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Resumo

Ipomoea imperati (Convolvulaceae) € usada na medicina tradicional para o tratamento
da inflamagdo, inchaco e feridas, bem como para tratar dor pds- parto e para problemas
do estdbmago. 1. imperati, apresenta compostos quimicos como alcalédides inddlicos e
resinas glicosidicas, que sao os componentes bioldgicos comumente ativos na familia
Convolvulaceae. Em estudos anteriores, I. imperati inibiu a inflamacdo tépica e
sist€tmica de maneira concentragdo-dependente, bloqueando significativamente a
atividade da enzima fosfolipase A, obtida da peconha de abelha. Este trabalho avaliou a
atividade anti-ulcerogénica de I. imperati em modelos animais de tlcera aguda e
cronica. Também foi realizado um estudo histolégico para visualizacdo do efeito
preventivo e cicatrizante da espécie Ipomoea imperati em modelo de ulceras géstricas.
Em nosso estudo, I. imperati (200 mg/Kg) preveniu a formagdo de lesdes géstricas
induzidas pelo etanol em 77,2 % (p<0,05) quando comparado com o controle negativo
tween 80. O controle positivo lanzoprazol preveniu em 85,6% a formagao dessas lesdes
induzidas pelo etanol via oral (p<0,05). Com o estudo histolégico confirma-se que, a
administracdo oral de Ipomoea imperati uma hora antes do agente ulcerogénico,
preveniu a formacao de tlceras géstricas conservando as caracteristicas de citoprote¢ao
da mucosa gastrica e garantindo a integridade de glandulas e fossetas gastricas da
camada mucosa. Ainda foi avaliada a atividade cicatrizante de 1. imperati (200mg/kg,
v.0.) no modelo de tlcera cronica induzida por 4cido acético. 1. imperati cicatrizou 70%
das lesdes cronicas induzidas pelo dcido acético em tratamento realizado por via oral no
periodo de 14 dias (p<0,05). J4 o controle positivo cimetidina cicatrizou 78,8% dessas

lesdes cronicas da mucosa gastrica de roedrores (p<0,05). A andlise histoldgica



confirmou esses resultados recuperando a camada mucosa (glandulas e fossetas
géstricas e epitélio de revestimento superficial) lesada pelo dcido acético, bem como a
camada muscular da mucosa. Assim, foi possivel observar em experimentos in vivo que
a espécie em estudo Ipomoea imperati apresenta atividade preventiva e cicatrizante da
mucosa gastrica, sendo este efeito muito préximo aos efeitos obtidos com as drogas
antiulcerogénicas tradicionalmente usadas no mercado, como lanzoprazol e cimetidina.
Esses dados sdo confirmados através do estudo morfoldgico realizado em nossos
laboratérios, onde I. imperati preservou as caracteristicas dos tecidos da mucosa
gdstrica de roedores.

Palavras Chaves: Ipomoea imperati, ratos, Ulcera géstrica, cicatrizagdo, plantas

medicinais.



Summary

Ipomoea imperati (Convolvulaceae) is used in traditional medicine for the treatment of

inflammation, swelling and wounds, as well as to treat pains after childbirth and for

stomach problems. I. imperati showed that indole alkaloids and resin glycosides are the

most common biologically active constituents in the Convolvulaceae.

In previous studies, 1. imperati inhibited the topical and systemic inflammation in a
concentration-dependent manner. /. imperati had a significant inhibitory activity against
phospolipase A, enzyme from bee venom. This work evaluates the antiulcerogenic
activity of 1. imperati in acute and chronic gastric lesions. A histological study was also
carried out to evaluate the preventive and healing actions of 1. imperati in gastric ulcer
model. In our study, Ipomoea imperati (200 mg/Kg'l, p.o.) prevented the formation of
gastric lesions in 77,2 % (p<0.05) when compared with the negative control tween 80.
The positive control, lanzoprazole, prevented in 85,6% the gastric lesions formation
induced by ethanol (p<0.05). Therefore, the oral administration of Ipomoea imperati
one hour before the ulcerogenic agent prevented the ulcer formation, conserving the
citoprotection characteristics of the gastric mucosa and assuring the integrity of gastric
glands and gastric fossets. The healing activity of I imperati (200mg/kg-', p.o.)
evaluated in chronic ulcer experiments induced by the acetic acid, was 70% (p<0.05).
The positive control, cimetidine, healed 78,8% of the gastric lesions (p<0.05). The
histological analysis confirmed the recovery of the mucosal layer (gastric glands, gastric

fossets and surface epithelium) and the muscle mucosal layer harmed by the acetic acid.



It was observed that in vivo experiments confirmed the preventive and healing activities
of I imperati in the gastric mucosa, being these effects similar to commonly used
antiulcerogenic drugs such as lanzoprazole and cimetidine. The results are confirmed by
the morphological study carried out in our laboratory, where I. impereati preserved the
characteristics of the gastric mucosal tissue of rats.

Key words: Ipomoea imperati, rats, gastric ulcer, healing, medicinal plants.
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I-Introducao

1.1. A patologia da ulcera gastrica

z

A ulcera géstrica ¢ uma doenca que afeta consideridvel nimero de pessoas
globalmente. As lesdes ulcerosas aguda ou cronica da mucosa gastroduodenal refletem a
perda de equilibrio dindmico entre os elementos de defesa e de agressdo da mucosa, que
atuam de modo antagénico (CHINZON & ZATERKA; 1996). Sabe-se que atualmente a
infec¢do por Helicobacter pylori é considerada uma das causas mais significativas da
formacdo da ulcera péptica (KUSHIMA et al., 2005). Ainda esses autores relatam que
esta bactéria estd presente tanto na mucosa de individuos portadores de lesdes géstricas,
como também na mucosa de individuos sadios, os quais podem ou n@o desenvolver esta
patologia. Assim, a presenca de H. pylori, as alteracdes na secrecdo dcida e a
diminuicdo da citoprotecio da mucosa géastrica, sdo considerados os principais
responsaveis pela formacdo e desenvolvimento das ulceras pépticas e também geram
uma dificuldade de cicatrizagcao da lesdo j4 instalada.

Nos ultimos 20 anos, o estudo de doencas relacionadas a ulcera péptica e
duodenal tem aumentado significativamente devido a utiliza¢do de varias técnicas, que
tém possibilitado o estudo mais detalhado da mucosa géstrica (BRZOZOWSKI, 2003).

De acordo com Repello & Llesuy (2002), a etiologia das ulceras
gastroduodenais também ocorreram devido a presenca de uma bactéria, Helicobacter
pylori e também por varios outros agentes agressivos como secre¢do dcida, estresse,
fumo, drogas antiinflamatérias ndo esteroidais, deficiéncia de nutrientes e pepsina.
Esses mesmos autores relatam que agentes protetores da mucosa como bicarbonato,
muco, fluxo sanguineo, regeneracdo celular, e ainda agentes enddgenos como
prostaglandinas e fator de crescimento epidermal (EGF) devem modular a protecdo da

ulcera géstrica.
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A mucosa géstrica exposta a agentes ulcerogénicos necrotizantes como aspirina,
indometacina, 4cidos biliares, dlcool e isquemia, desenvolve caracteristicas
morfoldgicas, alteracOes ultra-estruturais e funcionais que refletem em injurias. As
lesdes agudas da mucosa géstrica estdo associadas com: 1) ruptura da camada e
superficie hidrofébica da membrana, 2) injiria e esfoliacdo da superficie do epitélio
com perda da barreira e fungdo elétrica, 3) injdria profunda na camada mucosa
incluindo célula endotelial microvascular, zona de proliferacdo celular, célula parietal e
principal. Danos do endotélio microvascular levam a uma parada da microcirculagdo,
cessando oxigénio e transporte de nutrientes. Todos esses eventos resultam na formagao
de erosdo e ulceracdo da mucosa. A diferenca entre erosdo e ulcera é que a erosio se
implanta na mucosa, enquanto a dlcera penetra na camada muscular da mucosa (JONES
& EMERSON, 1999).

Experimentos in vivo sugerem que a gastrina e a acetilcolina estimulam a célula
enterocromafin “like” (ECL), a liberar histamina. ECL tem um “dnico maquindrio” para
controlar a sintese e a estocagem de histamina sob diferentes condicdes fisioldgicas. A
ativacdo de seus receptores causa influxo de calcio seguido por liberagdao da histamina
estocada (PRINZ et al., 2003).

