfagos, neutréfilos (MARTIN et al., 2001; BARRETO et al., 2005), células da
musculatura vascular e endoteliais (MARTIN et al., 2001), é responsavel pela
producdo de grande quantidade de NO (nmol); necessita de maior tempo para ser
expressa (KRONCKE et al., 1997; CHO, 2001; WALLACE; MILLER, 2000; MARTIN
et al.,, 2001) e é independe de calcio (DUSSE et al., 2003), sendo esta ultima
estimulada por citocinas como o interferon-y (IFN- y) (MURAD, 1999; WALLACE;
MILLER, 2000), endotoxinas, fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e outras
citocinas proé-inflamatérias (MURAD, 1999).

O NO reage com proteinas; acidos nucléicos e possui a capacidade de se
ligar a grupos heme presentes em diversas moléculas a exemplo da hemoglobulina,
citocromo C oxidase (KRONCKE et al., 1997), COX (MARTIN et al., 2001) e ciclase
de guanilil (KRONCKE et al., 1997; WALLACE; MILLER, 2000).
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O NO sintetizado na célula endotelial se difunde para a célula muscular
lisa (SILVERTHORN, 2003b) o qual ativa a enzima guanilato ciclase soluvel (GC),
que cataliza a conversao de trifosfato de guanosina (GTP) em monofosfato de ciclico
de guanosina (GMPc), o qual ativa a proteina cinase G (PKG) (MURAD, 1999;
GENUTH, 2004). Este processo resulta na reducédo dos niveis de calcio intracelular
(DUSSE et al., 2003), desencadeando no relaxamento da musculatura vascular
(MURAD, 1999). Este relaxamento resulta na dilatagdo arterial com consequente
aumento do fluxo sanguineo, um importante fator para a reconstituigdo celular
(WALLACE; MILLER, 2000).

As células enterocromafins (ECL) expressam a NOSe, sendo assim, estes
achados sugerem que o NO deve agir como inibidor da secregao acida gastrica,
atuando de forma paracrina nas células parietais, através da via dependente de
GMPc (BERG et al., 2004; BERG et al., 2005). Estudos morfolégicos revelaram a
presenca do GMPc nas células parietais e em outras células da lamina prépria
(célula D e ECL), entretanto, as células parietais sdo o principal sitio para a ativagao
de GC e producdo de GMPc relacionados a inibicdo da acidez mediada pelo NO
(BERG et al., 2005).

O NO esta envolvido na manutencdo da integridade homeostatica
mediada pela COX; sendo assim, o NO estimula a sintese de PGs, neste sentido,
este processo resulta nos efeitos citoprotetores mediados pelas PGs (MARTIN et al.,
2001) (Figura 10).

Em baixas concentragdes, o NO tem demonstrado acao antioxidante, uma
vez que o0 mesmo é capaz de proteger as células contra os efeitos deletérios do
peréxido de hidrogénio (H2O2) ou perdxidos alquil, resultando na prevengdo ou
inibicdo da peroxidagao lipidica (KRONCKE et al., 1997).

O NO inibe a expressdo das moléculas de adesido nos neutrofilos e no
endotélio, sendo assim, essa molécula inibe a aderéncia leucocitaria, possuindo
acao antinflamatéria (WALLACE; MILLER, 2000).

D) Grupamentos sulfidrilas e Sistema antioxidante
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Os radicais livres sdo fundamentais no nosso metabolismo e, assim, os
mesmos sado produzidos fisiologicamente ou devido a alguma disfuncédo bioldgica
(BARREIROS, et al., 2006).

Os radicais livres, cujo elétron desemparelhado se encontra centrado no
atomo de oxigénio ou nitrogénio, sdo denominados respectivamente, espécies
reativas de oxigénio (EROs) ou de nitrogénio (ERNs). Esses radicais estao
envolvidos em diversos processos fisiologicos importantes, tais como, fagocitose,
regulagcdo do crescimento celular, sinalizagdo celular e sintese de substancias
bioldgicas importantes (BARREIROS et al., 2006).

pH
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Figura 10. Protecdo da mucosa gastrica.

O excesso de radicais livres resulta em processos prejudiciais, a exemplo
da peroxidacgéao lipidica; agressao de proteinas dos tecidos e das membranas, as
enzimas, carboidratos e DNA (BARREIROS et al., 2006).

Entretanto, o organismo possui um sistema antioxidante n&do —enzimatico
e enzimatico. O primeiro € composto pela glutationa ndo reduzida, peptidios de
histidina, proteinas ligadas ao ferro, dentre outros; e o segundo sistema, € composto

pelas enzimas glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GSH-Rd), catalase
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(CAT) e superdxido dismutase (SOD) (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GATE et
al., 1999; KWIECIEN et al., 2002).

A SOD, enzima que constitui a primeira linha de defesa do organismo
contra o estresse oxidativo, converte o anion superoxido (O2’) em produtos menos
toxicos: perdxido de hidrogénio e oxigénio (GATE et al., 1999; BARREIROS et al.,
2006). Essa reagao € seguida da conversado do peroxido de hidrogénio em agua e
oxigénio, através da acdo da CAT (GATE et al., 1999; BARREIROS et al., 2006)
(Figura 11).

A reducao do perdxido de hidrogénio em agua e oxigénio pode ocorrer
através da atuagao de outra enzima, a GPx, onde sua agao é acompanhada pela
conversdo da GSH em glutationa oxidada (GSSG) (KWIECIEN et al., 2002). Dessa
forma, a GSH opera entre sua forma reduzida e oxidada (BARREIROS, 2006), neste
sentido, a enzima GSH-Rd, uma flavoproteina dependente de NADPH, recupera os
niveis de GSH (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GATE et al., 1999) (Figura 11).

N
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CAT ﬂ
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Figura 11. Sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Legenda: SOD= superoxido dismutase;
CAT = catalase; GPx =Glutationa peroxidase; GSH = glutationa n&o protéica ou reduzida; GSSG =
glutationa oxidada; GSH-Rd=Glutationa redutase; NADP'= fosfato de dinucleotideo adenina

nictinamida; NADPH = fosfato de nicotinamida adenina reduzida.

Os grupamentos sulfidrilas ou tidis, a exemplo da glutationa reduzida ou

nao protéica (GSH, L-y-glutamil-L-cisteinil-glicina), sdo capazes de se ligarem aos
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radicais livres, influenciando as propriedades fisicas do muco, uma vez que suas
subunidades sao ligadas por pontes de dissulfeto (SZABO et al., 1981). A reducéao
das pontes de dissulfeto no muco altera o estado fisico do mesmo, através da
competicdo da forma de gel insoluvel na agua para gel hidrossoluvel (SZABO et al.,
1981). A mucosa gastrica contém uma consideravel concentragdo de glutationa
reduzida (KONTUREK et al., 1987), sendo o tiol mais abundante no meio intracelular
(FERREIRA; MATSUBARA, 1997; GATE et al., 1999). A presenga do grupamento —
SH na cisteina possibilita a GSH apresentar uma atividade redutora (FERREIRA,;
MATSUBARA, 1997).

E) Fatores de crescimento

Os fatores de crescimento sdo polipeptideos que estimulam proliferacéo,
locomogdo, contratilidade, diferenciagdo e angiogénese celulares; processos
importantes na renovacgao e reparagao tecidual (KUMAR et al., 2005). Sao exemplos
desses fatores: fator de crescimento epidermal (EGF), fator de crescimento do
hepatocito (HGF); fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF) e fator de
crescimento de fibroblasto (bFGF) (SCHMASSMANN,1998; KUMAR et al., 2005;
TARNAWSKI, 2005).

Esses fatores atuam em seus respectivos receptores de membrana,
estimulando-os e desencadeando eventos intracelulares que culminardo para a
proliferagdo e migragao celular (SCHMASSMANN, 1998; TARNAWSKI, 2005). Neste
sentido, esses fatores sao responsaveis pela regeneragao e/ou cicatrizagao celular
na mucosa gastrica (SCHMASSMANN, 1998; SZABO; VINCZE, 2000), além da
formagao de novos vasos (SZABO; VINCZE, 2000).

1.3 FISIOPATOLOGIA DA ULCERA GASTRICA

A Ulcera péptica é um conjunto de lesbes que acomete a parede esofagica,

gastrica ou intestinal, envolvendo a camada da mucosa, acometendo a muscular da
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mucosa e camadas musculares, além dos vasos e nervos, podendo penetrar
qualquer regiao do trato gastrintestinal (TARNAWSKI, 2005) (Figura 12).

Figura 12. Ulcera péptica. (A) Ulcera esofagica (Fonte: Manuka Honey USA, 2008 ); (B) Ulcera
gastrica (Fonte: ROBBINS; COTRAN, 2005); (C) Ulcera duodenal (FONTE: eMedicine Images, 2008).

As lesbes gastricas se desenvolvem a partir do desequilibrio entre os
fatores citoprotetores (muco, bicarbonato, fosfolipidios ativos, prostaglandinas,
sistema antioxidante e fatores de crescimento) e fatores citodestrutivos enddgenos
(HCI, pepsina, refluxo biliar, leucotrienos, EROs) e os exdgenos (etanol, estresse,
antiinflamatorios n&o-esteroidais e esteroidais, Helicobacter pylori, fumo, dentre
outros) (BANDYOPADHYAY et al., 2001; RAINSFORD, 2001; MAITY et al., 2003).

As lesbGes gastricas sdo responsaveis por aproximadamente 5% das
desordens (doencas) do TGl que acometem a populacdo mundial
(BANDYOPADHYAY et al., 2001). A ulcera péptica € uma enfermidade frequente na
Europa e acomete aproximadamente 5-10 % da populagcdo (PRADOS; MIQUEL,
2004).

Em paises de origem oriental, as ulceras gastricas sdo mais freqlentes;
enquanto que em paises do Ocidente, existe uma maior prevaléncia das ulceras
duodenais (YUAN et al., 2006).

Estudos epidemioldégicos demonstram que os homens sdo mais
susceptiveis a desenvolverem Uulcera que as mulheres, e este fato pode esta
relacionado com a diferengca dos mecanismos de prote¢ao entre os sexos, ou ainda,
com o fato dos homens serem mais expostos a agentes ulcerativos (LIO et al.,
2001).



38

A infecgédo por Helicobacter pylori € usualmente maior que 80% em paises
em desenvolvimento; entretanto, apenas 15% das pessoas infectadas por H. pylori
desenvolve ulcera péptica (MAJUMDAR et al., 2007). Dessa forma, a erradicagao de
H. pylori reduz a recorréncia da ulcera de 67 a 6% em pacientes com ulceras
duodenais e de 59 a 4% em pacientes com ulceras gastricas (RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007).

Os sintomas mais frequentes dessa enfermidade s&o: sensagdo de mal
estar, dores frequentes na regido central e superior do abdome, podendo ocorrer
com menor frequiéncia nauseas e vbmitos (PRADOS; MIQUEL, 2004;
RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007). Independente desses sintomas, as pessoas
acometidas pelas Uulceras pépticas podem apresentar complicagdes como
perfuragdo, hemorragia e estenose no trato gastrintestinal (PRADOS; MIQUEL,
2004).

Nas lesdes induzidas pelo etanol (EtOH), ha liberagdo de mediadores
inflamatdrios, vasocronstriccdo, aumento da permeabilidade vascular com
consequente migragao leucocitaria e participagdo de espécies reativas de oxigénio
(TEYSSEN; SINGER, 2003). O etanol, uma vez presente na mucosa gastrica,
aumenta o anion superdxido e a producdo de radical hidroxila, resultando na
peroxidacgao lipidica; além desta agdo, tal agente lesivo promove estresse oxidativo,
culminando para a morte celular (REPETTO; LLESUY, 2002). O acetaldeido,
metabdlito produzido a partir da acdo da alcool desidrogenase, se liga
covalentemente ao DNA e atua como um carcinégeno (SIEGMUND et al., 2003),
contribuindo com a agao deletéria do etanol.

Sob condicdo de estresse, a mucosa gastrica se encontra agredida
primeiramente pelo aumento da acidez e essa agressao se torna prolongada através
da infiltracdo neutrofilica (HAMAGUCHI et al., 2001). Neste processo, ha o estimulo
do sistema nervoso simpatico e parassimpatico, culminando na constricgao arteriolar
e isquemia, resultando na geragao de radicais livres; alteragées no fluxo sanguineo
promovendo a perda da citoprotecao (BANDYOPADHYAY et al., 2001).

As Ulceras induzidas por estresse e AINEs envolvem a redugao dos niveis
de PGs, que esta relacionada com o aumento da expressao de moléculas de adesao
no endotélio, favorecendo a migragdo neutrofilica para o local da injuria,
promovendo o processo de inflamagdo (DING et al.,, 1998; HAMAGUCHI et al.,
2001).
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Os AINEs , ao inibirem a enzima COX promove inibicdo da sintese de PGs,
favorecendo a producéao de leucotrienos; resultando no aumento do ténus vascular e
da acidez gastrica (WALLACE, 2001). Os AINEs adminstrados oralmente, induzem
injuria tépica na mucosa gastrica, resultando na redugdo da barreira de muco
(KURINETS; LICHTENBERGER, 1998; BRZOZOWSKI, 2003) permitindo que ocorra
a retrodifusdo dos ions H" em direcdo & superficie da mucosa gastrica
(RAINSFORD, 2001; WALLACE, 2001).

Nos casos de desordens do trato gastrintestinal associadas ao uso dos
antiinflamatoérios ndo esteroidais (AINEs), estes sdo responsaveis por causar
erosdes na mucosa em aproximadamente 35 a 60% dos usuarios, sendo que em 10
a 25% dos individuos afetados apresentam ulcera péptica (SHMASSMANN, 1998).

H. pylori € um bacilo gram negativo com 3-5 ym de comprimento por 0,5 pm
de didmetro (HILL, 1997), que possui habilidade em colonizar a mucosa gastrica
(MAJUMDAR et al., 2007), sendo, portanto, um dos agentes causadores de Ulcera
ou cancer gastrico (CALAM; BARON, 2001).

Uma vez presente na mucosa gastrica, H. pylori promove a hidrélise da uréia
em amonia, através da acao da urease, favorecendo um pH neutro, o que contribui
para sua sobrevivéncia (BERESWILL; KIST, 2002; RADOSZ-HOMONIEWSKA et al.,
2005). O gene vacA é responsavel pela produgdo da citoxina vacuolizante, que
induz a formacdo de canais anidnicos nas células epiteliais, promovendo a saida de
uréia (NAITO; YOSHIKAWA, 2002).

