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RESUMO 

 

A Arctium lappa L. é uma planta da família Asteraceae (Compositae), 
conhecida popularmente como bardana. Estudos anteriores realizados no 
Departamento de Farmacologia da Universidade Federal do Paraná, 
demonstraram os efeitos gastroprotetores desta planta na úlcera gástrica 
induzida por acido acético em ratos. No entanto, o mecanismo de ação 
envolvido neste efeito não ficou esclarecido. Dessa forma, o presente estudo 
teve como objetivo avaliar o mecanismo pelo qual o extrato etanólico, obtido do 
pó das raízes da Bardana, promove gastroproteção. A administração oral do 
extrato etanólico de Arctium lappa L., duas vezes ao dia, durante sete dias,  
reduziu a extensão das lesões gástricas crônicas induzidas por ácido acético. 
O tratamento com o extrato reduziu significativamente a permeabilidade 
microvascular e inibiu a atividade da mieloperoxidase (MPO) e N-
acetilglucosaminidase (NAG). Além disso, o extrato também foi capaz de 
restaurar os níveis da atividade da SOD, de prevenir a diminuição dos níveis de 
GSH e reduzir os níveis de LOOH, mas não alterou o aumento da atividade da 
CAT e nem os níveis de muco gástrico nos estômagos ulcerados. In vitro, o 
extrato etanólico, bem como, ácido ascórbico inibiu o radical DPPH e o 
tratamento crônico dos animais com o extrato ou ácido ascórbico também 
reduziu a geração intracelular de radicais livres. Entretanto, o ácido ascórbico 
não foi capaz de reduzir a extensão das lesões gástricas e nem de restaurar os 
níveis de MPO, NAG, SOD, CAT e LOOH. O extrato etanólico foi capaz de 
diminuir o volume e a acidez da secreção basal, bem como, aquela estimulada 
por betanecol e histamina, mas não por pentagastrina. Experimentos com 
estômago isolado revelaram que o extrato antagonizou os receptores 
muscarínicos de maneira dependente da concentração, mas não os receptores 
histaminérgicos da mucosa gástrica. Em conjunto, os resultados obtidos 
sugerem que o efeito gastroprotetor do extrato etanólico de Arctium lappa L. 
parece envolver a redução da secreção ácida gástrica, possivelmente pela 
inibição de receptores muscarínicos, promovendo uma melhora no processo 
inflamatório com restabelecimento do sistema antioxidante. No entanto, 
estudos adicionais ainda são requeridos para melhor elucidar esse efeito. 

 

Palavras -chaves:  Arctium lappa, úlcera crônica e gastroproteção,  
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ABSTRACT 

Arctium lappa L. is a member of the Asteraceae (Compositae)  family popularly 
known as ”bardana”. In previous studies, we have reported a significant 
gastroprotective effect of this plant in gastric ulcer induced by acetic acid in rats. 
However, the mechanism by which Artium lappa causes this action has not 
been completely clarified. Thus, the present study sought to investigate the 
mechanism by which the ethanolic extract obtained from the powder of the roots 
of Burdock exerts a healing-promoting effect on acetic acid-induced chronic 
gastric ulcers. We have observed that the oral administration of ethanolic 
extract of Arctium lappa L. twice daily for seven days reduced the extent of 
chronic gastric lesions induced by acetic acid. The treatment with the extract 
significantly reduced microvascular permeability and inhibited the 
myeloperoxidase (MPO) and N-acetylglucosaminidase (NAG) activity. In 
addition, the extract was able to restore the SOD, but not CAT activity. We have 
observed that the etanolic extract  prevented the decrease of GSH levels and 
reduced LOOH levels but did not alter the levels of gastric mucus in the 
ulcerated stomach. The scavenger activity of ethanolic extract  “in vitro” was 
confirmed with the DPPH assay. Furthermore, the chronic treatment of animals 
with the extract or ascorbic acid also reduced the intracellular generation of free 
radicals. However, ascorbic acid was able neither to reduce the extent of gastric 
lesions nor restore the levels of MPO, NAG, SOD, CAT and LOOH. The 
ethanolic extract reduced the volume and basal acid secretion as well as that 
stimulated by bethanechol and histamine, but not by pentagastrin. Experiments 
with isolated stomach showed that the extract antagonized, in a concentration-
dependent manner, muscarinic, but not histaminergic receptors on gastric 
mucosa. Together, these results suggest that the gastroprotective effect of 
ethanolic extract of Arctium lappa L. appears to be involved in the reduction of 
gastric acid secretion, promoting an improvement in processes inflammatory 
with restoration of the antioxidant system, possibly by inhibiting muscarinic 
receptors. However, additional studies are required to clarify this effect. 