Um pequeno desequilibrio entre os mecanismos agressores da mucosa € 0s
mecanismos protetores poderd causar uma lesao (Figura 4). Assim, o desenvolvimento
de uma terap€utica adequada para o tratamento das ulceras pépticas tornou-se de vital
importancia (SOUZA-BRITO E NUNES, 1997).

As ulceras pépticas sdo o resultado da associacdo de fatores agressores
enddégenos (4cido, pepsina e bile) e de fatores exdgenos predisponentes, relacionados a
condic¢des de vida (estresse, fumo, dlcool, uso continuo de drogas antiinflamatérias nao

esteroidais (DAINES), ingestdo de determinados alimentos e a presenca de
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Helicobacter pylori, como também a predisposi¢do genética, que reduziriam a defesa da
mucosa gastrica (HIRSCHWITZ, 1995; BRUNTON, 1996; WOLFE & SANCHS,

2000; WALLACE, 2000).

Fatores Fatores
Agressores Defensores

écido Muco
Pepsina Bicarbonato
Bile Fluxo sangnineo
Estilo de Vida PGs
DAINES R estitui¢éo/
H. pylori R enovagio

Figura 1: Esquema fisiopatoldgico atual da dlcera péptica.

As drogas utilizadas atualmente ndo sao 100% eficazes na remissao de ulceras. Entre as
inimeras drogas empregadas temos: antidcidos, anticolinérgicos, antagonistas do
receptor H-2 para histamina e inibidores de bomba de préton. Embora, sejam
atualmente, raramente utilizados, alguns procedimentos cirdrgicos,como a vagotomia,
ainda sdo indicados para alguns casos da patologia (SOUZABRITO,1997).

O desenvolvimento de potentes drogas anti-secretoras, como antagonistas do

receptor de histamina e inibidores da bomba de prétons, resultam na formagdo de
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bicarbonato de sdédio, que € secretado na superficie das células epiteliais na cavidade

gastrica (TSUKIMI et al., 2001).

1.2. O estbmago

O trato gastrointestinal (TGI) tem uma conformagdo adequada para obtencdo de
nutrientes ¢ manutencdo do bom funcionamento das células (KUTCHAI, 1996).
Apresenta uma grande superficie de absor¢do e uma variedade de glandulas produtoras
de sucos digestivos com capacidade de quebrar os nutrientes em moléculas
suficientemente pequenas para, apds completa digestdo na superficie da mucosa, serem

absorvidas pelo intestino delgado.

O estdmago, um dos segmentos proximais do TGI, circundado por vdrias
camadas de musculo liso e revestido por uma mucosa, estd dividido em quatro regides
anatdmicas: cardia, fundo, corpo e antro (Figura 1). Este 6rgdo estd envolvido na
digestdo de proteinas e possui depressdes e glandulas em toda sua extensdo, sendo a
superficie (Figura 2) constituida por células epiteliais secretoras de muco e os sulcos,
por células parietais, principais, enterocromafins-like (ECL) e células G, produtoras de
gastrina (KUTCHAI 1996).

O mesmo autor relata que as células parietais, secretoras de acido, e as células
principais, de pepsinogénio, estdo localizadas primariamente no fundo e no corpo,
enquanto que as células de gastrina estdo no antro. O suco géstrico normal é uma
mistura da secre¢do parietal (dcido e fator intrinseco) e secrecdes nao parietais (muco,
bicarbonato, Na+, K+ e pepsinogénio).

As células parietais secretam acido por trés vias: pardcrina, quando estimuladas
pela histamina produzida pela ECL; enddcrina, estimuladas pela gastrina produzida
pelas células G do antro; e neural, estimuladas pela acetilcolina liberada nas

terminacdes nervosas eferentes do vago e do sistema nervoso entérico. Histamina,
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gastrina e acetilcolina possuem seus respectivos receptores localizados na membrana
basolateral das células parietais. Gastrina e acetilcolina tém receptores na membrana das
células ECL e também estimulam a secrecdo 4cida indiretamente, através da liberacao
de histamina (YAO & FORTE, 2003) (Figura 3).

Os mesmos autores relatem que a secre¢do dcida envolve basicamente uma
elevacdo inicial de célcio intracelular e/ou AMPc, seguido pela ativacido da cascata de
proteina kinase AMPc dependente, que leva a translocacdo e inser¢do da bomba de

préton (H, K-ATPase) dentro da membrana apical das células parietais.

FUNHD O

CARDIA

Figura 2: Anatomia do estdmago (Retirado de Hansen & Koeppen, 2003,

Artmed)
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Celula Parietal

FERa . Célula G

e — o2 |ula ECL

Células Chefe

Figura 3: Distribui¢do anatomica das camadas musculares e localiza¢do das células do

estomago (Retirado de Hansen & Koeppen, 2003, Artmed).

o Acetilcolina

Antagonista de Receptor Antagonista
Histamina H, Muscarinico

l Muecadnico M, Gastrina
Hinaminioﬂ_\ m /) /
& Receptor CCK,
ep C ina H, \§ :?'-dmm\j/
muﬂ%‘ o

Célula Parietal — W K
KA 4 Inibidores da Bomba
: Protinica
l‘.‘l"—~\‘ l

Figura 4: Representacdo esquematica da secrecdo dcida gastrica. Adapatado de Olbe et
al., 2003
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1.3. Regulacdo da Secrecdo Acida

Com relacdo a secrecao acida, a via neural estimula diretamente células parietais
e células G no antro, responsaveis pela liberacdo de gastrina, bem como células ECL
presente na glandula oxintica, promovendo a liberacdo de histamina. A estimulacdo
direta e indireta da célula parietal € mediada principalmente por trés receptores:
muscarinico colinérgico (M;R), histaminérgico (H;R) e receptor de gastrina/CCK-B
(CCK;R). Desses trés receptores, entretanto, o HyR parece ser o receptor chave na
secrecdo acida gastrica, pois antagonistas de HoR ndo inibem somente a secrecdo acida
estimulada pela histamina, mas também a secrecdo dcida estimulada por gastrina e
acetilcolina (AIHARA et al., 2003).

Os mesmos autores relatam que a ativacdo de receptores de histamina resulta
num aumento dos niveis intracelulares de AMPc, o qual age como segundo mensageiro
para a transferéncia do sinal na etapa final da secrecdo dcida. Por outro lado, a
estimulacdo do receptor muscarinico M, pela acetilcolina, ou do receptor CCK;,R pela
gastrina, resulta num sinal mediado pelo aumento intracelular de fons célcio livre.

Embora a histamina tenha sido reconhecida como um potente secretagogo da
secrecdo dcida desde 1920, o seu papel fisioldgico no estdomago é novamente tema de
debates; também a acetilcolina e gastrina sdo de grande importancia na estimulacdo da
producdo acida gastrica (BAROCELLI & BALLOBENI 2003).

Ligantes colinérgicos ndo somente estimulam a liberagdo de histamina a partir
das células ECL, como também estimulam diretamente a célula parietal por ativacdo do
receptor M1 na superficie celular. Por essa razdo, um antagonista do receptor M1 pode
inibir completamente, tanto direta quanto indiretamente, a secrecdo 4cida visto que as

vias de estimulacdo da célula parietal ndo sdo distintas (WILKES er al., 1991). A
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inibi¢cdo da ativacdo do receptor de histamina H2 é um meio efetivo e seguro de regular
a secrecdo dcida gastrica.

Virios estudos mostram também o envolvimento de hormonios gastrointestinais
como gastrina na patofisiologia das ulceras géstricas (Dockray, 1999), a participacdo do
peptideo somatostatina e do fator de crescimento epidermal (EGF) na cicatrizacdo do

processo ulcerogénico (TARNAWSKI et al., 2001).

(@'N

A gastrina é o secretagogo responsavel pela secrecdo dcida gastrica, a qual
liberada em resposta a produtos da digestdo como aminoédcidos. Sua inibicdo é
promovida pela somatostatina (produzida pelas células D) quando o pH cai abaixo de 3
no antro. O 4cido aplicado diretamente a célula G inibe a secrecdo de gastrina; ja na
célula D, o mesmo procedimento estimula a secrecio de somatostatina, o que
consequentemente inibe a liberagdo de gastrina (ZAVROS et al., 2002).