A citotoxicina cagA induz a expressao de interleucina-8 nas células epiteliais,
0 que resulta na migracdo neutrofilica para o local da infecgcdo e producdo de
radicais livres pelos neutrdfilos, e consequentemente danos celulares (NAITO;
YOSHIKAWA, 2002).

Além dessas enzimas, H. pylori sintetiza lipases e proteases responsaveis
pela degradagao dos componentes do muco, facilitando a migragdo da bactéria em
direcdo ao epitélio gastrico (LADEIRA et al.,, 2003). Todos esses fatores de
viruléncia promovem resisténcia do H. pylori no lumen gastrico e facilitam sua
colonizacao no trato gastrintestinal.

O fumo € um habito prevalente na populagdo mundial e esta associado com
o desenvolvimento da ulceragdo gastrintestinal (MAITY et al., 2003). Os danos
gastricos induzidos pelo fumo (nicotina) estdo relacionados com o aumento da

secregao acida, do pepsinogénio, através do estimulo vagal e aumento da liberagao
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de histamina; ainda, esse agente agressor € responsavel pela diminuicdo da
secrecdo de muco e bicarbonato, da sintese de PGE, (MAITY et al., 2003),
diminuicdo dos fatores de crescimento, aumento da resposta inflamatéria (SHIN et
al., 2002; MAITY et al., 2003), com consequente aumento de EROs (MAITY et al.,
2003).

1.4 TERAPEUTICA DA ULCERA PEPTICA

Na tentativa de proteger a mucosa gastrica de alteragbes acido-péptica,
prevenir a recidiva de Ulcera e promover cicatrizacdo, o controle da secrecado acida
péptica tem representado um alvo desejavel. Neste sentido, varias classes de
medicamentos, como antiacidos, antagonistas do receptor H,, inibidores da bomba
de prétons e agentes citoprotetores tém sido desenvolvidos (AIHARA et al., 2003).

Inicialmente, acreditava-se que as Uulceras gastroduodenais estavam
relacionadas as alteracdes acido pépticas, desta forma, foram desenvolvidos os
antiacidos, com a finalidade de neutralizar a acidez; dentre eles, pode-se citar o
bicarbonato de sodio, carbonato de calcio (AIHARA et al., 2003); hidroxido de
magnésio e de aluminio (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005). Entretanto, o tempo
de acdo dos antiacidos é curto (AIHARA et al., 2003; MOSSNER; CACA, 2005) e
essa classe é pouco utilizada na terapéutica atual, devido a existéncia de farmacos
mais eficazes (AIHARA, et al., 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005) e da
presenca de seus efeitos colaterais, a exemplo da flatuléncia, nauseas e distensao
abdominal, promovidos pelo uso de carbonato de calcio; constipagao, devido o uso
de hidréoxido de aluminio e diarréia, promovida pelo hidréxido de magnésio
(HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Os anticolinérgicos a exemplo da pirenzepina e telenzepina, compostos
anticolinérgicos, surgiram na perspectiva de reduzir a produgédo basal de acido em
cerca de 40-50% dos individuos, mas devido a sua eficacia relativamente baixa, uma
vez que interagem com receptores muscarinicos do tipo My e apresentam
acentuados efeitos colaterais anticolinérgicos (HOOGERWERF; PARSRICHA,
2005), a exemplo da taquicardia (AIHARA, et al., 2003), secura na boca, cefaléia,
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confusdo mental, desta forma, o uso dessa classe tornou-se obsoleto
(HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Na sequéncia dos estudos, surgem os antagonistas do receptor H,, a exemplo
da cimetidina, ranitidina, fanotidina (WOLFE; SACHS, 2000; CHENTER;
RODRIGUES-JUNIOR, 2002; RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007) que atuam
bloqueando o receptor H,, impedindo a ligacdo da histamina no seu receptor, e
consequentemente, a secrecdo acida (CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002). A
incidéncia global dos efeitos adversos é baixa e os efeitos dos antagonistas do
receptor H, sdo de pouca intensidade. Esses incluem diarréia, cefaléia, tontura,
fadiga, dor muscular, prisdo de ventre, e ainda, pode ocorrer ginecomastia em
homens e galactorréia em mulheres (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Alguns medicamentos dessa classe diminuem a atividade da alcool
desidrogenase (ADH), resultando no aumento dos niveis de alcool no sangue
podendo acentuar os riscos de intoxicagdes com o etanol (LIEBER, 1997). O uso
dos bloqueadores do receptor H, promove a cicatrizagcdo das ulceras pépticas em
70-80% dos pacientes (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

A descoberta da H*, K’-ATPase como o caminho final da secrecéo &cida,
possibilitou o desenvolvimento de novos farmacos que inibissem a acidez gastrica
(AIHARA et al., 2003), que correspondem ao inibidores de bomba, considerados
mais potentes na terapéutica antiulcerogénica, por inibirem a etapa final da secregao
acida (MOSSNER; CACA, 2005). O omeprazol foi o primeiro inibidor de bomba
descoberto, e a partir do mesmo foram desenvolvidos o lansoprazol, pantoprazol, e
rabeprazol, através da modificagdo estrutural quimica do omeprazol (WOLFE;
SACHS, 2000; CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002; AIHARA et al., 2003;
RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

Os inibidores de bomba sao pré-farmacos, necessitanto de ativacdo em
ambiente acido (AIHARA, et al., 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005). Esses
agentes penetram na célula parietal a partir do sangue (HOOGERWERF;
PARSRICHA, 2005), e se acumulam nos canaliculos secretores (AIHARA, et al.,
2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005) e devido a sua fraca natureza basica,
acumulam-se nos canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde os mesmos
sao ativados por um processo catalisado de prétons que resulta na formacédo de
uma sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio da

ligacéo covalente com o grupo sulfidril de cisteina no dominio extracelular da H*, K*-
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ATPase, promovendo a inibicdo da bomba de proton (HOOGERWEREF;
PARSRICHA, 2005). O uso prolongado desses medicamentos pode resultar em
hipergastrinemia (AIHARA, et al., 2003).

Os inibidores da bomba de prétons causam hipertrofia acompanhada pela
hiperplasia da célula parietal, sendo consequéncias da hipergastrinemia, que é
causada devido o aumento do numero de células G (PARFITT; DRIMAN, 2007). Os
inibidores de bomba s&o mais eficazes, uma vez que cerca de 80-90% da ulceras
duodenais dos pacientes sao cicatrizadas (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Nos casos em que a doencga ulcerativa péptica esta associada a infecgcao por
H. pylori, a terapéutica utilizada constitui uma combinagao de inibidor de bomba de
prétons (omeprazol) ou antagonista do receptor Hy (ranitidina), associado a dois
antibidticos, claritomicina e amoxicilina ou claritomicina e metronidazol, ou ainda, o
inibidor de bomba associado aos dois antibiéticos e em conjunto com sais de
bismuto (CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002; MAJUNDAR et al., 2007). O
objetivo do tratamento é erradicar a bactéria e consequentemente, evitar a
reincidéncia da ulcera (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005; MAJUNDAR et al.,
2007).

O quelato de bismuto (subcitrato de bismuto coloidal, dicitratobismutato de
tripotassio) possui efeitos toxicos sob o H. pylori e também pode impedir sua
aderéncia a mucosa ou inibir enzimas proteoliticas; além de revestir as ulceracoes,
adsorver a pepsina, aumentar a sintese local de prostaglandinas e estimular a
secrecao de bicarbonato. O subcitrato de bismuto possui efeitos indesejaveis como
nausea e vomito, bem como escurecimento de fezes e da lingua (RANG et al.,
2007).

Além do controle da acidez, através de farmacos com atividade anti-
secretoria, existem outro agentes que atuam como citoprotetores (RANG et al.,
2007). Neste sentido, o misoprostol (15-deoxi-16-hidroxi-16-metil-PGE 1), um analogo
sintético da PGE,, atua de forma semelhante a PGE;, exercendo seus efeitos
protetores através do estimulo da secre¢cdao de muco, bicarbonato e supresséo da
secrecao acida (ALTMAN, 2003). Entretanto, este agente apresenta efeitos
colaterais como diarréia (ALTMAN, 2003) sendo contra-indicado durante a gravidez
devido ao aumento da contracdo uterina, que pode resultar no processo de
abortamento (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).
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O sucralfato, um octassulfato de sacarose ao qual foi adicionado hidroxido de
aluminio, sofre polimerizacdo em pH acido, produzindo um gel viscoso que adere
firmemente as células epiteliais e regides ulceradas (WATANABE et al., 2004;
HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005). O sucralfato pode estar relacionado com o
aumento da sintese de PG (ALTMAN, 2003; WATANABE et al., 2004,
HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005), muco e bicarbonato (WATANABE et al.,
2004). O complexo formado pelo sucralfato e o muco forma uma barreira local,
capturando, fisicamente H. pylori (WATANAVE et al., 2004). O mesmo apresenta
como efeitos colaterais a prisdo de ventre e a inibicido da absor¢cdo de outros
farmacos, resultando na alteragao da biodisponibilidade dos mesmos, a exemplo da
cimetidina, digoxina, cetoconazol dentre outros (HOOGERWERF; PARSRICHA,
2005).

A carbenoxolona, outro agente com atividade citoprotetora, esta relacionada
com a possivel habilidade da mesma em alterar a composicdo e quantidade de
mucina (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005), além de aumentar a produgéo,
secrecao e viscosidade do muco (ALTMAN, 2003). Entretanto, este farmaco possui
efeitos colaterais como hipertensao arterial, retengcado de liquidos e hipocalemia, o
que tem limitado sua utilizagao clinica (ALTMAN, 2003) e hoje é utilizado como
ferramenta farmacologica.

Atualmente, o tratamento da ulcera péptica é realizado através do uso dos
antagonistas do receptor H,, dos inibidores de bomba, e do sucralfato
(RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007). Entretanto, ndo existe no mercado
farmacéutico produto que produza cicatrizagdo total das ulceras gastroduodenais
(ALPER, 1993). Dessa forma, a pesquisa com plantas medicinais se faz necessaria,
uma vez que as mesmas apresentam um grande potencial terapéutico, em vista que
muitos farmacos sao derivados, direta ou indiretamente, de substancias obtidas de
plantas (DAVID et al., 2004).

1.5 PLANTAS COMO FONTE DE NOVAS ALTERNATIVAS NA TERAPEUTICA

Das 252 drogas consideradas basicas e essenciais pela Organizagao

Mundial de Saude (OMS), 11 % sao exclusivamente de origem vegetal e um
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significante numero de drogas € obtido de precursores naturais. Alguns exemplos
podem ser mencionados, como a digoxina, obtida da Digitalis spp.; atropina, obtida
da Atropa belladona e morfina, obtida da Papaver somniferum (YUE-ZHONG, 1998).

Os paises desenvolvidos sdo os maiores investidores na pesquisa de
substancias bioativas, a exemplo dos Estados Unidos, Japao e dos paises
europeus. Paradoxalmente, a porcentagem de floresta tropical, a maior fonte de
biodiversidade, € minima em paises industrializados e a maior parte da mesma se
encontra nos paises em desenvolvimento. Estes n&o se encontram entre os paises
gue mais pesquisam e trabalham com substancias bioativas (DAVID et al., 2004).

A OMS definiu o termo planta medicinal como “aquela que administrada ao
homem ou aos animais, por qualquer via ou sob qualquer forma, exerce alguma
espécie de agao farmacologica” (DAVID et al., 2004). De acordo com esta definicdo
e levando-se em consideracdo a finalidade da utilizacdo e a forma de uso das
plantas medicinais, estas podem ser destinadas :

1) a obtengdo de substancias puras, através do processo de isolamento de
fitoconstituintes ou de processos semi-sintético ou de sintese total dos mesmos;

2) a producao de medicamentos fitoterapicos;

3) a utilizagao na medicina caseira (RATES, 2001; DAVID et al., 2004)

Diversas plantas possuem atividades bioldgicas, a exemplo da Mentha
piperita, agdo carminativa; Chamomila recutita, agdo contra gastrite e ulcera; Carica
papaya, planta com enzimas digestivas (DAVID et al., 2004); Ginkgo biloba, usada
para o tratamento do sistema nervoso central e desordens cardiovasculares; Panax
ginseng, usada como ténico; Allium sativum, para a redugao dos niveis de colesterol
e disturbios cardiovasculares, (CALIXTO, 2000); Marrubium vulgare, utilizada para
problemas gastroentéricos, respiratorios e renais; Aleurites moluccana, utilizada para
o tratamento de Ulceras, asma, desinteria, diarréia, febres e processos dolorosos
(CECHINEL-FILHO, 1999).

Dentre os farmacos sintetizados a partir de constituintes obtidos de fontes
vegetais pode-se citar a aspirina (Salix alba); a podofilotoxina, isolada de
Podophylum peltatum, que ainda possui dois derivados semi-sintéticos: o etopside,
empregado no tratamento de cancer do testiculo e certos tipos de cancer de pulméao,
e o teniposide, utilizado no tratamento de leucemia linfoblastrica aguda e

neuroblastoma e por fim, o psolarem, obtido a partir da espécie vegetal Psotelea
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corylifolia, que é utilizado no tratamento do vitiligo (KINGHORN; BALADRIN, 1993;
KINGHLORN, 1996).

1.5.1 Plantas no tratamento da ulcera gastrica

Diversos estudos tém evidenciado a existéncia de plantas com atividade
antiulcerogénica, que atuam por diferentes mecanismos. Como exemplos, pode-se
citar a Bidens pilosa, a qual apresenta atividade anti-secretéria (ALVAREZ, et al.,
1999); Kaempferia parviflora, relacionada com a capacidade da mesma em
preservar a secre¢cao de muco (RUJJANAWATE et al., 2005); Cissus quadrangularis,
que possui agao antioxidante além de suprimir citocinas pro-inflamatérias (JAINU;
DEVI, 2006); bem como Baccharis illinita (BAGGIO et al., 2003), Syngonanthus
arthrottrichus (BATISTA et al., 2004); Pradosia huberi (KUSHIMA et al., 2005);
Qualea grandiflora (HIRUMA-LIMA et al., 2006a); Syngonanthus bisulcatus
(COELHO et al., 2006) com atividade antiulcerogénica.