  

 

Keywords: Arctium lappa, chronic ulcer and gastroprotection 

 

 

 

 

 



1 

 

1. INTRODUÇÃO 

 

A utilização de plantas medicinais é uma das mais antigas estratégias 

empregadas para o tratamento das enfermidades. Até o início do século XIX a 

grande maioria dos medicamentos utilizados pelo homem era composta 

basicamente por produtos de origem natural (BARROS, 2006). 

A natureza oferece uma fonte inesgotável de novas estruturas químicas 

a serem descobertas e, como conseqüência, uma grande possibilidade para o 

desenvolvimento de alternativas terapêuticas para o tratamento de doenças 

que ainda não apresentam cura ou tratamento adequado, o que justifica o 

grande interesse da indústria farmacêutica por plantas medicinais. Cerca de um 

terço dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foram 

desenvolvidos a partir de produtos naturais, e foi graças aos produtos naturais 

que muitos fenômenos complexos envolvendo estruturas biológicas como 

enzimas, receptores, canais iônicos e outros e foram compreendidos 

(CALIXTO, 2003). 

O Brasil poderia se sobressair no cenário mundial da produção de 

fitomedicamentos, uma vez que possui a maior biodiversidade do mundo (cerca 

de 20% do número total de espécies do planeta). Entretanto, o nosso país não 

se destaca no aproveitamento de seus recursos naturais para a produção de 

fitoterápicos como poderia. Os principais fatores que justificam este fato é a 

falta de investimentos em muitos dos segmentos da cadeia produtiva de 

plantas medicinais que levam a pesquisa para o desenvolvimento de novos 

fármacos. Além dos grandes financiamentos para a utilização de alta 
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tecnologia, faltam também parcerias entre universidades, centros de pesquisa e 

as indústrias (CALIXTO, 2001; CORRÊA JÚNIOR e SCHEFFER, 2004). 

Nas últimas décadas, distúrbios gastrointestinais tais como úlceras 

pépticas, refluxo gastroesofágico, síndrome de Zollinger-Ellison e gastrite, têm 

assumido altas proporções, tornando-se um importante foco de investigação 

experimental e clínica. Em função desta grande incidência além da sua 

gravidade, o estudo de produtos naturais que apresentem ação sobre o TGI 

assume grande interesse social, terapêutico, botânico, empresarial e 

acadêmico dentre outros. 

A pesquisa com plantas medicinais requer a adoção de critérios 

adequados em todas as suas etapas, desde a seleção das espécies vegetais a 

serem utilizadas. Especialmente em países com rica biodiversidade e 

conhecimentos tradicionais abundantes, como é o caso do Brasil, a escolha 

com base no conhecimento popular ou etnofarmacológico aumenta a 

possibilidade da descoberta de novos compostos (HOLETZ et al., 2002). 

Dando continuidade ao cumprimento do seu papel, principalmente nos 

aspecto social e acadêmico, o programa de Pós-Graduação do Departamento 

de Farmacologia do Setor de Ciências Biológicas da Universidade Federal do 

Paraná (UFPR) contribui para o uso seguro de plantas medicinais, através da 

pesquisa científica com metodologias internacionalmente padronizadas, 

buscando a validação das plantas medicinais com atividade sobre o trato 

gastrointestinal (TGI).  
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Consideramos as informações etnofarmacológicas e os resultados 

obtidos anteriormente com a Arctium lappa L., planta conhecida popularmente 

como Bardana. Este estudo (apresentado a seguir) se concentrou na avaliação 

da ação gastroprotetora do extrato etanólico extraído do pó das raízes da 

Bardana sobre lesões gástricas induzidas experimentalmente em ratos e 

buscou esclarecer os possíveis mecanismos envolvidos nesse efeito. 