Vale salientar também que a gastrina € liberada em resposta aos produtos da
digestdo como aminodcidos; os quais estimulam a secrecao acida géstrica e a produgdo
de membros da familia do EGF, que promovem o crescimento de células epiteliais
superficiais (DOCKRAY, 1999).

A somatostatina € um polipeptideo secretado pelas células D presentes na regido
do antro e do fundo do estdbmago, além do pancreas, que também contribui na protecao
da mucosa gastrica inibindo a funcdo secretéria de gastrina pelas células G. As
atividades bioldgicas da somatostatina no trato gastrointestinal, incluem a inibi¢do da
secrecdo de acido cloridrico e de pepsina no estdmago (ZAKI et al., 2002).

A terapéutica da secrecdo dcida gastrica tem avancado nos dltimos anos, devido
ao aumento da especificidade de farmacos envolvidos na inibi¢do da secrecdo 4cida
géstrica (SACHS, 2003). A ulcera péptica, o refluxo gastro-esofdgico e o sangramento

na parte superior do estdbmago sdo condi¢des que aumentam a demanda no cuidado a
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saude. A supressao de dcido é uma terapia comum nessas situagdes. Estudos de custo
comparando os diversos supressores de d4cido incluem beneficios econdmicos
prevenindo complica¢des (ERSTAD, 2003).

Agentes farmacoldgicos, como antagonistas de receptor H2 e inibidores da
bomba de prétons, sdo frequentemente utilizados no tratamento de doencgas relacionadas
a acidez tais como ulcera gastroduodenal e esofagite de refluxo. O aumento da
compreensdo do mecanismo preciso da secrecdo dcida gdstrica no receptor, enzimas e
sistema de transducdo de sinal citoplasmatico, possibilita o desenvolvimento de uma
efetiva farmacoterapia antisecretora (AIHARA et al., 2003).

O 4cido gastrico € secretado pelas células parietais em resposta a influéncia do
Sistema Nervoso Central (SNC) e por regulagdo mucosa, através de receptores de
membrana. A ativacio desses receptores gera mudancas em segundos mensageiros, 0s
quais determinam a atividade da bomba de prétons gastrica, a H', K'-ATPase. A
regulacdo nervosa ocorre principalmente por modulacdo da atividade de uma variedade
de nudcleos no hipotdlamo via neurotransmissores e peptideos, como resposta a
estimulos alimentares (HIRSCHOWITZ et al, 1995).

Ainda esses autores relataram que o controle da secre¢do 4dcida na mucosa
gdstrica se da por ativacdo de receptores de acetilcolina, histamina e gastrina, os quais
possuem cardter ativador da secrecdo; assim como também receptores para o fator de
crescimento epidermal (EGF) e prostaglandinas (PGE2) com funcao inibitdria.

Fatores de crescimento, como o EGF, sdo polipeptidios que se ligam a
receptores celulares e estimulam elementos celulares importantes da cicatrizacdo de
ulceras como angiogénese, granulacdo e re-epitelizacdo tecidual (SZABO & VINCZE,
2000). O EGF é um polipeptideo com 53 aminodcidos sintetizado em glandulas

salivares, rim, glandula duodenal de Brnner’s, pancreas, figado e glandulas mamarias de
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lactantes. Grande quantidade de EGF tém sido encontrado no limem do trato gastro-
intestinal (ELLIOT et al., 2000).

O receptor de EGF estd presente em células parietais de mamiferos. Estudos
demonstraram que o EGF inibe seletivamente a resposta histaminica de glandulas
géstricas de coelhos, com conseqiiente reducdo da secrecio acida gastrica, contribuindo
como importante fator no processo de cicatrizacdo natural (HIRSCHOWITZ et al,
1995).

As prostaglandinas, especialmente as PGE,, sdo geradas na mucosa géstrica via
atividade da enzima ciclooxigenase (COX). Elas sdo consideradas potente
vasodilatadora e hiperalgésica, sendo capaz de inibir parcialmente a secre¢do de acido
cloridrico e garantir, em grande parte, a manutencdo do fluxo sanguineo para esta
mucosa; a vasodilatacdo garante também, em grande parte, a producdo e secrecido de
muco e bicarbonato (WALLACE et al., 2000).

Paula e colaboradores em 2005 descreveram que ratos desnutridos (que se
alimentam com dieta contendo uma quantidade menor de proteina do que o normal),
apresentam menor susceptibilidade a ulceragdo aguda da mucosa géstrica, devido a uma
maior producdo de fatores citoprotetores da mucosa gastrica como muco e

prostaglandina E,.

1.4. O processo de formacao da ulcera gastrica

Sabe-se que o etanol é um potente agente causador de tulceras géstricas, isto
porque o contato direto deste agente com a mucosa gastrica, solubiliza o muco protetor
deixando assim, a mucosa géstrica indefesa a ac@o hidrolitica e proteolitica do acido
cloridrico e da pepsina, respectivamente. O etanol pode induzir ainda um aumento na
secrecdo do acido gastrico e por contato direto, alterar a rede de vascularizacdo local e

romper vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica desencadeando um processo
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necrotizante no tecido. Deste modo, a hipersecrecdo gastrica juntamente com a
fragilidade da rede vascular e a dissolucdo da camada muco protetora da mucosa
gdstrica constituem os principais fatores envolvidos na instalacio de uma ulcera
induzida pelo etanol (PANDOLFINO et al., 2000).

Paula et al. em 2005, também relataram que os extensos danos causados pelo
etanol na mucosa géstrica estdo correlacionados com a degranulacdo de mastdcitos, os
quais sdo responsaveis pela liberacdo de neuropeptidios e mediadores inflamatorios,
incluindo histamina e leucotrienos. Ainda, a indug¢do de tlceras por etanol ndo é
prevenida por agentes anti-secretdrios como a cimetidina, mas sim por agentes que
aumentam os fatores defensivos da mucosa géstrica como as prostaglandinas E2.

Pacheco et al., 2006 relataram que o etanol é considerado um agente irritante da
mucosa géstrica, o qual destréi a camada de muco e bicarbonato, que atuam na protecao
da mucosa gastrica contra o 4cido cloridrico e outros agentes agressores. O etanol atua
bloqueando a citoprotecdo géstrica por precipitacdo de proteinas, liberacao de radicais
livres e redu¢do da concentragdo de compostos sulfidrilas nas células da mucosa.

O processo ulcerogénico estd relacionado ao estresse oxidativo e este €
considerado um desequilibrio entre os mecanismos de defesa do organismo (moléculas
antioxidantes naturais como a glutationa), em relagdo ao nimero de substincias
oxidantes produzidas pelo agente indutor de lesdo ou ainda por alteracdes bioquimicas
do préprio organismo. Este fato causa prejuizo na fisiologia do trato-gastrointestinal
(TGI) e favorece a formacao de doencas como gastrite e dlceras gastricas (LIH-BRODY
et al., 1996).

Além de mecanismos secretérios e citoprotetores, tem sido destacada a
participacao dos radicais livres de oxigénio gerados no processo de oxidacdo, que na

mucosa gastroduodenal causam lesdes pépticas. Os radicais livres sdo moléculas que
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agridem a membrana lipidica (peroxidagdo lipidica), 4cidos nucléicos, enzimas e
receptores; ocasionando altera¢des na estrutura, além de alteragdes na atividade celular
(ANDREOLL, 2000).

La Casa et al., (2000), relatam que o processo de peroxidagdo lipidica resulta no
aumento da atividade da enzima Xantino-Oxidase (XO) que, por sua vez induz aumento
da producgdo e da liberacdo de radicais livres. Isto traz como conseqiiéncia também a
ativacdo dos leucdcitos polimorfonucleares (PMN), que migram para o espaco
intersticial e com isso promovem a liberacio de mais radicais livres, ocasionando
consequentemente inflamacao e lesao do tecido (MOTILVA et al., 1996).