1.5.2 Fitoconstituintes

As plantas medicinais produzem metabdlitos primarios ou macromoléculas
(lipideos, polissacarideos, acidos nucléicos, lignanas e proteinas), essenciais a
todos seres vivos; e metabdlitos secundarios ou micromoléculas (terpendides,
alcaloides, xantanoides, antraquinodides, ligndides, cumarindides, carotendides,
taninos, antocianinas, betalainas e flavonoides) (BRAZ-FILHO, 1994; LINO VON
POSER; MENTZ, 2004), que apresentam estrutura complexa, baixo peso molecular,
marcantes atividades bioldgicas e ao contrario dos metabdlitos primarios, sao
encontrados em concentragdes relativamente baixas em determinados grupos de
plantas (LINO VON POSER; MENTZ, 2004) e protegem as plantas de ataques de
insetos, herbivoros e patéogenos (ZHAO et al., 2005); atraem insetos, mocegos e
passaros, responsaveis pela polinizagdo de muitas plantas (LINO VON POSER;

MENTZ, 2004). Por possuirem diversas atividades bioldgicas, os metabdlitos
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secundarios tém sido fonte de pesquisa nas areas da quimica, farmacologia e na
producao de alimentos (ZHAO et al., 2005).

Os flavondides constituem uma importante classe, uma vez que possuem
agdes farmacologicas diversificadas. Os mesmos sdo compostos polifendlicos
sintetizados a partir do acido chiquimico com acilpolimalonato (DI CARLO et al.,
1999; SANTOS, 2004) representando um dos grupos de fitoconstituintes mais
importantes e diversificados entre os produtos de origem vegetal (ZUANAZZI,
MONTANHA, 2004). Embora essa classe de fitoconstituinte apresente uma grande
diversidade estrutural, a mesma possui 15 atomos de carbono em seu nucleo
fundamental, distribuidos em trés anéis fendlicos ou pirano, distribuidosem A, Be C
(FORMICA; REGELSON, 1999; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004) (Figura 13).

Figura 13. Nucleo fundamental dos flavondides (Fonte: ZUANAZZI; MONTANHA, 2004).

Os flavonodides diferem entre si de acordo com a presenca de diversos
substituintes e com o grau de saturagcédo nos anéis (DI CARLO et al., 1999). Desta
forma, os mesmos podem ser classificados em flavonas, flavonol, flavonona,
isoflavona, flavonolol (DI CARLO et al., 1999; HAVSTEEN, 2002).

Atualmente sdo conhecidos cerca de 9000 tipos de flavonodides. Eles podem
estar conjugados com agucares, denominada heterosideo; ou sem o agucar, forma
denominada aglicona ou genina (MARTENS; MITHOFER, 2005). Nas plantas, os
flavondides possuem diversas funcgdes, tais como: protegcdo dos vegetais contra os
raios ultra-violeta e visiveis (DI CARLO et al., 1999; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004);
protecdo contra insetos e microrganismos (DI CARLO et al.,, 1999; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2004; MARTENS; MITHOFER, 2005) ; atracdo de animais com
finalidade de polinizacao; antioxidante (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004); controle da
acéo hormonal (DI CARLO et al., 1999; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004) e funcionam
como pigmentos, de cor amarela, azul e vermelha, de flores (DI CARLO et al., 1999;
MARTENS; MITHOFER, 2005).
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Diversas plantas medicinais, ricas em flavonodides, tém sido empregadas na
medicina popular para o tratamento de enfermidades (DI CARLO et al., 1999). Tais
fitoconstituintes possuem diversas agbes comprovadas como a atividade protetora
da integridade vascular (DI CARLO et al., 1999; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004);
acao anti-hepatotoxico (SAIJA, et al., 1995; DI CARLO et al.,, 1999); atividade
antiulcerogénica (DI CARLO et al., 1999); andiarréica (DI CARLO et al., 1999); anti-
espasmodica (DI CARLO et al., 1999); antiinflamatéria (DI CARLO et al., 1999;
TRUEBA, 2003; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004); antioxidante (SAIJA, et al., 1995;
HASSIG et al., 1999; HAVSTGEN, 2002; KAHRAMAN et al., 2003; TRUEBA, 2003;
ZUANAZZI; MONTANHA, 2004); antialérgica (DI CARLO et al.,, 1999; TRUEBA,
2003); antimicrobiana (TRUEBA, 2003; ZUANAZZI; MONTANHA, 2004) e antiviral
(SAIJA et al., 1995).

Os flavondides constituem uma importante classe de metabdlitos
secundarios de interesse na pesquisa de novos compostos com atividade
antiulcerogénica e a agao antioxidante (HAVSTEEN, 2002), uma vez que os radicais
livres estdo envolvidos na patogénese da ulcera gastrica.

Existem varios caminhos pelos quais os flavondides atuam eliminando os
radiciais livres: 1) varredores destes radicais (DI CARLO et al., 1999; HAVSTGEN,
2002; TRUEBA, 2003); através da inibicdo das enzimas oxidases, como a
ciclooxigenase, lipoxigenase (DI CARLO et al., 1999; SILVA et al., 2002; TRUEBA,
2003) e mieloperoxidase (KAHRAMAN et al., 2003; TRUEBA, 2003). O estimulo das
enzimas antioxidantes, como CAT e SOD constituem outro mecanismo de agao dos
flavondides envolvido na sua atividade antioxidante (KAHRAMAN et al., 2003;
TRUEBA, 2003).

Os efeitos antiinflamatoérios dos flavondides estdo associados com algum
tipo de alteracdo no metabolismo final do araquidonato. Neste caso, tais
fitoconstituintes possuem a propriedade de inibir tanto a via da cicloxigenase como a
via da 5-lipoxigenase (DI CARLO et al., 1999; SILVA et al., 2002; ZUANAZZI,
MONTANHA, 2004). A quercetina e a mirecetina em altas concentragdes bloqueiam
a ciclooxigenase e 5-lipoxigenase, enquanto que em baixas concentragdes, estes
constituintes bloqueiam inicialmente a 5-lipoxigenase (DI CARLO et al., 1999).
Entretanto, € de fundamental interesse que um bom antiinflamatério ndo apresente

efeitos ulcerogénicos, muito embora, no caso dos flavondides, tem sido relatado que
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0s mesmos sao anti-ulcerogénicos, como no caso da quercetina (DI CARLO et al.,
1999).

A atividade antiulcerogénica dos flavonoides esta relacionada com o
aumento da producédo de glicoproteinas e da viscosidade do gel mucoso (narigina e
da quercetina); como agente varredor de radicais livres, inibicdo da produgao de
leucotrienos; inibicao do fator ativador de plaquetas (PAF), um agente ulcerogénico,
exercidos pela quercetina, naragina, rutina e canferol (DI CARLO et al., 1999). Além
destas atividades, a quercetina é responsavel pela inibicdo da bomba de préton e do
crescimento do H. pylori (DI CARLO et al., 1999). Desta forma, os flavondides
possuem um potencial terapéutico ideal para o tratamento das doencgas
gastrointestinais associadas a infeccédo pelo H. pylori, a gastrite e a ulcera péptica
(DI CARLO et al., 1999).

Na pesquisa envolvendo plantas com atividade antiulcerogénica, devem-se
considerar como relevantes as seguintes questodes:

1- A JUlcera péptica € uma doenga que apresenta uma incidéncia
consideravel na populagdo mundial;

2- A Ulcera péptica € uma doenga crbnica e quase sempre apresenta
recidiva, requerendo, dessa forma, uma intervencdo terapéutica e/ou cirurgica,
portanto acarreta em transtornos financeiros para o individuo e também para o
sistema de saude;

3- Nao existe no mercado farmacéutico nenhum produto com 100 % de
eficacia, sem contar que apresentam alto custo, ocorréncia de efeitos colaterais;

4- As plantas sédo fontes de constituintes terapéuticos potencialmente
ativos, o que constitui uma grande estratégia para a descoberta de novos farmacos;

5- A matéria-prima utilizada na producdo dos produtos farmacéuticos é

exportada, o que representa dependéncia para a industria farmacéutica nacional.

1.6 ESPECIE SELECIONADA : Herissantia crispa (L.) Brizicky

A espécie vegetal Herissantia crispa (L.) Brizicky (Figura 14) pertencente a
familia Malvaceae, nao possui indicacado popular, sendo assim a sua selecido para o

estudo foi baseada no critério quimiotaxonémico, ou seja, devido a presencga de
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flavondides na familia e por essa classe de metabdlitos apresentarem diversos

efeitos bioldgicos.

Figura 14. Partes aéreas de Herissantia crispa L. (Brizicky). Foto: Josean Fechine Tavares em margo

de 2005, Pedra da Boca, municipio de Araruna/PB .

A familia Malvaceae é constituida de 85 géneros e mais de 1500 espécies
com centro de dispersdo nas regides tropicais, porém se encontra distribuida em
todo o mundo (JOLY, 2002).

Em geral, as espécies da familia Malvaceae s&o plantas que se apresentam
como ervas, arbustos e arvores, com folhas inteira ou profundamente lobadas ou
partidas; flores grandes e vistosas, hermafroditas e com o desenvolvimento de calice
externo (JOLY, 2002).

Herissantia € um género neotropical, possui habito subarbustivo e arbustivo,
difuso e escandente, fruto pendular e inflado, com mericarpos reniformes e
escariosos (FRYXELL, 1973).

O género Herissantia possui diversos tipos de fitoconstituintes, como acido
graxo, triterpenos, esterodides, acido fendlico, flavondides na forma de aglicona ou
glicosilados (SILVA et al., 2005).

O estudo fitoquimico de H. crispa resultou no isolamento de sete
constituintes quimicos, sendo: trés esterdides (B-sitosterol, sitosterol 3-O-B-D-
glicopiranosideo e estigmasterol 3-O-p-D-glicopiranosideo) e quatro flavonodides:
3,5,7,4 -tetraidroxiflavonol  (canferol); 3,5,7,3 ,4"-pentaidroxilflavonol (quercetina);
canferol 3-O-beta-D-glicopiranosideo (tilirosideo) e o canferol 3,7-di-O-alfa-L-
raminopiranosideo (lespedina) (COSTA, 2006) (Figura 15).
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Figura 15. Flavondides isolados da H. crispa (FONTE: COSTA, 2006).

Estudos farmacoldgicos apresentados por Sala et. al., (2003) relatam a
atividade antioxidante do tilirosideo, o qual atua em mecanismo de varredura de
radicais peroxidos, produzindo lesées nas células. E ainda possui uma significante
atividade antiinflamatéria comprovada em testes realizados in vitro e in vivo, o que
veio confirmar tal atividade verificada pelo estudo dos extratos de algumas espécies
vegetais que também contém o tilirosideo (SALA et al., 2003).

De acordo com Dimas et al., 2000, o tilirosideo mostrou atividade citotdxica
em duas linhagens de células leucémicas. Para Matsuda et al., 2002 esse composto
apresenta atividade hepatoprotetora através da produgédo do fator o de necrose
tumoral (TNF-a), diminuindo a sensibilidade dos hepatdcitos frente a este fator e
ainda mostrou-se eficaz na protecdo do figado contra a lesdo induzida pelo
lipossacarideo D-galactosamina.

O tilirosideo promoveu efeito vasorelaxante em anéis de artéria mesentérica
superior isolada de rato pré-contraidas com fenilefrina, sendo um resultado de
relavancia, pois artérias de resisténcia, a exemplo da artéria mesentérica superior,
estdo envolvidas no controle da pressao arterial e na patofisiologia da hipertensao,
sendo assim, o tilirosideo por ter promovido um efeito vasorelaxante, pode atuar
como um potente anti-hipertensivo (SILVA et al., 2005). Costa e colaboradores
(2007) verificaram o efeito relaxante do tilirosideo em musculo liso de ileo de cobaia,

sendo esta agcao mediada, possivelmente, pelo bloqueio do influxo de calcio.
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Ja o canferol 3,7-O-alfa-L-diramnosideo (lespedina) atua como agente
hipoglicemiante e com acgao no tecido alvo da insulina, mostrando um efeito insulino-
mimético em ratos diabéticos (JORGE, 2003; SALA et al., 2003).

Outras espécies vegetais pertencentes a familia Malvaceae, a exemplo de
Hibiscus esculentus e Malva neglecta, sdo citadas na literatura por apresentarem
atividade antiulcerogénica contra lesdes induzidas por etanol em ratos (GURBUZ et
al., 2003; GURBUZ et al., 2005).

Diante da necessidade de pesquisar novos produtos como alternativas
terapéuticas para o tratamento da Ulcera gastrica e mediante as atividades
biolégicas comprovadas por componentes quimicos pertencentes a H. crispa, além
da atividade antiulcerogénica comprovada em outras espécies vegetais pertencentes
a familia Malvaceae, a espécie vegetal H. crispa foi selecionada para estudado

frente a atividade antiulcerogénica.
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2. OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Esse trabalho teve com objetivo principal contribuir com o entendimento da
fisiopatologia da Ulcera gastrica através da investigagdo da atividade
antiulcerogénica do extrato metandlico bruto (EMeOH) e da fase n-butandlica (F. n-
ButOH) obtidos das partes aéreas da espécie vegetal Herissantia crispa (L.) Brizicky,

na perspectiva de encontrar uma nova alternativa terapéutica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Realizar triagem farmacolégica comportamental com EMeOH obtido

das partes aéreas da espécie vegetal H. crispa em animais;

e  Determinar a dose letal 50% (DLso) do EMeOH;

e Avaliar a atividade antiulcerogénica do EMeOH e da F. n-ButOH nos

modelos classicos de indugao aguda de ulcera gastrica, em animais;

e  Definir a dose do EMeOH e da F. n-ButOH que produz melhor efeito
farmacolégico nos modelos de indug&o aguda de ulcera gastrica;

e Avaliar os parédmetros bioquimicos da secregao gastrica mediante
tratamento com o EMeOH e com a F. n-ButOH,;

e Investigar os provaveis mecanismos de ag¢do envolvidos com a

atividade antiulcerogénica.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 LOCAL DA PESQUISA

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ensaios
Toxicologicos (LABETOX), localizado no Laboratério de Tecnologia Farmacéutica
(LTF) Prof. Delby Fernandes Medeiros da Universidade Federal da Paraiba (UFPB)
e no Laboratérios de Produtos Naturais do Instituto de Biologia da Universidade de
Campinas (UNICAMP) no periodo de Margo de 2006 a Dezembro de 2007.

3.2 FINANCIAMENTO

Este trabalho foi financiado pela Fundacédo de Apoio a Pesquisa do Estado
da Paraiba (FAPESQ) e CAPES.

3.3 ESPECIE VEGETAL

O material botanico utilizado para os experimentos de investigacédo da
atividade antiulcerogénica em animais foram as partes aéreas da Herissantia crispa
(L.) Brizicky, coletada na Pedra da Boca, Araruna-PB - Paraiba.

A espécie vegetal foi identificada botanicamente pela Prof? Dr® Maria de
Fatima Agra e o exemplar da mesma encontra-se depositada no Herbarium Lauro
Pires Xavier (JPB) da Universidade Federal da Paraiba, com o n°® 6237.

O EMeOH e a F. n-ButOH obtidos das partes aéreas da H. crispa,
conforme a marcha fitoquimica (Figura 16), foram fornecidas pela Profa. Dra. Maria

de Fatima Vanderlei de Souza.
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Material seco e pulverizado das partes aéreas de H. crispa (7000 g)

Maceragdo em metanol (EMeOH) a 95% (3x)
Concentragdo em rotavapor a pressao reduzida

Obtencao do extrato metandlico bruto (EMeOH) de H. crispa (237 g)

Hexano
Fase Hexanica (139 g) Fase hidroalcdlica 1
Cloroférmio
Fase Cloroférmica (22,50 g) Fase hidroalcdlica 2
Acetato de
Etila
Fase Acetato de Etila (13 g) Fase hidroalcélica 3
n-Butanol
Fase n-Butandlica (479) Fase hidroalcolica 4

Figura 16. Marcha fitoquimica para a obten¢cdo do EMeOH e a F. n-ButOH.

3.4 ANIMAIS

Para a realizacdo do presente trabalho, todos os protocolos experimentais
foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA/LTF/UFPB com
o registro n. 0112/06.

Todos os animais foram provenientes do Bioetério Prof. Dr. Thomas
George do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica — LTF e do Centro de Biotério
da UNICAMP (CEMIB). Os animais foram aclimatados as condi¢gbes do biotério local
sob temperatura 21 + 1°C, ciclo claro-escuro de 12h, alimentados com rag&o Purina
tipo pellets e agua a vontade.

Os animais utilizados nos experimentos foram camundongos Swiss (Mus
musculus) albinos machos (27-35 g) e ratos Wistar (Ratus norvegicus) albinos
machos (180-280 g).
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Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram submetidos a um
jejum (12-36h) que variou de acordo com o preconizado nas metodologias
empregadas. Todos os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. Os
animais (n = 5-10) foram distribuidos em grupos controle negativo (solu¢do salina
0,9%), controle positivo (droga de referéncia no tratamento) e amostra vegetal
(EMeOH e F. n-ButOH).

3.5 DROGAS UTILIZADAS

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizadas as

seguintes drogas:
e Cloreto de Sadio P.A (QUIMEX-MERCK, Brasil);
e Cimetidina 100mg/kg (SIGMA Chemical Co, U.S.A.);
« Lansoprazol 30 mg/kg (ACHE, Brasil);
e Etanol absoluto 4mL/kg (MERCK, Germany);
e Piroxicam 20 mg/kg (HEXAL, Brasil);
e Carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, U.S.A))
e Fenolftaleina (RIEDEL-DE HAEN, Germany);
e Alcian Blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A.)
e N*-nitro-L-arginina-metil-ester 70 mg/kg (SIGMA Chemical, U. S.A.);
e N-etilmaleimida 10mg/kg (SIGMA Chemical, U. S.A.);

e Cremofor.

O EMOH e a F. n-ButOH obtidos de H. crispa foram solubilizadas em
solucao salina 0,9% com cremofor a 0,2 % e todas as substancias foram preparadas
imediatamente antes de cada experimento. As substancias utilizadas como controle
positivo, o N*-nitro-L-arginina-metil-ester e o N-etilmaleimida foram solubizados em
solucao salina em 0,9%.
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3.6 AVALIACAO DAS ATIVIDADES TOXICOLOGICA E FARMACOLOGICA DE

Herissantia crispa (L.) Brizicky

Para investigar se as amostras vegetais estudadas no presente trabalho
possuem atividade antiulcerogénica, foram realizados modelos experimentais de
inducdo aguda de ulcera gastrica em animais pelos seguintes agentes lesivos:
etanol, estresse (por imobilizagao e frio), antiinflamatorio n&o-esteroidal (piroxicam) e
contensdo do suco gastrico (através do modelo de ligadura de piloro). Para
corroborar aos resultados obtidos nesses estudos, foi realizada a avaliagdo dos
parametros bioquimicos do suco gastrico (pH, concentracdo de ions H* e volume
gastrico) através do modelo de ligadura de piloro. Os mecanismos de agéo
investigados no efeito antiulcerogénico das amostras vegetais foram avaliados a
partir da quantidade de muco gastrico, da participagdo dos compostos sulfidrilas, de
oxido nitrico e de prostaglandina na citoprotegdo. Os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical e o estbmago aberto ao longo da grande curvatura.

As lesdes ulcerativas foram quantificadas macroscopicamente através da
utilizacdo de uma lupa OLYMPUS Optical TL3 — SZ40 e expressas como indice de
lesdo ulcerativa (ILU), conforme o numero e a severidade de lesdes (SZELENY]I;
THIEMER, 1978):

Nivel 1: pontos hemorragicos e ulceragdes até 1Tmm,;
Nivel 2: ulceragbes com 2mm,;

Nivel 3: ulceragdes profundas a partir de 3mm.

ILU = X (lesGes nivel x 1) + (lesGes nivel 2 x 2) + (les6es nivel 3 x 3)

Va

Figura 17. Estdmago de rato ulcerado com etanol (Foto: MOTA, 2008).
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3.6.1 Triagem farmacolégica comportamental e determinagcdo da dose letal 50%
(DLso)

Os experimentos foram realizados de acordo com o protocolo
experimental descrito por Almeida e colaboradores (1999). Foram utilizados
camundongos machos (n=10) distribuidos de acordo com a via de administragdo do
EMeOH de H. crispa. Pela via intraperitoneal (i.p.), foram administradas as doses
2000, 1000, 500, 250 e 125 mg/kg e pela via oral (v.0.), as doses administradas
foram 5000, 2500, 1250, 625 e 312,5 mg/kg.

Parametros comportamentais descritos no protocolo experimental (anexo
A) foram observados durante as 4 primeiras horas nos intervalos de 30 minutos, 1
hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas. A ocorréncia de alguma alteracdo comportamental
nos animais, em decorréncia do tratamento com o EMeOH de H. crispa, permitiria
inferir uma relacdo com a atividade no sistema nervoso central e,
consequentemente, sinais de toxicidade.

Os animais foram observados por cada 24 horas até que se completasse
um periodo de 72 horas com a finalidade de verificar se haveria alguma morte e,
consequentemente, determinar a DLsy do EMeOH de H. crispa nas duas de

administracao empregadas.

3.6.2 Investigacao da atividade antiulcerogénica

Os modelos experimentais de indugdo aguda de ulcera gastrica (etanol,
estresse, antiinflamatério nao-esteroidal e por contensdo do suco gastrico) utilizados
no presente trabalho mimetizam a ulcera no homem, neste sentido, tais modelos

permitem o estudo adequado da atividade antiulcerogénica.
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3.6.2.1 Inducao de ulcera gastrica pelo etanol

Este experimento foi baseado no modelo de Morimoto e colaboradores (1991)
com modificagdes. Os ratos foram submetidos a um jejum de 24 horas, e pré-
tratados por via oral com solugdo salina 0,9% 10 mL/kg (controle negativo),
lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EMeOH (250, 500 e 750 mg/kg) e F. n-
ButOH (125, 250, 500 mg/kg) de H. crispa. Apds 1 hora, foi administrado oralmente 4
mL/kg de etanol absoluto (agente lesivo) aos animais Decorrido 1 hora dessa
administragao, os animais foram submetidos ao sacrificio por deslocamento cervical. Os
estdbmagos foram retirados, abertos ao longo da grande curvatura e as ulceragdes

foram quantificadas, de forma que o ILU fosse determinado, para cada animal.

3.6.2.2 Inducgao de ulcera gastrica por estresse (imbolizagéo e frio)

Para a realizacdo desse experimento, foi seguido o modelo de Levine (1971),
com algumas modificagbes. Os camundongos foram submetidos a um jejum de 24
horas, posteriormente, pré-tratados pela via oral com solugdo salina 0,9% (controle
negativo), lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EMeOH (250. 500 e 750 mg/kg) e
F. n-ButOH (125, 250, 500 mg/kg) de H. crispa. 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
didmetro) e submetidos a uma temperatura de 4 °C £ 1 por um periodo de 3 horas para
inducao das ulceras gastricas. Ao final deste periodo, os animais foram sacrificados, os
estbmagos foram retirados, abertos e as lesdes ulcerativas foram quantificadas, e

em seguida foi determinado o ILU para cada animal.

3.6.2.3 Inducgao de ulcera gastrica pelo antiinflamatério ndo-esteroidal (piroxicam)
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O experimento foi realizado de acordo com o modelo descrito por Puscas e
colaboradores (1997) com modificagées. Apds o jejum de 24 h, os camundongos
foram pré-tratados por via oral com solugdo salina 0,9 % 10 mL/kg (controle
negativo), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo), EMeOH (250, 500 e 750 mg/kg)
e F. n-ButOH (125, 250 e 500 mg/kg) de H. crispa. Apés 30 minutos, os animais
receberam piroxicam 30 mg/kg (agente lesivo) por via subcuténea (s.c.) e 4 horas
apos essa administragdo, os animais foram sacrificados, os estdmagos foram
retirados, abertos ao longo da grande curvatura e as ulceragdes foram quantificadas

e determinado o ILU.

3.6.3 Inducdo da ulcera gastrica por contensdo e avaliagdo dos parametros

bioquimicos do suco gastrico através do modelo de ligadura do piloro

Esse experimento foi realizado de acordo com o modelo de ligadura de piloro
descrito por Shay e colaboradores (1945), modificado. Apds jejum de 36 horas, os
ratos 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 amarragdo do piloro. Em seguida, as substancias
foram administradas intraduodenalmente conforme o pré-tratamento: com solugao
salina 0,9% (controle negativo), lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EMeOH (500
mg/kg) e F. n-ButOH (125 mg/kg) de H. crispa. Apds quatro horas do tratamento, os
animais foram sacrificados por deslocamento cervical, as incisbes foram abertas e
os estdmagos retirados cuidadosamente. O conteudo estomacal foi coletado para
que fossem determinados os parametros bioquimicos do suco gastrico: volume, pH
e concentragdo de ions hidrogénio (H"); e foi determinado o ILU.

O conteudo do estébmago 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) apés centrifugacao do conteudo estomacal a 3000
rom por 10 minutos e expresso em unidades. Em seguida, foram retirados 10mL do
sobrenadante onde este volume foi distribuidos em aliquotas de 5mL em 2
erlenmeyer para que fosse prosseguida a titulagado do suco gastrico e determinada a

concentracdo de H* expressa em mEqg/mL/4h. A titulagéo foi realizada utilizando-se



60

hidroxido de sodio (NaOH) 0,01N e fenolftaleina, uma solugdo indicadora, com
auxilio de uma bureta digital Solarus® (HIRSHMANN LABORGERATE, U.S.A.).

3.6.4 Avaliacdo dos mecanismos de agao envolvidos na atividade antiulcerogénica .

3.6.4.1 Determinagao de muco aderido a mucosa gastrica

Para a realizagao desse experimento, foi seguido o modelo de Rafatullah e
colaboradores (1990), com modificagdes. Apos jejum de 24 horas, ratos foram
distribuidos em grupos e tratados pela via oral com solugédo salina 0,9% (controle
negativo), carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), EMeOH (500 mg/kg) e F. n-
ButOH (125 mg/kg) de H. crispa. E em seguida os animais foram submetidos a
ligadura do piloro conforme o método de Shay e colaboradores (1945). Apds 4 horas
da administracdo, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os
estdmagos retirados e abertos no sentido da grande curvatura. A porgédo glandular
do estbmago foi separada, pesada e imersa em 10 mL de solugédo de alcian blue
(corante) por duas horas. O excesso de alcian blue foi removido lavando-se o
estbmago com 7 mL de solugédo sacarose 0,25 mol/L em duas etapas sucessivas,
sendo a primeira por 15 min e a segunda por 45 min. O corante, complexado ao
muco aderido a parede estomacal, foi extraido com 10 mL de cloreto de magnésio
0,5 mol/L, agitando-se intermitentemente por um minuto, a cada 30 min, durante 2
horas. Uma aliquota de 4 mL foi retirada da mistura na qual foram adicionados mais
4 mL de éter etilico. Essa preparacgao foi agitada por 2 min até que fosse obtida uma
emulsdo que foi centrifugada por 10 min a 3600 rpm, cujo sobrenadante foi
descartado. As absorbancias foram lidas em espectrofotdmetro (modelo Multisca,
marca Labsystems) a 598 nm. A determinagcdo da concentragdo de muco foi
realizada a partir de uma curva padrao do alcian blue utilizando varias
concentragbes do mesmo. Os resultados foram expressos em mg de alcian blue/g

de tecido.

3.6.4.2 Participagao do 6xido nitrico (NO) na citoprotegao
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Esse método foi baseado no modelo modificado de Sikiric e colaboradores
(1997), com modificagbes. Ratos Wistar machos foram colocados em jejum por 24
horas e distribuidos em oito grupos. Conforme o pré-tratamento, 4 grupos receberam
solugéo salina 0,9% e os outros 4 grupos receberam N“-nitro-L-arginina-metil-éster
(L-NAME) 70 mg/kg (i.p.), um agente bloqueador da enzima sintase de 6xido nitrico.
Apods 30 minutos dessa administracdo, cada quatro grupos foram tratados por via
oral com solugdo salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg
(controle positivo), EMeOH (500 mg/kg) e F. n-ButOH (125 mg/kg) de H. crispa.
Apods 1 hora do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg de etanol (agente lesivo)
por via oral. Decorridos mais 60 min, os animais foram sacrificados por
deslocamento cervical, os estémagos retirados e abertos ao longo da grande

curvatura. As lesdes foram quantificadas de forma que o ILU fosse determinado.