Também Villegas et al., (2001) relataram a importincia da enzima
mieloperoxidase (MPO), enzima que serve como marcador enzimatico de leucdcitos e
permite a quantificagdo da ocorréncia do processo inflamatério no tecido lesado. Além
disso, tem sido sugerido que os radicais livres gerados por neutréfilos devem favorecer
a formacao de lesdes cronicas induzidas pela administracdo de 4cido acético (ITO et al.,
1998).

Sabe-se que a cimetidina, quando administrada em ratos submetidos a ulceracao
por acido acético, inibe a saida de secrec¢do acida e diminui o tamanho das lesdes devido
a uma estimulagcdo de fatores de crescimento como o fator de crescimento epidermal
(EGF) (TARNAWSKI et al., 2001). Ainda a cimetidina € considerada uma droga
amplamente usada como agente anti-secretorio géstrico na preven¢do e tratamento de
ulceras gastricas (DIAS et al., 2000).

A ulceragdo géstrica cronica induzida por 4cido acético é uma lesdo necrética
profunda, a qual envolve toda a mucosa gastrica, penetrando através da camada
muscular da mucosa. A cicatrizacdo da mucosa € um processo dindmico de

preenchimento de defeitos da mucosa com proliferacdo e migracdo de células epiteliais
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e tecido conectivo resultando na reconstrucao da arquitetura da mucosa (TARNAWSKI
etal., 1995).

Componentes que auxiliam ndo apenas no processo de cicatrizagdo das lesdes
gastroduodenais, como também contribuem com a qualidade da cicatrizagdo destas
lesdes, estdo sob investigacdo. A ulcera cronica por dcido acético, aparenta ser intratavel
quando comparada com as ulceras vistas clinicamente. Este fato se deve por ser uma
lesdo persistente durando mais de 150 dias (sem intervenc¢do adicional), por favorecer o
aparecimento de hemorragias e por aumentar as margens da lesdo durante a cicatrizagao
(ITO et al., 1994).

Fatores de crescimento, como o EGF, sdo fatores de crescimento que se ligam a

receptores celulares de membrana do tipo tirosina quinase, os quais estimulam
elementos celulares importantes da cicatrizacdo de ulceras como angiogénese,
granulacgdo e re-epitelizagdo tecidual (SZABO & VINCZE, 2000).
Paula et al., 2008a mostram que o EGF, um fator cicatricial recentemente descoberto
na mucosa gastrica, estd presente no estdmago de roedores tratados com um Jleo
essencial obtido das cascas de uma planta bastante comum na AmazoOnia, a espécie
Croton cajucara Benth, conhecida popularmente como “sacaca”. Este estudo fornece
um novo mecanismo de acdo antiulcerogénico da planta, j& que mecanismos
citoprotetores em roedores, foram evidenciados por HIRUMA-LIMA e colaboradores
no ano de 2002.

Também Toma et al., 2004 demonstraram que o EGF foi encontrado no
estdmago de roedores tratados com alcaldides obtidos de Senecio brasiliensis, € que os
mesmos tém o papel de favorecer a cicatrizagdo de ulceras géstricas.

Muitos produtos farmacéuticos t€ém sido usados no tratamento de tlcera

gastroduodenal e doenga péptica. Muitas vezes, esse tratamento nao cicatriza as lesdes
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gdstricas com qualidade e conseqiientemente a recidiva dessas lesdes € considerado um
fator comum (TOMA et al., 2002). Assim, a terapia de ulceras gastricas e duodenais

continua sendo um importante objetivo da pesquisa nesta drea.

1.5. Propriedades farmacoldgicas de Ipomoea imperati

Em anos recentes, t€ém crescido o interesse do uso terapéutico de produtos
naturais, especialmente aqueles derivados de plantas (RATES, 2001). Na medicina
tradicional, varias plantas tém sido usadas para o tratamento de desordens do trato-
gastrointestinal, incluindo dlceras gastrica e péptica (SINGH & MAJUMDAR, 1999).

Hiruma-Lima et al., 2002 relataram que muitos produtos farmacéuticos sio
usados para o tratamento de ulceras gdastricas, como anti-acidos, inibidores da bomba
protonica ou bloqueadores de receptores H2. Muitas dessas drogas ja conhecidas
comercialmente apresentam efeitos colaterais indesejdveis, sendo assim existe uma
necessidade de novos estudos de substincias naturais potencialmente ativas com menos
efeitos adversos para uso no tratamento de ulceras gastricas.

Diferentes agentes terapéuticos, incluindo produtos extraidos de plantas, sdo
usados para inibir a secrecdo dcida gastrica ou aumentar os mecanismos defensivos da
mucosa produzindo muco, estabilizando a células epiteliais superficiais ou interferindo
com a sintese de prostaglandinas (LEWIS & HANSON, 1991). Os mesmos autores
relatam que plantas sdo consideradas fontes de novas drogas e tem produzido resultados
promissores para o tratamento de ulceras gastricas.

Na medicina tradicional, por exemplo, vérias plantas medicinais t€ém sido usada
para tratar desordens do trato gastrointestinal (GRACIOSO et al., 2000; HIRUMA-
LIMA et al, 2002; TOMA et al., 2003, PAULA et al.; 2006). Isto é uma importante
razdo para investigar o efeito antiulcerogénico de plantas medicinais com uso

tradicional na doenca géstrica.
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A familia Convolvulaceae € composta por aproximadamente 59 géneros e 1800
espécies (LIMA & BRAZ-FILHO, 1997). Nesta familia estd classificado o género
Ipomoea, que se destaca por ser constituido de 600 a 700 espécies, as quais ocorrem
principalmente no Continente Americano. Deste nimero, apenas 34 espécies foram
estudadas sob o ponto de vista quimico e/ou farmacolégico.

Os mesmos autores relatam que terpendides, alcaldides, flavondides, lignanas
sd0 compostos quimicos comumente encontrados no género Ipomoea. Este género é
caracterizado pela ocorréncia de resinas glicosidicas, constituida principalmente por
glicolipideos (Hernandez-Carlos & Pereda-Miranda 1999; MacLeod et al., 1997), e por
alcaléides do tipo indolizidinicos JENETT-SIEMS et al., 1998).

De acordo com La valva & Sabato (1983), a espécie de planta . imperati aparece
em muitas praias do Oceano Atlantico. O formato das folhas desta planta e a coloragdo
das flores sdo usadas como subsidios essenciais na identificagdo das espécies (JOLY,
1970).

Alguns estudos farmacoldgicos do género Ipomoea comprovaram vdrias atividades
bioldgicas: antimicrobiana, analgésica, espasmogénica, hipotensiva, inseticida,
psicomimética e anticancer (BIEBER et al., 1986). Estudos da espécie Ipomoea pes-
caprae mostraram que seus compostos biologicamente ativos exercem atividade anti-
inflamatéria e analgésica (DE SOUZA et al., 2000; PONGPRAYOON et al.,
1991a,1991b 1992a, 1992b). Além disso, os extratos resinosos de variadas espécies de
plantas da familia Convolvulaceae também t€m sido usados para fins medicinais
(SINGH & STACEY, 1973).

A espécie em estudo pertencente 2 mesma familia, Ipomoea imperati, € usada na
medicina popular para o tratamento de inflamacOes, feridas e como diurético

(FOSBERG & SACHET, 1977). Ainda, estudos cientificos comprovaram a atividade
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analgésica e antiinflamatéria do extrato dessa espécie de planta mostrando resultados
significativos com minimizacdo de efeitos téxicos (PAULA et al., 2008b, PAULA et
al., 2003).

A familia Convolvulaceae € rica em 4cidos graxos glicosilados. Foram isoladas sete
resinas glicosiladas de [I. imperati do tipo éster, portadoras de estruturas
intramoleculares ciclicas sem, no entanto, realizarem estudos de possiveis atividades
bioldgicas. Sabe-se, no entanto, que essas resinas foram obtidas de uma fragdo apolar do
extrato bruto da planta em estudo (NODA et al., 1994).