3.6.4.3 Participacdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) na citoprotecéo

Esse modelo experimental foi realizado de acordo com o modelo modificado
de Matsuda e colaboradores (1999). Ratos Wistar machos foram colocados em
jejum por 24 horas e distribuidos em oito grupos. Conforme o pré-tratamento, 4
grupos receberam solugdo salina 0,9% e os outros 4 grupos receberam N-
etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg (i.p.), um bloqueador dos grupamentos sulfidrilas.
Apods 30 minutos dessa administragdo, cada quatro grupos foram tratados por via
oral com salina 0,9% (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle
positivo), EMeOH (500 mg/kg) e F. n-ButOH (125 mg/kg) de H. crispa. Apds 1 hora
do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg de etanol (agente lesivo) por via oral.
Decorridos 60 min, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical, os
estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura. As lesdes foram

quantificadas de forma que o ILU fosse determinado.

3.7 ANALISE ESTATISTICA
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Os dados obtidos nos diferentes modelos foram submetidos a analise de
variancia de uma via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett (para comparagao dos
grupos tratados com o grupo controle negativo) e teste de Tukey-Kramer (para
comparagao entre os grupos tratados e escolha da melhor dose do EMeOH e F. n-
ButOH). O nivel de significancia minimo considerado foi 0,05 (p<0,05). O ILU para
cada grupo foi expresso como média + desvio padrao (d.p.). O programa estatistico
utilizado foi o GraphPad Prism verséo 4 de Abril de 2003.
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4 RESULTADOS

4.1 AVALIACAO DAS ATIVIDADES TOXICOLOGICA E FARMACOLOGICA de

Herissantia crispa (L.) Brizicky

4.1.1 Triagem farmacologica comportamental e determinacédo da dose letal 50%
(DLso)

Considerando os parametros citados por Almeida e colaboradores (1999),
os animais tratados com o EMeOH nas doses crescentes até 2000 mg/kg (i.p.) e de
5000 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram alteracbes de comportamento no sistema
nervoso central e autbnomo nos animais quando comparados com seus respectivos
grupos controle negativo (solugéo salina 0,9%), durante o tempo de observagéo
preconizado. Dessa forma, a amostra vegetal estudada ndo apresentou toxicidade,
uma vez que os parametros avaliados nao foram alterados.

Observou-se que o EMeOH obtido das partes aéreas de H. crispa, nas
condicdes avaliadas, ndo causou sinais toxicos e mortes nos animais durante as 72h

apos a administracao, impossibilitando determinagao da DLso.

4.1.2 Investigagao da atividade antiulcerogénica

Com base no resultado anterior em que nao foi possivel determinar a DLsg
passou-se a avaliar o EMeOH de acordo com o que preconiza Souza Brito (1994),
em pesquisa da atividade farmacolégica para extrato bruto de plantas que né&o
apresentem DLsp, deve-se utilizar a dose maxima de 1000 mg/kg. Neste contexto, o
EMeOH por nao ter apresentado DLsy, as doses selecionadas para a realizagao do
presente trabalho foram estabelecidas de acordo com a capacidade das mesmas de

inibirem as lesGes ulcerativas. Por conseguinte, as doses selecionadas para o
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EMeOH foram 250, 500 e 750 mg/kg e da F. n-ButOH foram de 125, 250 e 500
mg/kg.

4.1.2.1 Indugéo de ulcera gastrica pelo etanol

Os resultados obtidos para a espécie H. crispa no modelo de indugao de
ulcera por etanol (v.0.) em ratos demonstraram que o lansoprazol (30mg/kg) e o
EMeOH nas doses 250, 500 e 750 mg/kg inibiram significativamente as lesdes
ulcerativas em 81, 42, 48 e 60%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo (solugdo salina 0,9%). Estes resultados se encontram

demonstrados na Tabela 1.

Tabela 1. Efeitos da administracdo oral do lansoprazol e EMeOH obtido das partes

aéreas de H. crispa nas lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos

Tratamento n Dose ILU Inibicdo
(mg/kg) (média + d.p.) (%)
Solugéo salina 0,9% 5 - 202 £ 29 -
Lansoprazol 5 30 38 +£15* 81
EMeOH 5 250 117 £ 14 ** 42
5 500 106 + 36 ** 48
5 750 82 +33** 60

ANOVA: F 425 = 96 para EMeOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com o
grupo controle negativo (solugado salina 0,9%).

Os resultados obtidos através desse modelo, para avaliar o lansoprazol (30
mg/kg) e a fase n-ButOH nas doses 125, 250 e 500 mg/kg demonstraram que
ocorreu uma inibicdo significativa das lesdes ulcerativas em 43, 51, 74 e 85%,
respectivamente, quando comparados ao grupo controle negativo (solugdo salina

0,9%). Estes resultados se encontram resumidos na Tabela 2.
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Tabela 2. Efeitos da administracao oral do lansoprazol e F. n-ButOH obtida das

partes aéreas de H. crispa nas lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos

Tratamento n Dose ILU Inibicao
(mg/kg) (média £ d.p.) (%)
Solugao salina 0,9% 6 - 182 + 28 -
Lansoprazol 6 30 104 £ 3,9 ** 43
n-ButOH 6 125 89+13** 51
6 250 48 + 12 ** 74
6 500 27+64* 85

ANOVA: F420) = 25 para n-ButOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com
0 grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%).

Portanto, o EMeOH e a F. n-ButOH apresentam atividade antiulcerogénica
significativa frente as lesdes gastricas pelo etanol. De acordo com os resultados
obtidos nesse modelo, foi realizada uma comparacao entre as diferentes doses dos
grupos tratados com EMeOH e F. n-ButOH, utilizando o teste de Tukey-Kramer, que
permitiu iniciar a melhor dose de 500 mg/kg para EMeOH e de 125 mg/kg para F. n-
ButOH.

4.1.2.2 Indugéo de ulcera gastrica pelo estresse

No modelo de indugédo aguda de ulcera gastrica, tendo como agente lesivo o
estresse por imobilizagdo e frio utilizado em camundongos, os resultados da
administracao oral da cimetidina (100 mg/kg) e o do EMeOH nas doses 250, 500 e
750 mg/kg inibiram de forma significativa as lesdes ulcerativas em 77, 82, 91 e 75%,
respectivamente, quando comparados com o grupo controle negativo (solugéo salina

0,9%). Os dados se encontram expressos na Tabela 3.
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Tabela 3. Efeito da administracdo oral da cimetidina e do EMeOH obtido de H.

crispa nas lesbes gastricas induzidas por estresse (imobilizagdo e frio) em

camundongos
Tratamento N Dose ILU Inibicao

(mg/kg) (média £ d.p.) (%)

Solucgao salina 0,9% 5 - 158 + 24 -
Cimetidina 5 100 36 +6,0** 77
EMeOH 5 250 28+5,1** 82

5 500 14+£2,0* 91

5 750 39+15** 75

ANOVA: F420) = 97 para EMeOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com o
grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%).

Ao ser utilizado esse mesmo modelo para avaliar a atividade
antiulcerogénica da cimetidina (100 mg/kg) e da fase n-ButOH nas doses 125, 250 e
500 mg/kg foi demonstrado que ocorreu inibicdo das lesdes ulcerativas em 78, 77,
77 e 87%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle negativo

(solugéo salina 0,9%). Estes resultados se encontram expressos na tabela 4.

Tabela 4. Efeitos da administragcao oral da cimetidina e da F. n-ButOH obtida de H.

crispa nas lesbes gastricas induzidas por estresse (imobilizagdo e frio) em

camundongos
Tratamento n Dose ILU Inibicao
(mg/kg) (média £ d.p.) (%)
Solugao salina 0,9% 6 - 62 +9,0 -
Cimetidina 6 100 14 £42* 78
n-ButOH 6 125 15+2,3** 77
6 250 15+ 3,9** 77
6 500 82+29* 87

ANOVA: F4 25 = 117 para n-ButOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com
0 grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%).
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Com isso, 0 EMeOH e a F. n-ButOH obtidos das partes aéreas de H. crispa
apresentaram significativa atividade antiulcerogénica frente as lesdes ulcerativas

promovidas pelo modelo de estresse (por imobilizac&o e frio).

4.1.2.3 Indugéo de ulcera gastrica pelo antiinflamatério nao esteroidal (piroxicam)

Os resultados obtidos para a espécie H. crispa no modelo de antiinflamatério
nao-esteroidal (piroxicam 20mg/kg) em camundongos demonstraram que a
cimetidina (100mg/kg) e o EMeOH nas doses 250, 500 e 750 mg/kg inibiram
significativamente as lesdes ulcerativas em 69, 54, 70 e 75%, respectivamente,
quando comparadas com o grupo controle negativo (salina 0,9%). Esses resultados

se encontram na tabela 5.

Tabela 5. Efeitos da administracao oral da cimetidina e do EMeOH obtido das partes
aéreas de H. crispa nas lesbes gastricas induzidas por antiinflamatério néo

esteroidal (piroxicam) em camundongos

Tratamento n Dose ILU Inibicao
(mg/kg) (média £ d.p.) (%)
Solucéo salina 0,9% 5 - 63 + 23 -
Cimetidina 5 100 19+2,6* 69
EMeOH 5 250 29+99* 54
5 500 19+28* 70
5 750 16 £ 3,3 ** 75

ANOVA: F420) = 14 para EMeOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com o
grupo controle negativo (solucao salina 0,9%).

Os resultados obtidos através desse mesmo modelo para avaliar a
cimetidina (100 mg/kg) e a fase n-ButOH nas doses 125, 250 e 500 mg/kg
demonstraram que as lesdes ulcerativas foram inibidas significativamente em 82, 80,
94 e 84%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle negativo

(solugao salina 0,9%). Estes resultados se encontram resumidos na tabela 6.
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Tabela 6. Efeitos da administragcao oral da cimetidina e da F. n-ButOH obtida das
partes aéreas de H. crispa nas lesdes gastricas induzidas por antiinflamatério nao

esteroidal (piroxicam) em camundongos

Tratamento Dose ILU Inibigao
n (mg/kg) (média £ d.p.) (%)
Solugao salina 0,9% 6 - 3170 -
Cimetidina 6 100 6,0+2,0** 82
n-ButOH 6 125 6,2+2,0* 80
6 250 20+£0,8* 94
6 500 50+£1,0* 84

ANOVA: F 425 = 73 para n-ButOH; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com
o grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%).

Diante dos resultados apresentados para o EMeOH e a F. n-ButOH obtidos
de H. crispa, no modelo de indugdo aguda de ulcera gastrica pela administragéo
sub-cutdnea de piroxicam, pode-se observar que as amostras vegetais

apresentaram significativa atividade antiulcerogénica.

4.1.2.4 Indugdo de ulcera gastrica por contensao da secreg¢ao gastrica no modelo de

ligadura de piloro

Os resultados obtidos para as amostras vegetais em estudo frente a
contensdo da secregdo gastrica utilizando o modelo de ligadura de piloro
demonstraram que a cimetidina (100 mg/kg), o EMeOH (500 mg/kg) e a F. n-ButOH
(125 mg/kg), inibiram 54, 59 e 48 % das lesbes ulcerativas, respectivamente,
quando comparados com o grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%) as ulceras
induzidas por contensdo da secrec¢ao gastrica. Esses dados se encontram na tabela
7.
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Tabela 7. Efeitos da administragao intraduodenal da cimetidina, EMeOH e F. n-
ButOH nas lesdes gastricas induzidas induzidas por contensao da secrecao gastrica

através da ligadura de piloro em ratos.

Tratamento Dose ILU Inibigcao
n (mg/kg) (média £ d.p.) (%)
Solugao salina 0,9% 5 - 12,+4,0 -
Cimetidina 5 100 56+29* 54
EMeOH 6 500 50+0,9* 59
F. n-ButOH 6 125 6,3+3,3" 48

ANOVA: F31g) = 6,5; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: * p< 0,05; ** p < 0,01 comparado com o
grupo controle negativo (solucéo salina 0,9%).

De acordo com os resultados obtidos, as amostras vegetais apresentaram

uma significativa atividade antiulcerogénica nas condi¢des avaliadas.

4.2.2 Avaliagdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico atravées do modelo de

ligadura do piloro

No modelo de ligadura de piloro, foram avaliados parametros
bioquimicos do suco gastrico: pH, a concentragdo de ions H" e o volume, apds a
administragdo intraduodenal da solugdo salina a 0,9%, cimetidina 100 mg/kg e
EMeOH (500 mg/kg) e F. n-ButOH (125 mg/kg) em ratos. Os resultados estédo

apresentados na tabela 8.
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Tabela 8. Efeito da administracdo intraduodenal de cimetidina, EMeOH e F. n-
ButOH obtidos das partes de H. crispa sobre os parametros bioquimicos do suco

gastrico apds a ligadura de piloro em ratos

Tratamento n Dose pH [HY] Volume do suco

(mg/kg) (unidades) (mEqg/mL/4h) gastrico
(g/4h)

Solugao 5 - 26+0,16 13+0,7 0,98 £ 0,23

salina 0,9%

Cimetidina 5 100 4,7 £ 0,97 ** 92+23* 0,60+ 0,26 *

EMeOH 5 500 29+0,22 14,7 £1,2 0,63+0,24 *

F. n-ButOH 6 125 3,3+0,40 13,8+ 1,3 0,53 £ 0,14 **

ANOVA: F47) = 15 para pH; Fi47) = 14 para concentragdo de ions H; F@s17) = 5 para volume
gastrico; p<0,05. Seguido do teste de Dunnett: ** p < 0,01 comparado com o grupo controle negativo
(solugéo salina 0,9%).

O EMeOH e a F. n-ButOH obtidos das partes aéreas de H. crispa nao
alteraram o pH e a concentracdo de ions, entretanto, tais amostras vegetais
reduziram, ,de forma significativa, o volume gastrico quando comparado com o
grupo controle negativo (solugao salina 0,9%). No grupo dos animais que recebeu a

cimetidina, houve alteragées em todos os parametros bioquimicos avaliados.

4.3.1 Avaliacdo dos mecanismos de agao envolvidos na atividade antiulcerogénica

de Herissantia crispa (L.) Brizicky

4.3.1.1 Determinagédo do muco aderido a mucosa gastrica

Os resultados demonstraram que a carbenoxolona (200 mg/kg) e a F.
n-ButOH (125 mg/kg), administradas oralmente, aumentaram a produg¢ao de muco
de forma significativa, quando comparados com o grupo controle negativo (solugéo

salina 0,9%). Esses resultados se encontram expressos no grafico 1.
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Grafico 1. Efeito da administracado oral da carbenoxolona e F. n-ButOH obtida de H.

crispa na produgdo de muco. ANOVA: F»,s = 14,4 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett.

4.3.1.2 Participagao do 6xido nitrico (NO) na citoprotecao

Com base nos resultados obtidos para as amostras vegetais no modelo
que avaliou a participacao do NO na protecdo da mucosa gastrica produzida pelo
EMeOH e F. n-ButOH, foi possivel observar que os grupos tratados previamente
com solugéo salina 0,9% e posteriormente tratados com carbenoxolona, EMeOH e
F. n-ButOH apresentaram uma inibicdo das lesdes ulcerativas, induzidas pelo etanol,
em 89, 32 e 27%, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle negativo
(solugao salina 0,9%).

Nos grupos de animais que foram tratados inicialmente com L-NAME,
observou-se que nao houve aumento das lesdes ulcerativas induzidas por etanol,

neste sentido, a carbenoxolona, o EMeOH e a F. n-ButOH inibiram

o ILU em 28, 65 e 55%, respectivamente, quando comparados ao grupo controle
negativo.
Desta forma, ao realizar o teste de Tukey-Kramer, observou-se que os

grupos tratados com as amostras vegetais nao apresentaram diferengas
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significativas, ou seja, a via do NO nao esta envolvida na agao citoprotetora

promovida pela H. crispa. Os resultados estao expressos no grafico 2.

L p>0.05 L
L : p>0.05 | '
L p<0001 4
L | p<0,001 , ! I Sol. Salina 0,9%
' ' Il Carbenoxolona 100 mg/kg

200
Il EMeOH 500 mg/kg

1 F. n-ButOH 125 mg/kg

ILU (média = d.p.)

Sol. Salina 0,9% L-NAME
Tratamentos

Grafico 2. Efeito da administragcao oral de carbenoxolona, EMeOH e F. n-ButOH
obtidos das partes aéreas de H. crispa em ulceras gastricas induzidas por etanol em
ratos pré-tratados com L-NAME. ANOVA: F 19 = 96 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett **

p<0,01 comparando-se ao grupo solucgéo salina 0,9% + solug&o salina 0,9%; ™ p< 0,01 comparando-
se ao grupo L-NAME + solugéo salina 0,9 %; teste de Tukey-Kramer, comparando os grupos que

receberam o mesmo tratamento p< 0,001.

4.3.1.2 Participagao dos compostos sulfidrilicos (SHs) na citoprotecéo

Ao avaliar os dados obtidos para as amostras vegetais no modelo que
investiga a participacdo dos grupamentos sulfidrilas na protegdo induzida pelo
EMeOH, pode-se observar que nos grupos dos animais tratados previamente com

solugdo salina 0,9% e posteriormente tratados com carbenoxolona e EMeOH
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ocorreu uma inibicao significativa das lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol em 62
e 48 %, respectivamente, quando comparadas ao grupo controle negativo (solugao
salina 0,9%).

Nos grupos de animais que foram pré-tratados com NEM e tratados
com carbenoxolona e EMeOH, observou-se que nao houve aumento das lesbes
ulcerativas induzidas por etanol, neste sentido, a carbenoxolona e o EMeOH inibiram
o ILU em 60 e 52%, respectivamente, quando comparados ao grupo controle
negativo (solugdo salina 0,9%).

Desta forma, ao realizar o teste de Tukey-Kramer, observou-se que os
grupos tratados com as amostras vegetais apresentaram diferengas significativas,
ou seja, o grupo de animais pré-tratado com NEM e tratado com EMeOH apresentou
aumento no indice de les&o ulcerativa quando comparado com o grupo que recebeu
inicialmente solugdo salina 0,9% e posteriormente foi tratado com EMeOH. Desta
forma, os resultados demonstram que a via dos grupamentos sulfidrilicos esta

envolvida na acao citoprotetora promovida pela H. crispa.
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Grafico 3. Efeito da administragcdo oral de carbenoxolona e EMeOH obtido das
partes aéreas de H. crispa em ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos pré-

tratados com NEM. ANOVA: Fp1z = 16 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett ** p<0,01

comparando-se ao grupo solugdo salina 0,9% + solugéo salina 0,9%; ** p< 0,01 comparando-se ao
grupo NEM + solugdo salina 0,9 %; teste de Tukey-Kramer, comparando os grupos que receberam o

mesmo tratamento p< 0,001.
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5 DISCUSSAO

As plantas medicinais tém sido utilizadas como diferentes tipos de
preparacdes, na forma de remédios caseiros ou medicamentos fitoterapicos, para
tratar diversos tipos de doengas, apresentando um importante papel nos cuidados
com a saude. O uso de plantas tem grande aceitagado pela populagdo de diversos
paises, o que facilita a adesao ao tratamento de doengas (CALIXTO, 2000).

Embora as espécies vegetais possuam diversas atividades benéficas para o
ser humano, as mesmas ndo sdo isentas de toxicidade, efeitos colaterais,
mutagénicos e alérgicos; e além disso, as plantas, quando utilizadas
concomitantemente com alimentos, medicamentos ou outras espécies vegetais,
podem causar interagdes indesejaveis (TAYLOR et al., 2001).

O mercado mundial de fitoterapicos movimenta cerca de 22 bilhdes de
ddlares por ano e vem conquistando cada vez mais adeptos nos paises
desenvolvidos. No ano de 2000, os Estados Unidos faturaram 6,6 bilhdes de ddlares
e na Europa o lucro foi de 8,5 bilhdes de ddlares (PINTO et al., 2002).

No Brasil, a balanga comercial é deficitaria neste setor, uma vez que o pais
exporta cerva de 7 milhdes de dolares de extratos vegetais, e por outro lado, importa
uma quantidade consideravel de hormdnios esteroidais, produtos cosméticos de
fonte natural, sendo este fato um verdadeiro contra-senso para uma nagao detentora
de uma das maiores biodiversidade do planeta (PINTO et al., 2002).

No mercado mundial, cerca de 80% da populacdo fazem uso de plantas
para curar suas enfermidades e, no Brasil, 60% dos medicamentos sdo consumidos
por 23% da populagdo, sendo a maioria dos brasileiros usuarios de plantas
medicinais (ELISABETSKY, 1991; CECHIEL FILHO; YUNES, 1998).

Diante destas consideragdes, a pesquisa de plantas se tornou uma
estratégia para a descoberta de farmacos mais eficazes e com menos efeitos
colaterais no tratamento de diversas enfermidades, que apresentam agravo a saude,
dentre elas, a ulcera péptica (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007). Esta doenca,
atualmente, tem afetado um consideravel numero de pessoas, se tornando uma
afeccéo de grande relevancia no século XXI (O’'MALLEY, 2003).

As ulceragdes pépticas tém sido causadas a partir da acdo deletéria de

diversos agentes agressores enddgenos ou exdgenos, associados ou nao a
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diminuicao dos agentes protetores (HOLZER, 2000b). Dentre os fatores agressores
envolvidos, encontram-se proteinas digestivas, HCI, EROs, AINEs e AlEs, a infeccao
por H. pylori , estresse e o fumo (MAITY et al., 2003; YUAN et al., 2006). Os fatores
protetores sdo diversos, tais como a barreira de muco e bicarbonato, as células
epiteliais, fluxo sanguineo, proliferagdo celular e os moduladores desses fatores,
como as prostaglandinas, 6xido nitrico e fatores de crescimento (HOLZER, 2001);
além desses fatores, pode-se contar com o sistema antioxidante (KWIECEN et al.,
2002).

A principio, o entendimento da Uulcera péptica era focado apenas na
anormalidade da secrecgdo acida péptica, sendo a supressao da acidez como uma
estratégia no tratamento de tal enfermidade (YUAN et al., 2006). Com o passar do
tempo, ndo bastava apenas neutralizar a secrecao acida péptica utilizando os
antiacidos, era preciso aliviar a dor, prevenir as recorréncias e complicacdes e diante
disso (CHEHTER; RODRIGUES, 2002), sugiram os anticolinérgicos (pirenzepina),
os antagonistas do receptor H; (cimetidina, ranitidina) e os inibidores de bomba
(lansoprazol, omeprazol, rabeprazol) (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Entretanto, essa conduta ndo tem sido suficiente, se fazendo necessaria a
erradicagao do H. pylori ou a suspensao do uso dos AINEs, no caso das ulceras
infecciosas e das lesdes ulcerativas provocadas pelo uso prolongado de AINEs,
respectivamente (CHEHTER; RODRIGUES, 2002). Reforgar os fatores protetores da
mucosa gastrica se tornou também uma grande estratégia na melhoria da qualidade
de vida dos individuos com ulcera, a exemplo dos citoprotetores como: analagos de
prostaglandina (misoprostol) e sucralfato (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005)..

Neste sentido, a pesquisa com plantas medicinais é relevante, uma vez que
tem a finalidade de buscar alternativas terapéuticas através da validagao de
espécies vegetais ou obtencdo de fitoconstituintes que possuam propriedades
antiulcerogénicas.

Os compostos obtidos de plantas e que apresentam atividade
antiulcerogénica possuem uma diversidade de constituintes, que agem por
diferentes mecanismos de agao. Dentre as classes de substancias, tém-se taninos,
triterpenos, cumarinas, flavondides, entre outros (REPETTO; LLESUY, 2002).

Os flavonoides sdo compostos polifendélicos, os quais conferem coloracdes
amarela, vermelha e lilds as plantas e apresentam diversas ag¢des bioldgicas como a

atividade antiviral, antitumoral, acéo protetora sobre os capilares, aumentando a
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resisténcia dos mesmos, além da agcdo hormonal em mulheres, na prevengao da
fragilidade 6ssea (ZUANAZZI; MONTANHA, 2004). Esses fitoconstituintes possuem
a capacidade de inibir enzimas, como a xantina oxidase, a qual catalisa a oxidagao
da hipoxantina a acido urico. Nesse processo, a re-oxidagao da xantina oxidase gera
radicais livres como o anion peroxido e superoxido, neste sentido, ao inibir tal
enzima, os flavondides previnem a producao de radicais livres (HARBONE;
WILLIAMS, 2000).

As espécies vegetais sdo fonte de antioxidantes naturais que protegem a
célula do estresse oxidativo, desenvolvendo um importante papel na prevencao de
doencgas resultantes da peroxidacao lipidica (REPETTO; LLESUY, 2002). Essas
propriedades sao atribuidas, principalmente, a presenca dos flavondides, taninos
(HASSIG et al., 1999; REPETTO; LLESUY, 2002) e cumarinas (REPETTO;
LLESUY, 2002).

A atividade antioxidante dos flavondides esta relacionada com a agao
varredora de EROs (HARBONE; WILLIAMS, 2000; HEIJNEN et al., 2001) como o
anion superoxido, radical hidroxil, radical peroxil (HARBONE; WILLIAMS, 2000) e
peroxinitrito (HEIJNEN et al., 2001) e inibicdo da peroxidacéo lipidica (HASSIG et al.,
1999). Estudos relatam que a quercetina atua como varredor de radical livre, e esta
acao deve-se a presenga de grupos de hidroxilas (-OH) em sua molécula,
entretanto, quando estes grupos sdo metilados, a agdo antioxidante é diminuida
(HEIUNEN et al., 2001).

A pesquisa com espécies vegetais pode ser realizada com base em estudo
randomizado, em que o mesmo se faz através da escolha arbitraria de uma
determinada planta; critério quimiotaxonédmico ou filogenético, em que a escolha da
espécie vegetal a ser estudada é realizada de acordo com a categoria quimica de
substancias no género ou na familia; e critério etnofarmacoldgico, no qual a selegéo
de plantas se faz com base no uso terapéutico de um determinado grupo étnico
(SOUZA BRITO, 1996).

Levando-se em consideracido os diferentes tipos de critérios, a escolha da
H. crispa (Malvaceae) para a realizagcdo do presente trabalho, foi baseada no critério
quimiotaxondmico, uma vez que a mesma € pertencente a uma familia rica em
flavondides.

O primeiro modelo experimental para investigar a atividade farmacolégica

de H. crispa foi a triagem comportamental e determinacado da DLs, com a finalidade
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de obter doses com margem de seguranga para o0 estudo da atividade
antiulcerogénica. No modelo de triagem comportamental, foram avaliados
parametros comportamentais que caracterizam a toxicidade de uma determinada
amostra vegetal sob o sistema nervoso central e periférico (ALMEIDA et al., 1999).

A Triagem Comportamental permite avaliar se uma determinada droga
modifica a atividade cerebral, através do registro de alguns sinais ou alteragdes de
condutas apresentados pelos animais (ALMEIDA; OLIVEIRA, 2006). Assim, esse
modelo e a determinacdo da DLsy permite avaliar se determinadas drogas ou
extratos vegetais apresentam toxicidade, possibilitando o estudo farmacolégico de
plantas com uma determinada margem de seguranca (ALMEIDA et al., 1999).

Na triagem comportamental realizada com o EMeOH obtido da espécie
vegetal H. crispa ndo foram observados efeitos nos parémetros avaliados, o que
demonstra que n&o houve intoxicagao nas doses avaliadas até 5000 e 2000 mg/kg,
administradas pela via oral e intraperitoneal, respectivamente. Portanto, a amostra
vegetal nas doses e condi¢des avaliadas é de baixa toxicidade.

Com base nos resultados obtidos, a H. crispa passou a ser investigada
quanto a atividade antiulcerogénica. Segundo Souza Brito (1994), a dose utilizada
para extratos brutos em triagens farmacolégicas ndo devem ultrapassar 1000 mg/kg.
Dessa forma, as doses utilizadas foram de 250, 500 e 750 mg/kg para o EMeOH e
de 125, 250 e 500 mg/kg para a F. n-ButOH, definidas a partir da atividade
antiulcerogénica.

A JUlcera péptica € um transtorno que ocorre no trato gastrointestinal
caracterizado por apresentar alteragbes na secregao acida-péptica seguida de
danos na mucosa. Tal enfermidade ocorre principalmente no estdbmago e no
duodeno, e pode acometer, com menos freqiéncia o eséfago (RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007).

Sao diversas as complicagdes produzidas pelas ulceragcdes pépticas, tais
como: hemorragia e perfuragcdo, sendo esta ultima presente em 2 a 10 % das
ulceragdes. Geralmente, as perfuragdes acontecem em 60% no duodeno, seguido
de 20% no antro e 20% na pequena curvatura do estdbmago (RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007). Além destas complicagbes, a obstrugdo do piloro (estenose
pilérica) pode ocorrer em pacientes com recorréncia de ulceras duodenais ou
localizadas no canal pildérico, que devido a persisténcia da inflamacéo, espasmos,
edemas e fibrose, gera a obstrucao do piloro (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).
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Nos individuos com ulceras gastricas, o numero de células G se encontra
mais baixo quando comparado com aqueles que tem ulcera duodenal.
Eventualmente, isto ocorre, quando existe atrofia do antro, ocasionada pelas lesées
ulcerativas, que causa destruicao suficiente das células G, neste sentido, as células
parietais ndo secretam acido na quantidade suficiente, resultando em hipocloridria
ou acloridria, facilitando a migracdo bacteriana, o que pode levar ao
desenvolvimento de ulcerag¢des no corpo do estdbmago (EL-ZIMAITY, 2007).