Desta forma, devido as variedades bioldgicas descritas para o género Ipomoea, a
possibilidade de isolamento de uma grande variedade de estruturas quimicas, aos efeitos
analgésico e antiinflamatdrio descritos para Ipomoea imperati, o objetivo deste estudo
foi verificar a atividade anti-ulcerogénica de 1. imperati em modelos de ulcera aguda
induzida pelo etanol e em modelo de ulcera cronica induzida por 4cido acético. Também
foi realizado um estudo histoldgico para visualizacdo do efeito preventivo e cicatrizante

das lesdes gastricas por parte de Ipomoea imperati.
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Il Objetivos:

O objetivo deste trabalho foi verificar a atividade anti-ulcerogénica de Ipomoea
imperati em modelos de tulcera aguda induzida pelo etanol e em modelo de ulcera
cronica induzida por acido acético. Também foi realizado um estudo histolégico para
visualizacdo do efeito preventivo e cicatrizante das lesdes gdstricas por parte de

Ipomoea imperati.
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Ill. Materiais e Métodos

3.1. Planta utilizada

As folhas de I. imperati foram coletadas por A.C.B. Paula na praia de Boracéia,
SP, Brasil (Figura 5). A espécie I. imperati foi identificada pelo Prof. Dr. José Rubnes
Pirani (Universidade de Sao Paulo) e Profa. Dra. Rosangela Simdes Bianchini (Instituto
Botanico de Sao Paulo), e estd depositada no mesmo Instituto Botanico de Sao Paulo

com o nimero de voucher SP 35184.

Figura 5: Foto da espécie em estudo Ipomoea imperati (Convolvulaceae) coletada na

praia de Boracéia, litoral sul do estado de Sao Paulo.
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3.2. Extracao das fracoes isoladas de Ipomoea imperati

As folhas de I. imperati (5Kg) foram extraidas com metanol 40%, filtradas e o
solvente evaporado a vacuo. Uma parti¢do com dgua:diclorometano (1:1, v/v) separou
fracao polar (80g) e apolar (65g), onde esta ultima mais ativa, foi fracionada em coluna

cromatogréfica e usada nos experimentos (figura 6).

extrato extrato
F1 F2 F4 F5 F6 F7 F8F9 FF
-
.
4 b e

Figura 6: Apresentacdo da placa cromatogréfica das fragdes do extrato apolar que foi
fracionado, sdo 8 fragcdes no total: F1; F2/4; F5; F6; F7; F8; F9, FF.

As duas aplicagdes (primeira e a ultima) sdo do extrato bruto e as fracOes intermedidrias
sdo respectivamente as fracOes isoladas. As fracdes F2/4, F5 e a F6 sdo muito

parecidas e foram usadas nos ensaios bioldgicos.
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3.3. Animais

Foram utilizados como animais de experimentacdo ratos Wistar (200-300g) e
esses tiveram acesso ad libittum a dgua e NUVILAB. Todos os experimentos s6 foram
realizados apés a aprovagdo do Comité de Etica em experimentacio animal (Olfert ez

al., 1993) da Universidade do Sagrado Coragao (USC)-Bauru-SP.

3.4. Avaliacao da atividade preventiva de Ipomoea imperati

3.4.1.Ulcera induzida pelo etanol: Efeito preventivo de formacdo de
ulcera gastrica (MORIMOTO et al., 1991).

Ratos sob jejum de 24 horas receberam 200mg/Kg de 1. imperati, lanzoprazol
(30mg/Kg) e Tween 80 a 12% (10ml/Kg) por via oral. Apés 1h deste tratamento foi
administrado 1ml de etanol 99,5% para induzir a udlcera gastrica. Os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical 1h apds o tratamento do agente ulcerogénico.
Em seguida os estdmagos foram removidos e abertos no sentido da maior curvatura,
para determinacdo dos danos das lesdes gastricas. Com o auxilio de um paquimetro

digital Digimatic (Mitutoyo Corporation, Japan) essas lesoes foram medidas em mm.
3.5. Avaliacao da atividade cicatrizante de Ipomoea imperati

3.5.1.Ulcera induzida por acido acético em ratos (TAKAGI et al., 1969).

Animais sob jejum de 24h foram anestesiados com ketamina e copazine, e
receberam 0,05 ml de uma solucdo de dcido acético 30% na camada subserosa da
por¢ao glandular de seus estdbmagos. Apos 2 dias, foram iniciados os tratamentos, por
via oral (uma vez ao dia) das amostras de Ipomoea imperati (200mg/kg), cimetidina
(100mg/Kg) e Tween 80 a 12% por 14 dias consecutivos. Um dia apds a ultima

administracio das drogas, os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e os
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estdbmagos removidos e abertos no sentido da maior curvatura para determinacdo das
lesOes gastricas. As lesdes foram determinadas através da medida do comprimento e da
largura das mesmas, com o auxilio de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo
Corporation, Japan) sendo seu resultado expresso em mm*

A férmula (2) usada para indicar o indice de cicatriza¢ao ou indice de cura foi:

area controle — area tratado )

(%) de cura = .
area controle

3.6. Analise Morfologica

Apoés o sacrificio dos animais submetidos a ulcera induzida etanol e acido
acético; as amostras dos estdmagos coletadas foram imersas em paraformaldeido 10%
por 48 horas, lavadas em tampao PBS (3x por 10 min), desidratadas em série crescente
de alcool, diafanizadas com xilol e embebidas em Paraplast a 59 °C. Cortes com 8 um
de espessura, obtidos em micrétomo semi-automatico (RM 2155 Leica) foram coletados
em laminas previamente preparadas com albumina. Posteriormente os cortes das pecas
foram corados com hematoxilina e eosina para o experimento de inducdo de ulcera
aguda por etanol e por Tricomio de Masson em experimentos de dlcera cronica induzida
por dcido acético JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2005). As imagens form analisadas e
capturadas por um fotomicroscépio (Zeiss) acoplado a uma camera digital (Leica DFC

280), para verificar a a¢do antiulcerogénica de Ipomoea imperati.
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3.7.Andlise estatistica

Os dados estio apresentados como média e erro padrao da média de acordo com
teste de andlise de variancia (ANOVA) seguido por teste de comparacdo multipla de 2

vias Dunnett’s. Os valores de p<0,05 foram considerados significativos.

36



IV. Resultados

4.1. Estudo in vivo da atividade anti-ulcerogénica de Ipomoea imperati:
Ulcera induzida por etanol em ratos.

Em experimentos de ulcera induzida por etanol, foi possivel verificar que
Ipomoea imperati (200 mg/Kg) previniu a formagdo de lesdes géstricas em 77,2 %
(p<0,05) quando comparado com o controle negativo. Lanzoprazol usados como
controle positivo neste modelo experimental, previniu a formacgdo de dlceras em 85,6%,
(p<0,05) (Figuras 7).

Na figura 8 (A), o pré-tratamento com o controle negativo tween, ndo previniu a
acdo do agente lesivo etanol. E possivel notar intensa hemorragia na porgio glandular
do estdmago de ratos. Na figura 8 (B) os animais foram pré-tratados com 200 mg/Kg de
Ipomoea imperati antes do agente lesivo etanol. Aqui, € possivel notar que 1. imperati
previne a formacdo de ulceras hemorrdgicas na por¢do glandular do estdmago de
roedores.

Na figura 9 a avaliacdo morfoldgica complementa os dados de farmacologia de
inducio de dulcera gistrica por etanol. E possivel notar que em (A) o agente
ulcerogénico etanol danificou todo a camada mucosa do estdbmago de roedores,
incluindo o revestimento epitelial produtor de muco géstrico, a lamina prépria, e
glandulas gastricas. Em (B), a adminstracao oral de Ipomoea imperati (200mg/Kg) uma
hora antes do agente ulcerogénico etanol, previniu a formac¢do de tlceras no estdmago
dos animais. Desta forma, conservou-se as caracteristicas de citoprotecdo da mucosa

gdstrica e garantiu-se a integridade da camada mucosa.
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Figura 7: Efeito preventivo de Ipomoea imperati (200mg/Kg, v.0.) e do controle
positivo lanzoprazol (v.0) em modelo de ulceracdo aguda etanol em ratos. Os resultados
estdo apresentados como média e erro padrdo da média de 7 animais em cada grupo.