Diante da importancia da doenca ulcerosa péptica e das limitagdes
apresentadas na terapéutica, estudos que visam a busca de novas drogas com
atividade antiulcerogénica tém sido realizados. O tratamento de gastrites ou das
ulceras gastricas com plantas medicinais pela populagdo de diversos paises é uma
pratica comum (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005).

A validagdo da agao antiulcerogénica de extratos obtidos de plantas tem
sido comprovada por diversos grupos de pesquisas, e as doses utilizadas variam de
25 a 1000 mg/kg (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005), testadas em
lesdes ulcerativas induzidas por diversos modelos experimentais em animais que
mimetizam a ulcera no homem, a exemplo de etanol em ratos, estresse (por
imobilizacdo e frio) e antiinflamatoério ndo-esteroidal (indometacina, piroxicam) em
camundongos dentre outros (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005;
FALCAO et al., 2008).

O primeiro modelo animal utilizado para avaliar a atividade antiulcerogénica
nesse estudo foi o de etanol em ratos. Esse modelo serve como base de avaliagao
na triagem de diferentes compostos na pesquisa em ulcera gastrica (SZELENY]I,
BRUNE, 1988). As lesbes gastricas induzidas pelo etanol estdo relacionadas com a
acao direta deste agente lesivo na mucosa gastrica, e a acidez possui pequena
participacado neste processo (MORIMOTO et al., 1991); sendo assim, as lesdes sao
caracterizadas por serem severas, resultando em necrose da mucosa, hemorragia
na submucosa e subsequente formagéo de edema (CHO; OLGLE, 1992; KAY et al.,
2000).

O etanol concentrado em contato com a mucosa gastrica causa ruptura da
membrana celular, com consequente necrose e liberagcdo dos constituintes
citoplasmaticos (OATES; HAKKINEN, 1988). Dentro de poucos segundos, o etanol
além de danificar as células da mucosa gastrica, causa perturbagdo dos mastdcitos,

resultando na liberacdo de mediadores vasoativos, histamina e leucotrieno C4
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(LTC,4), dentro da mucosa superficial (OATES; HAKKINEN, 1988; KAY et al., 2000).
Este processo resulta na venoconstricao e dilatagao arteriolar, tendo como quadro
final hiperemia, hemorragia e edema no tecido gastrico (OATES; HAKKINEN, 1988;
KAY et al., 2000), desta forma, os danos as células endoteliais precedem as lesdes
ulcerativas ocasionadas pelo etanol (SZABO et al., 1985).

Kvietys et al. (1990) investigou a participacdo dos neutréfilos na patogénese
induzida pelo etanol. Este agente lesivo, ao danificar o epitélio gastrico e o endotélio,
induz a liberacdo de mediadores inflamatdrios, onde estes estimulam a migragao
neutrofilica, com consequente liberagéo de proteases, resultando na injuria gastrica.

As espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na patogénese do dano
gastrico induzido pelo etanol (SZELENYI; BRUNE, 1988), e este induz o aumento de
anion superéxido e radical hidroxil, sendo este ultimo radical responsavel pela
producao da peroxidacgao lipidica, interagindo com a membrana da célula, gerando
dienos conjugados e hidroperéxidos lipidicos (REPETTO; LLESUY, 2002). O
estresse oxidativo também esta envolvido no desenvolvimento das lesdes
ulcerativas induzidas pelo etanol, onde pode-se verificar a presenca da
despolarizagdo mitocondrial, a qual precede a morte celular (REPETTO; LLESUY,
2002). Dessa forma, a formagao de radicias livres extracelulares e intracelulares é
um processo envolvido na injuria da mucosa gastrica induzida pelo etanol
(REPETTO; LLESUY, 2002).

O etanol, numa concentracdo maior que 20%, causa injuria ha membrana
da mucosa gastrica, desse modo, a proliferacdo do epitélio € um mecanismo de
defesa contra o uso crénico do alcool, entretanto, se persistente, esse processo se
torna descontrolado (hiperproliferacao) e pode se tornar alvo de erros na replicagéo
durante a sintese de DNA (SALASPURO, 2003).

Além dos efeitos deletérios ocasionados pelo etanol, é possivel considerar,
que o metabdlito desse agente lesivo, o acetaldeido, também é responsavel por
causar injuria na mucosa gastrica, por apresentarem efeitos mutagénicos e
carcinogénicos em culturas de células e em modelos animais (VAKEVAINEN et al.,
2000), desta forma, o acetaldeido induz aberragbes cromossdmicas, interfere no
reparo do DNA e foma adutos de DNA estaveis (SALASPURO, 2003).

A atividade antiulcerogénica do EMeOH e da F. n-ButOH obtidos da
espécie vegetal H. crispa foi comprovada neste modelo, uma vez que ambas as

amostras vegetais reduziram de forma significativa as lesées ulcerativas induzidas
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pelo etanol em ratos, e essa atividade nao se mostrou dose-dependente. Entretanto,
o modelo de etanol em ratos é inespecifico, e dessa forma, a acao antiulcerogénica
do EMeOH e a F. n-ButOH pode esta relacionada com aumento do fluxo sanguineo,
estimulacado da producdo de muco e bicarbonato ou atividade antioxidante; através
do aumento dos niveis de NO e/ou de PG, e da redugdo da peroxidacao lipidica.
Sendo assim, o modelo estudado serve como triagem na avaliacdo da atividade
antiulcerogénica de produtos naturais ou sintéticos.

Diante dos resultados obtidos no modelo de etanol em ratos, passou-se a
investigar se as amostras vegetais em estudo apresentam resultados semelhantes
frente as lesdes ulcerativas agudas induzidas pelo estresse e AINE, modelos que
avaliam a agao das amostras vegetais sobre reflexos vago vagais e sobre a redugéo
de fatores citoprotetores.

No estresse (por imobilizagao e frio) as lesdes ulcerativas se caracterizam
por serem pontuais (CHO; OGLE, 1992), podendo chegar até 1-8 mm de
comprimento (DAS; BANERJEE, 1993). O estresse agudo em animais pode ser
induzido por dieversos agentes lesivos, a exemplo de imobilizacdo, baixas
temperaturas, ruidos, nado forgado, radiagdo, cirurgias abdominais e craniais,
exposicdo ao éter e ao choque (TACHE et al., 2001). A exposicdo de animais ao
estresse por imobilizagdo e frio, numa temperatura de 4°C, induz lesbes
hemorragicas em 80% desses animais (DAS; BANERJEE, 1993), sendo, portanto, o
modelo de indugdo aguda de Ulceras por estresse mais eficaz (GLAVIN; SZABO,
1992).

O estresse ativa o eixo hipotaldmico-pituitario-adrenocortical (DAS;
BANERJEE, 1993; PRUETT, 2003; FILARETOVA, 2006), levando ao aumento dos
niveis de hormdnios adrenais, como glicocorticoide (PRUETT, 2003; FILARETOVA,
2006), epinefrina e noraepinefrina (PRUETT, 2003). Somado a este fato, o estresse
estimula o sistema nervoso autbnomo simpatico (BANDYOPADHYAY et al., 2001;
PRUETT, 2003) e parassimpatico (DAS; BANERJEE, 1993; BANDYOPADHYAY et
al., 2001; FILARETOVA, 2006). O sistema nervoso parassimpatico, através do nervo
vago, aumenta a motilidade gastrica, resultando na contragédo muscular e constrigao
arteriolar, sendo estes dois ultimos efeitos também resultantes da estimulagao
simpatica (BANDYOPADHYAY et al., 2001).

A constricdo arteriolar, gerada no estresse, causa isquemia, resultando na

geracao de espécies reativas de oxigénio como o0 anion superoxido e o péroxido de
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hidrogénio e consequente deplecao de prostaglandinas, um agente citoprotetor da
mucosa gastrica (DAS; BANERJEE, 1993; BANDYOPADHYAY et al., 2001). Neste
sentido, havera diminuicdo da produgdo de muco e bicarbonato e aumento da
secrecao acida, o que caracteriza a perda da citoprotegdo (DAS; BANERJEE, 1993;
BANDYOPADHYAY et al., 2001). A inibicdo da producéo de prostaglandinas resulta
também no aumento da expressao de TNF-a e IL-1B, o que favorece migracao
leucocitaria, aumentando, inicialmente, a quantidade de neutrdfilos no local de injuria
e consequente geragao de espécies reativas de oxigénio (HAMAGUCHI et al., 2001;
BRZOZOWSKI et al., 2005).

O radical hidroxil & responsavel pelo aumento da peroxidacgao lipidica e
deplecéo de antioxidantes celulares (BANDYOPADHYAY et al., 2001). Os disturbios
vasculares em conjunto com a inativagdo dos antioxidantes culminam para a perda
da citoprotecéo, que na presenca do aumento da histamina e da acidez resultam na
ulceragcao gastrica (BANDYOPADHYAY et al., 2001).

O aumento dos niveis de histamina tem sido observado durante o estresse
por imobilizagao e frio, e deve ser responsavel pela inflamagéo no estébmago, sendo
este processo uma conseqiéncia da degranulacdo de mastocitos (DAS;
BANERJEE, 1993).

O EMeOH e a F. n-ButOH reduziram o indice de lesdes ulcerativas
induzidas no modelo de estresse, apresentando o efeito antiulcerogénico associado
a uma atividade anti-secretéria ou citoprotetora. Desta forma, drogas que
restabelecem o fluxo sanguineo, contribuindo para o aumento da defesa da mucosa
gastrica bem como aquelas que modulam ou inibem a secrec¢ao acida séo eficazes
no tratamento de ulceras induzidas pelo estresse (WOLFE; SANCHS, 2000).

A etapa seguinte do presente trabalho visou avaliar o efeito da acédo do
EMeOH e da F. n-ButOH obtidos da espécie vegetal H. crispa em ulceras induzidas
por antiinflamatorio ndo-esteroidal (piroxicam).

Os antiinflamatorios nao-esteroidais (AINEs), a exemplo do piroxicam, do
acido acetil salicilico, diclofenaco, indometacina, dentre outros, causam lesdes
gastricas através da acgao irritativa na mucosa e através da inibigdo da enzima
cicloxigenase. A acao local dos AINEs deve-se a habilidade desses se associarem
quimicamente com os fosfolipidios presentes na superficie da camada de gel
mucoso, dando origem a um complexo mais estavel (LICHTENBERGER et al., 1995;
KURINETS; LICHTENBERGER, 1998; ANAND et al., 1999). Desta forma, o



83

complexo AINE-fosfolipidio se dissocia do muco, permitindo que haja a retrodifusdo
dos ions H" em direcdo as células da mucosa resultando em lesdes do epitélio
gastrico (KWRINETS; LICHTENBERGER, 1998; LICHTENBERGER, 2001).

A PGE;, o prostandide mais abundante no trato gastrointestinal, é
responsavel pela manutencao da integridade da mucosa gastrica (BRZOZOWSKI et
al., 2005; STENSON, 2007), através da regulacdo do muco-bicarbonato, do fluxo
sanguineo e da proliferagao celular, que ao ser suprimida, as defesas da mucosa
gastrica se tornam deficientes (BRZOZOWSKI et al., 2005).

A supresséao da sintese de prostaglandinas, através da inibigdo néo seletiva
da enzima COX pelos antiinflamatérios n&o-esteroidais, € um componente chave
para o aumento da susceptibilidade da mucosa gastrica frente aos agentes
agressores (DING et al., 1998; WALLACE; MA, 2001; RAINSFORD, 2001). Este
processo resulta na diminuigdo do fluxo sanguineo (DING et al., 1998; RAINSFORD,
2001; BRZOZOWSKI, 2003) e isquemia, culminando na geracao de radicais livres
(RAINSFORD, 2001), na reducdo de muco e bicarbonato (RAINSFORD, 2001), no
aumento do ténus vascular (WALLACE, 2001; BRZOZOWSKI, 2003) e da acidez
gastrica (MORIMOTO et al., 1991; WALLACE, 2001).

A inibicdo da sintese de PGE; causa o0 aumento da expressao da citocina
pro-inflamatdria TNF-a (DING et al., 1998; OKADA et al., 1998; WALLACE; MA,
2001; HAMAGUCHI et al., 2001; BRZOZOWSKI et al., 2005) nos macrofagos (DING
et al., 1998; WALLACE; MA, 2001) e nas células da mucosa gastrica (OKADA et al.,
1998), além do aumento da IL-18 (HAMAGUCHI et al., 2001; BRZOZOWSKI et al.,
2005), resultando na expressdo de moléculas de adesao (ICAM-1) no endotélio e
consequente migragado neutrofilica (DING et al., 1998; WALLACE; MA, 2001;
BRZOZOWSKI, 2003). Somado a este fato, os leucotrienos B4 (LTB4) produzidos
pelos neutréfilos, agem como potentes quimiotaxinas (OKADA et al.,, 1998) que
estardo em niveis aumentados devido a diminuigdo de prostaglandina, uma vez que
esse eicosanoide reduz a producéo de LTB4 (WALLACE; MA, 2001).

No modelo avaliado, a agao local na mucosa gastrica foi desconsiderada,
uma vez que o piroxicam foi administrado por via subcutanea, evidenciando que os
danos causados a mucosa foram devido a inibicdo da enzima cicloxigenase. O
EMeOH e a F. n-ButOH avaliados nesse modelo apresentaram atividade

antiulcerogénica, sugerindo, de algum modo, efeito na manutencdo da integridade
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gastrica, através do aumento de muco e bicarbonato ou inibigdo da acidez gastrica,
0 que constitui atividade citoprotetora.

Diante dos resultados obtidos € possivel concluir que o EMeOH e a F. n-
ButOH obtidos de H. crispa inibiram as lesbes ulcerativas induzidas por diferentes
agentes lesivos (etanol, estresse e antiinflamatorio ndo-esteroidal), o que caracteriza
a atividade antiulcerogénica dos mesmos. Os resultados promissores das amostras
vegetais nos levou a investigar um outro modelo que viesse corroborar aos
resultados anteriores. Através do modelo de ligadura do piloro foram avaliados o ILU
e 0s parametros bioquimicos (pH, concentragdo de ions e volume gastrico) do
EMeOH e da F. n-ButOH.

A ligadura de piloro promove a hipersecregao gastrica, entretanto, acredita-
se que o aumento desta secrecdo deve-se aos reflexos vago-vagais promovidos
pelo estimulo dos mecanoreceptores presentes na mucosa antral, durante a
amarradura do piloro (BAGGIO et al., 2003).

Rastogi et al., (1998) verificaram que logo apods a ligadura de piloro, ha o
aumento de pepsina; da atividade mieloperoxidase, indicando a participacdo de
neutrofilos com consequente aumento de radicais livres que leva ao processo de
peroxidagao lipidica e danos celulares. A ligadura de piloro leva ao acumulo de suco
gastrico no estbmago, e drogas que possuam agao anti-secretdria sdo efetivas em
diversos modelos experimentais de indugéo de ulcera (HIRUMA-LIMA et al., 2006b).

Na determinagdo do ILU, no modelo de ligadura de piloro, foi possivel
observar que a cimetidina 100 mg/kg, o EMeOH, na dose de 500 mg/kg, € a F. n-
ButOH, na dose de 125 mg/kg inibiram de forma significativa as lesées induzidas
pela ligadura de piloro em ratos, quando comparados com o grupo controle. Na
avaliacdo dos efeitos das amostras vegetais sob os parametros bioquimicos, o
EMeOH e a F. n-ButOH nao alteraram o pH e a concentragcdo de ions, entretanto
tais amostras reduziram o volume gastrico. Estes dados indicam que houve
absorcao sistémica do EMeOH e da F. n-ButOH e por conseguinte, redugdo das
lesdes ulcerativas, e isso podera esta relacionado com acido antioxidante e uma
possivel atividade anti-secretéria das amostras obtidas de H. crispa.

Na perspectiva de compreender os mecanismos envolvidos na agao
antiulcerogénica do EMeOH e da F. n-ButOH, foram realizados alguns modelos
experimentais, como a participagdo do muco, 6xido nitrico e grupamentos sulfidrilas

na citoprotecdo promovida pelas amostras vegetais estudadas no presente trabalho.
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O muco é um gel viscoso composto de agua, mucinas, lipidios, acidos
nucléicos e imunoglobulinas; e encontra-se aderido as células epiteliais
(FLEMSTROM; ISENBERG, 2001). O mesmo age como uma barreira efetiva contra
a acao digestiva do acido, impedindo sua retrodifusdo (HOLZER, 2000b) e da
pepsina (CHO; OGLE, 1992; TANI et al., 2002); atua contra a agao de agentes
agressores, a exemplo do alcool e das drogas que agridem a mucosa; além de agir
contra os microrganismos; age como lubrificante do alimento ingerido (TANI et al.,
2002); e ao mesmo tempo, restringe o acesso das macromoléculas, incluindo
toxinas bacterianas ao epitélio gastrico (HOLZER, 2000b).

Acredita-se que a camada de gel do muco aderente ao epitélio gastrico, em
vez do muco livre na secregao gastrica, desenvolve um papel importante na
protecdo contra a autodigestdo da mucosa gastrica (CHO;OGLE, 1992). Tem sido
estabelecido que as mucinas presentes no muco possuam a ag¢ao de “varrer’” os
radicais livres, como o radical hidroxil, constituindo dessa forma, outra acao
protetora do muco (SZELENYI; BRUNE, 1988).

A produgdo do muco € regulada por diversos fatores, como o peptideo
liberador do gene relacionado a calcitonina (CGRP), 6xido nitrico (NO) e
prostaglandinas (PG) .O HCI ou capsaicina ativa as fibras nervosas aferentes
extrinsecas, que liberam o CGRP, aumentando os niveis de NO e este ativa a COX
com consequente liberagao de PG, que por sua vez estimula a produgdo de muco
(HOLZER, 2001). Uma vez inibida a prostaglandina, ocorre redugédo da produgao de
Muco e a mucosa gastrica se torna vulneravel aos agentes agressores endégenos
ou exogenos (HAWKIS; HANKS, 2000).

Os resultados do modelo experimental que determinou a quantidade de
muco gastrico apds o tratamento com a F. n-ButOH de H. crispa indicaram que a
mesma é capaz de aumentar de modo significativo a produgdo de muco, o que
sugere a participacdo desse mecanismo de acgao na citoprotegdo promovida pela
espécie vegetal em estudo.

Ap0ds a avaliagao da participacdo do muco no mecanismo de agao do efeito
citoprotetor de H. crispa, a proxima etapa do presente trabalho foi de avaliar qual a
via envolvida na produgdo do muco, sendo assim, o modelo estudado foi a
participagdo do 6xido nitrico na citoprotecdo promovida pela espécie vegetal em

estudo.
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O oxido nitrico (NO) é sintetizado a partir da agao da sintase de 6xido nitrico
(NOS), que converte o aminoacido L-arginina e oxigénio em L-citrulina e NO
(WRIGHT; WARD, 2000). O NO é uma molécula que apresenta multiplos efeitos
biolégicos, e por possuir um elétron desemparelhado, torna-se um radical livre, e
que ao reagir com outras moléculas gera espécies reativas de nitrogénio, como a
nitroxila (NO’), diéxido de nitrogénio (NOy), peroxinitrito (ONOQO) dentre outras
especies reativas (WRIGHT; WARD, 2000).

O NO regula a microcirculagdo e mantém a integridade da mucosa gastrica
em colaboragdo com a agao da prostaglandina e neurénios sensoriais (KATO et al.,
1998), além de inibir diretamente a secreg¢ao acida, atuando na célula parietal
(BERG et al., 2005), e de forma indireta, diminuindo a liberagdo de histamina pelas
células ECL (KATO et al., 1998); além de agir como um antioxidante (KRONCKE et
al., 1997).

A exposicao do tecido ao etanol gera o estresse oxidativo, o qual pode
colaborar para a diminuigdo de NO, sendo este um agente varredor de radicais livres
(REPETTO; LLESUY, 2002). O NO é uma molécula lipofilica, o que favorece sua
acao na inibicdo da propagagdo da peroxidacao lipidica, sendo este, outro
mecanismo pelo qual essa molécula age como antioxidante (WRIGHT; WARD,
2000).

Para estudar a via do 6xido nitrico, foi utilizado o L-name (N®-nitro-L-
arginina-metil-éster), um agente que interage com a L-arginina, inibindo a agdo da
sintase de 6xido nitrico (MONCADA et al., 1997; KATO et al., 1998; DUSSE, et al.,
2003). Nas lesbdes induzidas pelo etanol, ha a participagdo de radicais hidroxila, e
estes sdo inibidos pela presenca do NO, entretanto, o tratamento com L-name
potencializa os danos induzidos pelo radical hidroxila (BULUT et al., 1999). O NO
atenua as ulceras gastricas induzidas pelo etanol através de sua agao antioxidante e
da inibicdo da secregao acida (BULUT et al., 1999).

O EMeOH (500 mg/kg) e a F. n-ButOH (125 mg/kg) mantiveram a protecéo
da mucosa gastrica das lesbes ulcerativas. Com isso pode-se sugerir que as
amostras vegetais nas doses utilizadas nao dependem da acdo do NO promover a
citoprotecdo e possivelmente a produgcdo de muco pela F. n-ButOH obtida de H.
crispa possivelmente seja regulada pelas prostaglandinas.

Outro pardmetro avaliado na citoprotegdo promovida por essas amostras

vegetais foi a participacdo dos grupamentos sulfidrilas na citoprotegao.
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A presenca de radicais livres (RLs) tem sido correlacionada com um grande
numero de doengas, entretanto, os RLs ndo sdo os agentes etioldgicos, mas
participam diretamente dos mecanismos fisiopatoldgicos. As espécies radicalares
sdo envolvidas nos mecanismos de reagdes inflamatérias ou atuam como segundos
mensageiros para a manuntengcdo de diversas fungdes celulares, dentre elas a
defesa do sistema imune contra agentes infecciosos (ROVER-JUNIOR, 2001).

O equilibrio entre a formagao e a eliminagado dos RLs deve ser regulado de
forma que as reacbes e os processos metabdlicos dependentes das mesmas
possam ocorrer em nivel adequado para a manuntegcdo da fisiologia celular. O
desequilibrio deste processo gera um estado pro-oxidante que favorece a ocorréncia
de lesbes oxidativas em macromoléculas e em estruturas celulares, podendo
resultar na morte celular. Esse tipo de lesdo oxidativa é definida como estresse
oxidativo (ROVER-JUNIOR, 2001).

Neste contexto, os processos de defesa do organismo contra os agentes
oxidativos s&o dividos em dois grupos: enzimaticos e ndo enzimaticos (ROVER-
JUNIOR, 2001). Sob condicdes de estresse oxidativo, as EROs sdo reduzidas pela
glutationa nao protéica (GSH) com concomitante formacédo da glutationa oxidada
(GSSG); e de forma enzimatica, a GSH atua como um co-fator na redugédo mediada
pela glutationa peroxidase (GPx), resultando na formacédo de GSSG, sendo esta, a
primeira linha de defesa do sistema antioxidante enzimatico; e por conseguinte, a
glutationa redutase (GSH-Rd) restaura os niveis de GSH (CNUBBEN et al., 2001).

Antioxidantes como a GSH, o maior representante dos grupamentos
sulfidrilas, exercem acdes protetoras contra os danos causados pelo etanol no tecido
gastrico. O tratamento com etanol diminui os niveis de GSH; induz estresse oxidativo
e danos no DNA, além de aumentar a atividade da xantina oxidase na mucosa
gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002).

Portanto, sabe-se que compostos que contém grupamentos sulfidrilas sao
conhecidos por prevenirem o desenvolvimento dos danos na mucosa gastrica
provocados pelo etanol (SZELENYI; BRUNE, 1988). Uma forma de investigar a
participacado dos grupamentos sulfidrilicos € a utilizagao da ferramenta farmacoldgica
N-etiimaleimida (NEM), um agente bloqueador desses grupamentos, que
potencializa as lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol (SZABO et al., 1985; CHO;
OGLE, 1992).
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Os resultados obtidos neste modelo experimental avaliou a participagéo dos
grupamentos sulfidrilas no mecanismo de acao do efeito protetor de H. crispa. Neste
modelo, os animais pré-tratados com NEM apresentaram o indice de lesao
ulcerativa exacerbado; uma vez que esse bloqueador dos grupamentos sulfidrilas
agrava as lesdes ulcerativas produzidas pelo etanol. O EMeOH da espécie vegetal
em estudo nao inibiu as lesbdes ulcerativas, indicando que a gastroprotegao
promovida pela H. crispa depende da via dos grupamentos sulfidrilas.

Diante dos resultados obtidos no presente trabalho, é possivel concluir que
a agao gastroprotetora do EMeOH depende dos compostos sulfidrilas e independe
da via do oxido nitrico. A F. n-ButOH produziu acao gastroprotetora, que esta

relacionada com o aumento de muco e independe da via do 6xido nitrico.
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6. CONCLUSAO

- Os resultados obtidos nos permite concluir que o EMeOH obtido das
partes de H. crispa ndo causou sinais de toxicidade nas doses e condigbes
avaliadas, por nao alterar os parametros comportamentais dos animais e nao causar
morte dos mesmos;

- O EMeOH e a F. n-ButOH nas doses avaliadas apresentaram atividade
antiulcerogénica frente aos agentes indutores de ulcera gastrica em animais: etanol,
estresse; antiinflamatdério ndo-esteroidal;

- As amostras vegetais apresentaram agéo gastroprotetora frente as lesdes
ulcerativas induzidas por contensdo da secrecdo no modelo de ligadura de piloro;
através da absorcao sistémica;

- O EMeOH e F. n-ButOH n&o apresentaram alteracbes no pH e na
concentragdo de ions H®, entretanto promoveram redugdo do volume gastrico,
sugerindo que as amostras vegetais foram absorvidas sistemicamente, contudo se
faz necessaria a investigagdo de modelos que avaliam a agdo do EMeOH e F. n-
ButOH sob os horménios gastrina e somatostatina;

- A protecdo da mucosa gastrica promovida pela F. n-ButOH esta
relacionada com o aumento da producéo produg¢ao de muco;

- A protecado da mucosa gastrica promovida pelo EMeOH e pela F. n-ButOH
independe da via do 6xido nitrico;

- A protecéo exercida pelo EMeOH é dependente dos compostos sulfidrilas;

Dessa forma pode-se sugerir que a ac¢ao antiulcerogénica das amostras
vegetais esta relacionada ao mecanismo de citoprotecdo, com alguns indicios de
mecanismos anti-secretérios e antioxidantes, se fazendo necessaria a realizagao de

modelos complementares.
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7. PERSPECTIVAS

Diante dos resultados obtidos na investigagao da atividade antiulcerogénica
do EMeOH e F. n-ButOH da espécie vegetal H. crispa, propde-se as seguintes
perspectivas com a finalidade de complementar o presente estudo:

- Investigar a participagdo da via das PGs na agéo gastroprotetora da F. n-
ButOH;

- Determinar os niveis sanguineos de somatostatina e gastrina, como forma
de avaliar os mecanismos anti-secretorios;

- Avaliar os parametros bioquimicos dos suco gastrico quando realizada a
via oral de administracéao;

- Investigar os fatores envolvidos no processo de cicatrizagdo de lesdes
ulcerativas em modelos crénicos de ulcera gastrica;

- Avaliar mecanismos de agao antioxidante das amostras vegetais.
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Protocolo experimental para triagem comportamental

Planta Utilizada:
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Doses:

Data:

Via de Administracao:

Animais:

Responsavel Técnico:

Grupos:

Atividade Farmacologica

Quantificacdo dos efeitos

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

(++) efeito intenso

Até 30°

Th 2h 3h

4h

1—-SNC

a- Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

i g

Movimento intenso das vibrissas
Outras

B — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacao

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta @o togue diminuido
Perda do reflexo comeal
Perda do reflexo auricular
c- Outros comportamentos
Ambulagao

Bocejo excessivo
Groming

Rearing

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Contorgoes abdominais
Abducao das patas do trem posterior
Pedalar

Esterectipia _

2 — SN AUTONOMO
Diarréia

Constirpagac

Defecacao aumentada
Respiracgo forgada
Lacrimejamento
Salivacao

Ciancse

Tono muscular

Forca para agarar

3 —MORTE

Fonte: ALMEIDA et al., 1999.
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