ANOVA F (2, 18)= 3,20 para ILU (mm). Teste de Dunnett’s: * p<0,05
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Figura 8: Foto mostrando ulceracdo aguda por etanol em ratos. Em (A), o pré-
tratamento com o controle negativo twen, ndo previniu a acdo do agente lesivo etanol.
Notar intensa hemorragia na porcao glandular do estobmago de ratos. Em (B) os animais
foram pré-tratados com 200 mg/Kg de Ipomoea imperati antes do agente lesivo etanol.
Notar que 1. imperati previne a formagao de ulceras hemorragicas na porcdo glandular

do estobmago de roedores.
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Figura 9: Aspecto morfolégico de erosdo na mucosa oxintica de ratos tratados com
Tween 80 (A) e com (B) Ipomoea imperati (200 mg/Kg) 1 hora antes da inducdo de
ulcera géstrica por etanol. Na Figura 9 A, o epitélio superficial (ES) e camada mucosa
(CM) estdo destruidas. Na Figura 9 B, epitélio superficial estd desarranjado mas junto
com a camada mucosa, permanecem integros. FG= fossetas gastricas, GG= glandulas
géstricas, CMM= camada muscular da mucosa, SM= camada submucosa.

Hematoxilina e eosina, 400X.

40



4.2. Estudo da atividade cicatrizante de Ipomoea imperati: ulcera crénica
induzida pelo acido acético.

A seguir, também foi avaliada a acdo curativa de Ipomoea imperati em
experimento de ulceracdo cronica induzida por dcido acético 30%, na mucosa géstrica
de roedores. Apds a indugdo da ulcera, esperou-se 24 horas para o inicio do tratamento
didrio com Ipomoea imperati (via oral), durante 14 dias consecutivos.

A atividade curativa de Ipomoea imperati (200 mg/Kg) mostrou que a espécie
em estudo cicatrizou em torno de 70% as lesdes induzidas pelo dcido acético de maneira
significativa (p<0,05) quando comparado ao controle negativo tween. Cimetidina usada
como controle positivo mostrou uma atividade cicatrizante da ordem de 78,8%
(p<0,05); resultado semelhante ao registrado por Ipomoea imperati (Figura 10).

A figura 11 mostra a ulceragdo cronica por acido acético em ratos. Em (A), apds
o processo de indugdo de ulcera, os animais foram tratados com o controle negativo
twen. E possivel notar extensa lesdo. Em (B) os animais foram tratados no mesmo
periodo com 200 mg/Kg de Ipomoea imperati. Aqui é possivel verificar a reducdo da
extensdo da lesdo, cicatrizada com o tratamento de 1. imperati.

Na figura 12 (A) onde hé a evidéncia de lesdo géstrica, o tratamento por 14 dias
foi realizado somente com o controle negativo tween. E possivel notar que houve
destruicdo da camada mucosa de roedores perdendo suas caracteristicas funcionais.
Nesta lesdo estdo incluidos o epitélio produtor de muco géstrico, a lamina prépria, a
camada submucosa e a camada muscular da mucosa. Em (B), onde a figura 12 A estd
aumentada, nota-se capilares sanguineos, tecido conjuntivo desorganizado, células
inflamatodrias, assim como também tecido de granulacdo, dando inicio ao processo de
reparacdo. Ainda no canto superior desta figura, ocorre a presenca de tecido necrético,

relatando a severidade da lesdo cusada pelo acido acético. Nesta figura, hd tecido que

estd se reorganizando, isto é, um tecido de granulacdo que tem vérias fases de
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diferenciacdo, este estd em evolucdo, ja existe vasos sanguineos e os fibroblastos do
tecido conjuntivo secretando coldgeno (corado em azul).

Na figura 13 (A e B), as lesdes gastricas induzidas pelo acido acético foram
cicatrizadas pelo tratamento didrio de I. imperati (200mg/Kg) em 14 dias. E possivel
notar que a camada mucosa (epitélio de revestimento superficial, glandulas e fossetas
gdstricas, lamina prépria e camada submucosa) encontram-se integros, recuperando as

caracteristicas funcionais da mucosa géstrica.

42



40 -
35 -
30 -

25 1 W tween

20 - @ cimetidina

O lpomoea

10 -

indice de lesao ulcerativa (mm2)

tratamentos

Figura 10: Efeito cicatrizante de Ipomoea imperati (200mg/Kg) e do controle positivo
cimetidina (via oral) em modelo de ulcera cronica induzida por dcido acético em ratos.
Os resultados estao apresentados como média e erro padrdao da média de 7 animais em

cada grupo. ANOVA F(2, 18)= 2,84 para ILU (mm?2). Teste de Dunnett’s: ** p<0,05.
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Figura 11: Foto mostrando ulceragdo cronica por dcido acético em ratos. Em (A), apds o processo de
inducdo de ulcera, os animais foram tratados com o controle negativo tween. Em (B) os animais
foram tratados no mesmo periodo com 200 mg/Kg de Ipomoea imperat. Notar a reduc¢ao da extensao

da lesdo, cicatrizada com o tratamento de 1. imperati.
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Figura 12: Aspecto morfoldgico de tlcera gastrica observada apds 14 dias da injecdo de acido
acético na parede do estobmago de ratos tratados com Tween (A) e (B). Na Figura 12 (A) epitélio
superficial (ES), camada mucosa (CM), e muscular da mucosa (CMM) estdo destruidos,

mostrando uma ulcera croénica. Na figura 12 B, a mesma lesdo em maior aumento mostra
tecido de granulacdo em evolucdo (tecido conjuntivo desorganizado), células
inflamatdrias, vasos sanguineos e restos de tecido necrdtico no canto superior

direito. Tricomio de Masson. 400X.
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Figura 13 A e B: Foto mostrando a cicatrizacdo de ulceras géstricas pelo tratamento
didrio de I. imperati (200mg/Kg) em 14 dias. E possivel notar que a camada mucosa
(CM) com o epitélio de revestimento superficial (ES) e também a camada muscular da
mucosa (CMM) encontram-se integros, recuperando as caracteristicas funcionais da
mucosa gastrica. FG= fossetas gastricas, GG= glandulas géstricas, CMM= camada

muscular da mucosa. Tricomio de Masson. 400 X.
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V. Discussao

A tlcera péptica acomete cerca de 10% da populagdo mundial e é causada por
um desbalango entre os mecanismos protetores e agressores da mucosa. A ulcera é
resultado da associacdo de diversos fatores agressores endégenos (4cido, pepsina e bile),
fatores exdgenos predisponentes as condi¢des de vida (estresse, fumo, dlcool, uso
continuo de drogas anti-inflamatérias ndo esterdides, ingestdo de determinados
alimentos, a presenca da bactéria Helicobacter pylori) e a predisposicdo genética.
Atualmente, a terap€utica usada no tratamento das lesdes sdo: antidcidos,
anticolinérgicos, antagonistas de receptores H2 para histamina, inibidores da bomba de
préton, antibidticos e mais raramente alguns procedimentos cirirgicos. O emprego de
uma ou mais destas drogas ou procedimento cirdrgico, pode ocasionar alguns efeitos
colaterais e nao obrigatoriamente ¢ eficaz.

Na verdade, procedimentos cirtirgicos no tratamento da ulcera péptica foram
substituidos por intervengdes farmacoldgicas (utilizagdo de antagonistas de receptor H2
e de inibidores de bomba protdnica) consideradas estratégias eficazes contra desordens
gastricas (BRZOZOWSKI, 2003). Entretanto, esses agentes farmacéuticos nao sao
completamente efetivos e podem provocar efeitos adversos (ALPER, 1993). Extratos e
principios ativos de planta serviriam como um guia para o desenvolvimento de novas
drogas antiulcerogénicas (GONZALES et al., 2000).

Adicionalmente, o estdmago tem uma série de barreiras para que a sua fungdo
primordial de digestdo nao acabe por lesd-lo. A camada mucosa é uma das principais
barreiras que isolam as células do limen, onde ocorrem as variacdes de pH, conteido
osmotico e caldrico da refeicdo. Assim, na camada mucosa podem ser observados
quatro tipos de protecdo. O primeiro constituido pelos fatores secretados para o limen

tais como: fosfolipidios de superficie ativa, bicarbonato, dcidos, muco, prostaglandinas
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e outras substancias antibacterianas como a lactoferrina. O segundo tipo de protecdo €
constituido pelo préprio epitélio que funciona contra a difusdo passiva de substancias e
dispde de um sistema eficaz de reparo rdpido, que envolve a producdo de fatores
tréficos como, por exemplo, o fator de crescimento epidermal (EGF), garantindo a
integridade da mucosa. A protecdo dada pela acdo conjunta de aferéncia nervosa
sensitiva e a microcirculacao das camadas mucosa e submucosa, determinam o terceiro
nivel de protecdo. Desta forma, qualquer modificacio do meio desencadeia respostas
como: o aumento de fluxo sanguineo na regido para facilitar a a¢do reparadora dos
fatores de crescimento e garantir um aporte nutritivo necessdrio para que as células
desempenhem corretamente suas funcdes (GONZALES et al., 2000).

O quarto tipo de defesa € constituido pelo sistema imunolégico da mucosa, que
inclui a participacdo das células de alerta como mastdcitos e macréfagos que, por sua
vez, mobilizam todo sistema imunoldgico celular para uma resposta inflamatéria de
protecdo (WALLACE, 1996, ROBERT, 1979).

Em experimentos de ulcera induzida por etanol, foi possivel verificar que
Ipomoea imperati na doses de 200 mg/Kg previniu a formacgdo de lesdes gastricas em
77,2 % (p<0,05) quando comparado ao controle negativo. Lanzoprazol usado como
controle positivo neste modelo experimental, previniu a formagdo de dlceras em 85,6%,
p<0,05 (Figura 7).

Na figura 8 (A), o pré-tratamento com o controle negativo tween, ndo previniu a
acdo do agente lesivo etanol. E possivel notar intensa hemorragia na porgio glandular
do estdmago de ratos. Na figura 8 (B) os animais foram pré-tratados com 200 mg/Kg de
Ipomoea imperati uma hora antes do agente lesivo etanol. Aqui, é possivel notar que 1.
imperati previne a formacdo de tlceras hemorrédgicas na por¢ao glandular do estbmago

de roedores.
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Na figura 9, a avaliagdo morfolégica complementa os dados de farmacologia de
inducio de dtlcera gistrica por etanol. E possivel notar que em (A) o agente
ulcerogénico etanol danificou todo o revestimento epitelial produtor de muco géstrico,
assim como também lamina prépria, glandulas e fossetas géstricas pertencentes a
camada mucosa do estdomago de roedores. Em (B), a adminstracdo oral de Ipomoea
imperati (200mg/Kg) uma hora antes do agente ulcerogénico etanol, previniu a
formagcdo de ulceras no estdbmago dos animais. Desta forma, conservou-se as
caracteristicas de citoprotecdo da mucosa gdstrica e garantiu-se a integridade de
glandulas e fossetas géstricas da camada mucosa.

A administracdo do etanol causa edema no tecido, hemorragia subepitelial,
esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatérias que podem contribuir para a
indu¢do dos danos na mucosa e geracdo de espécies reativas de oxigénio
(KOUNTOURAS et al., 2001). O etanol atua ainda destruindo a camada de muco e
bicarbonato com consequente bloqueio da citoprotecdo gastrica por precipitar proteinas,
liberando radicais livres e reduzindo compostos sulfidrilas e prostaglandinas nas células
da mucosa (Pacheco et al., 2006); além de causar a degranulacdo de mastdcitos, o que
leva a liberacdo de mediadores inflamatérios como a histamina e leucotrienos (PAULA
et al., 2005).

Também € relatado que o etanol em contato direto com a mucosa géstrica,
solubiliza o muco protetor deixando assim, a mucosa géstrica indefesa a acao hidrolitica
e proteolitica do 4cido cloridrico e da pepsina, respectivamente. Esta substancia pode
induzir ainda, um aumento da secrecdo do dcido gastrico e por contato direto, alterar a
rede de vascularizacio local e romper vasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica
desencadeando processos necrotizantes no tecido (MIZUI & DOUTEUCHI, 1983;

LEWIS & HANSON, 1991; TABATA et al., 1996; EVANS, 1996). Deste modo, a
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hipersecrecdo géstrica juntamente com a fragilidade da rede vascular e a dissolug¢do da
camada muco-protetora da mucosa géstrica constituem os principais fatores envolvidos
na instalacdo da ulcera induzida pelo etanol (MIZUI & DOUTEUCH]I, 1983; OATES &
HAKKINEN, 1988; LEWIS & HANSON, 1991; TABATA et al., 1996; EVANS, 1996,
PANDOLFINO et al., 2000).

A sintese de muco fortalece a barreira protetora contra agentes lesivos, o qual
tem uma importante funcdo na protecdo géstrica. A camada de muco em forma de gel,
oferece uma barreira contra a pepsina luminal protegeando a mucosa da digestdo
proteolitica (ALLEN & FLEMSTROM, 2005).

Pacheco et al., em 2006 relataram que o etanol é considerado um agente irritante
da mucosa géstrica, o qual destr6i a camada de muco e bicarbonato, que atuaria na
protecdo da mucosa géstrica contra o 4cido cloridrico e outros agentes agressores. O
etanol atua bloqueando a citoprotecdo gastrica por precipitacdo de proteinas; também
age direto no epitélio gastrico causando peroxidacao lipidica. O uso do etanol induz
estresse oxidativo com liberacdo de radicais livres e redu¢do da concentragdo de
compostos sulfidrilas nas células da mucosa.

Assim, as ulceras géstricas sdo mais recorrentes, em consequéncia do fato de a
mucosa gastrica estar em contato direto com o 4cido e a pepsina e submetida a acdo de
agentes externos ingeridos. Por décadas, admitiu-se que as ulceras eram causadas
apenas pelo excesso de secre¢do 4cida. Sabe-se hoje que muitos dos pacientes que
apresentam ulceras ndo t€m alteracio na secrecao géstrica de 4cido (WALLACE, 1996).
Posteriormente, passou-se a admitir que essa patologia estaria associada a colonizac¢ao
do estdmago por Helicobacter pylori (BRUTON et al, 1996). Contudo, foram
identificadas na populagdo pessoas sadias colonizadas pela bactéria, que nao

desenvolviam as ulceras e individuos acometidos pela patologia sem a presenca dessa
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bactéria. Por outro lado, os testes de urease para H. pylori sio mascarados pelo uso dos
inibidores de bomba de préton. Desse modo, pode ser que a maioria dos pacientes com
a ulcera péptica estejam colonizados com a bactéria, visto que os inibidores sdao
prescritos e utilizados antes dos testes para detectar a presenca da bactéria (OLIVEIRA,
2003).

Deste modo, o consenso na literatura atual, relata que a ulcera € resultado da
associacdo de fatores agressores endogenos (acido, pepsina e bile) e a fatores protetores
da mucosa gastrica como muco, prostagladinas, fator de crescimento epidermal, fluxo
sanguineo € o hormoénio somatostatina (HIRSCHWITZ, 1995, BRUNTON, 1996,
WOLFE & SANCHS, 2000, WALLACE 2000).

Um pequeno desequilibrio entre os mecanismos agressores da mucosa € 0s
mecanismos protetores podera causar uma lesdo e no Brasil sdo milhares de centenas de
casos com alta morbidade (WALLACE & GRANGER, 1996). Sendo assim, o
desenvolvimento de uma terapéutica adequada para o tratamento das ulceras pépticas
tornou-se importante (SOUZA-BRITO & NUNES, 1997).

As drogas utilizadas atualmente ndo sdo 100% eficazes na remissao de ulceras.
Assim faz-se necessdrio a obtencdo de novos medicamentos obtidos de plantas
medicinais como alternativa terapéutica, a qual deve ser eficaz com minimizacdo de
efeitos adversos. Estudos desenvolvidos pela Organizacgio Mundial de Saudde
demonstram que 85% da populacio em paises em desenvolvimento fazem uso de
plantas medicinais, ou seus derivados, no tratamento das patologias gastrintestinais
(GRACIOSO, 2002).

Na medicina tradicional, por exemplo, vérias plantas medicinais tém sido usada
para tratar desordens do trato gastrointestinal (GRACIOSO et al., 2000; HIRUMA-

LIMA et al, 2002; TOMA et al., 2004, PAULA et al.; 2006, 2008). Isto € uma
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importante razdo para investigar o efeito antiulcerogénico de plantas medicinais com
uso tradicional na doenga géstrica.

Também as industrias farmacéuticas t€ém mostrado grande interesse no estudo de
plantas que apresentam atividade farmacoldgica, visando a identificacdo de novas
estruturas moleculares com atividades bioldgicas (Hamburger & Hostettman, 1991),
visto que, a natureza € um dos melhores laboratorios de moléculas com potenciais
efeitos medicinais (SOUZA-BRITO, 1996).

De acordo com Lih-Brody ef al (1996), o processo ulcerogénico estd também
relacionado ao estresse oxidativo e este € considerado um desequilibrio entre os
mecanismos de defesa do organismo (moléculas antioxidantes naturais como a
glutationa), em relagdo ao nimero de substincias oxidantes produzidas pelo agente
indutor de lesdo ou ainda por alteracdes bioquimicas do préprio organismo.

Radicais livres derivados do oxigénio representam importante papel na
patogénese de injuria aguda da mucosa gastrica por isquemia-reperfusio, estresse,
drogas antiinflamatdérias e etanol em ratos. Os radicais livres gerados por neutréfilos
podem ser fatores importantes no atraso da cicatrizacdo de ulcera gdstrica cronica
induzida por dcido acético (HAMAISHI et al, 2006).

Durante a realizacdo do experimento de induc@o de ulcera cronica por 4cido
acético em estOmagos de ratos, o qual permite avaliar uma possivel atividade curativa
sobre uma lesdo ja estabelecida (Takagi et al., 1969), observou-se que Ipomoea imperati
na dose de 200 mg/Kg, foi eficaz em reduzir 70% das lesdes induzidas por este agente
lesivo de maneira significativa (p<0,05) quando comparado ao controle negativo tween
(Figura 10). Cimetidina usada como controle positivo mostrou uma atividade

cicatrizante da ordem de 78,8% (p<0,05; figura 10).
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E bem conhecido que em muitos modelos de ulcera, as lesdes sdao muito
pequenas e diferentes histologicamente da ulcera péptica cronica humana, com relacdo a
patomorfologia e caracteristicas de cura (BROZOZOWSKI, 2003). Um dos unicos
modelos reais de tulcera péptica para avaliar o processo de cicatrizacdo ¢ o modelo
introduzido por Takagi et al., (1969), que € o modelo de ulcera induzido pelo acido
acético em ratos.

Neste modelo, houve uma cicatrizacdo significativa quando se utilizou a fragcdo
apolar de Ipomoea imperati, apresentando resultado semelhante a aquele obtido com a
droga padrdo cimetidina. A cimetidina é um antagonista de receptores H2 comumente
utilizado na terapéutica e age como inibidor competitivo da histamina com seu receptor,
¢ altamente seletivo e ndo interage com receptores HI (BRUTON, 1996).

Também vale salientar que esse processo de cura é acompanhado de aumento de
fluxo sanguineo géstrico na area da ulcera e de aumento significativo de gastrina
plasmatica e citocinas pré-inflamatérias, como TNF-a e IL-18 (BROZOZOWSKI et al.,
2001). Os mesmos autores relatam que com a progressdo do processo curativo da
dlcera, o fluxo sanguineo na margem da ulcera e os elevados niveis de TNF-q, IL-1p e
gastrina decaem gradualmente.

A figura 11 mostra a foto da ulceracdo cronica induzida por dcido acético em
ratos. Em (A), apds o processo de indugdo de tlcera, os animais foram tratados com o
controle negativo tween. E possivel notar extensa lesio com danos que atingem
camadas mais profundas da mucosa géstrica. Em (B) os animais foram tratados no
mesmo periodo com 200 mg/Kg de Ipomoea imperati. Aqui € possivel verificar a

reducdo da extensdo da lesdo, cicatrizada com o tratamento de 1. imperati.
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No modelo de tlcera gastrica cronica induzida por 4cido acético a lesdo
apresenta aspecto necrético e profundo, envolvendo toda mucosa gastrica e penetrando
na camada muscular da mucosa (TARNAWSKI et al., 1995).

Na figura 12 (A) onde hd a evidéncia de lesdes gastricas, o tratamento por 14
dias foi realizado somente com o controle negativo tween. E possivel notar que tanto o
epitélio produtor de muco géstrico, glandulas e fossetas gastricas pertencentes a camada
mucosa, apresentam-se destruidos, perdendo as caracteristicas funcionais da mucosa
gdstrica. Neste caso, a lesdo atingiu até a camada muscular da mucosa, mostrando a
severidade da lesdo.

Na figura 12 (B), onde a figura 12 A estd aumentada, nota-se capilares
sanguineos, tecido conjuntivo desorganizado, células inflamatdrias, assim como
também tecido de granulacdo, dando inicio ao processo de reparacdo. Ainda no canto
superior desta figura, ocorre a presenca de tecido necrdtico, relatando a severidade da
lesdo cusada pelo acido acético.

Na figura 13 (A e B), as lesdes gastricas induzidas pelo acido acético foram
cicatrizadas pelo tratamento didrio de Ipomoea imperati (200mg/Kg) e pelo controle
positivo cimetidina (30mg/Kg) em 14 dias. E possivel notar que o epitélio de
revestimento superficial, glandulas e fossetas gdsticas pertencentes a camada mucosa,
camada submucosa e também a camada muscular da mucosa encontram-se integras,
recuperando as caracteristicas funcionais da mucosa gastrica.

No periodo inicial de cura da tlcera, ocorre uma supressdo notdvel da acidez
gdstrica e expressao de fatores de crescimento como EGF e TGF-a, os quais controlam
a proliferacdo celular, apresentam atividade anti-secretéria (KONTUREK et al., 1992) e
sdo indutores do aumento da sintese de proteinas na area de lesdo (SZABO & VINCZE,

2000). A cura da tlcera é um processo de reconstrucdo da arquitetura da mucosa que
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envolve a migracdo e a proliferacdo de células epiteliais e inflamatdrias. Aqui a sintese
e a degradacdo de moléculas da matriz extracelular e componentes do tecido conectivo,
assim como também a sintese de fatores de crescimento e citocinas contribuem para a
cicatrizagdo da mucosa géstrica (TARNAWSKI et al., 1995).

Na regido de cicatrizacdo, as glandulas géstricas dilatam e as células epiteliais
que sublinham essas glandulas expressam o fator de crescimento epidermal (EGF) que é
um dos principais fatores mitéticos que influenciam a proliferacdo das células epiteliais
para reconstru¢do da mucosa e que aceleram a cicatrizacdo de ulceras cronicas
(KONTUREK et al., 1998). Virios estudos demonstram que o EGF aumenta a
regeneracdo epitelial com deposicdo de coldgeno, inibi¢do de secrecdo acida e estimulo
da sintese de prostaglandinas (KITAZAWA et al., 1990).

Desta forma, a espécie em estudo Ipomoea imperati apresenta atividade
preventiva e cicatrizante da mucosa gastrica, sendo este efeito muito préximo aos
efeitos obtidos com as drogas antiulcerogénicas tradicionalmente usadas no mercado,
como lanzoprazol e cimetidina. Esses dados s3o confirmados através do estudo
morfoldgico realizado em nosso laboratério, onde [ imperati preservou as
caracteristicas dos tecidos da mucosa géstrica de roedores, recuperando tanto o epitélio
de revestimento superficial como a camada mucosa gastrica. Desta forma, Ipomoea
imperati possui evidéncias cientificas que comprovam sua eficicia como agente anti-

ulcerogénico.
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VI. Conclusoes

Foi possivel observar em experimentos in vivo que a espécie em estudo Ipomoea
imperati apresenta atividade preventiva e cicatrizante da mucosa géstrica, sendo este
efeito muito préximo aos efeitos obtidos com as drogas antiulcerogénicas
tradicionalmente usadas no mercado, como lanzoprazol e cimetidina. Esses dados sdo
confirmados através do estudo morfolégico realizado em nosso laboratério, onde 1.
imperati preservou as caracteristicas dos tecidos da mucosa gastrica de roedores,
recuperando tanto o epitélio de revestimento superficial como a camada mucosa
gastrica. Desta forma, Ipomoea imperati possui evidéncias cientificas que comprovam

sua eficdcia como agente anti-ulcerogénico.
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