1.1. Revisão bibliográfica 

1.1.1 Arctium lappa L. 

A Arctium lappa L. é uma planta da família Asteraceae (Compositae), 

originária da Europa e encontrada em países como Portugal, França e Itália, 

sendo também muito comum no Japão, Taiwan e China (CUNHA et al., 2003; 

CHEN et al., 2004; WANG et al., 2005). 

DIVISÃO Magnoliophyta 
CLASSE Magnoliatae 
ORDEM Asterales 
FAMÍLIA Asteraceae 
GÊNERO Arctium 
ESPÉCIE Arctium lappa L. 
Quadro 1.1 – Classificação da Arctium lappa L. no reino vegetal, descrito por 

COSTA (1991). 

 A Arctium lappa L. apresenta várias sinonímias nos vários países onde é 

encontrada. No Brasil é conhecida como Bardana, orelha de gigante, Bardana-

maior; pegamasso ou ervados- tinhosos (CUNHA et al., 2003). No Japão é 

conhecida como gobo (KARDOSOVA et al., 2003); lampazo é a sua 

denominação nos países de língua espanhola, bardane na França e burdock 
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nos países de língua inglesa (CORRÊA, 1984; MORGAN, 1997). A Arctium 

lappa L. é uma planta herbácea e bienal, de fácil cultivo, capaz de se 

desenvolver em ambientes úmidos e sombreados, podendo alcançar até 1,5 m 

de altura (FONT QUER, 1988) (Figura 1). Apresenta folhas grandes, com 

formato oval ou lanceolado (as superiores) e peciolado, podendo alcançar 40 

cm de comprimento (CASTRO, 1981; FONT QUER, 1988). As flores são 

rosadas ou púrpuras, e a floração ocorre no verão (CORRÊA, 1984), sendo 

que suas flores são formadas após o segundo ano do cultivo (MORGAN, 

1997). Os frutos, aquênio oblongo-subtrígono, possuem papilos de pêlos muito 

caducos. As raízes podem chegar a 1,2 m de profundidade e 1 cm de diâmetro. 

São carnosas, fusiformes, brancas internamente e pardas externamente (FONT 

QUER, 1988). Preferencialmente, devem ser coletadas antes da floração 

(CORRÊA, 1984), pois as raízes maduras apresentam suas propriedades 

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

 

 

 

 

 

 

 

Figura 1. Arctium lappa L. 

(Fonte: http:// www.liecitell.sk/vpravoESP.htm) 

http://www.liecitell.sk/vpravoESP.htm�
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Dentre as outras espécies do gênero Arctium, COSTA (1991) e CORRÊA 

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

Arctium minus Bernhardi, esta última podendo ser encontrada no Brasil. A 

Arctium minus B. é também conhecida como Bardana menor. A diferença entre 

a Bardana menor e a maior, além do tamanho, é a inflorescência. Na Arctium 

minus B. é em racimo (que a prende em um cacho, onde se inserem as flores), 

e na Arctium lappa L. é em corimbo (as flores estão num mesmo nível na 

porção superior, apesar de surgirem de alturas diferentes). As indicações 

populares da Bardana são amplas. É utilizada por suas propriedades diuréticas 

e antipiréticas (CHEN et al., 2004), desmutagênica (MORITA et al., 1984), 

digestiva e em doenças dermatológicas, como psoríase (CUNHA et al., 2003). 

A toxicidade da Bardana não é totalmente conhecida, porém pode 

potencialmente causar dermatite (RODRGUEZ et al., 1995; CUNHA et al., 

2003). No ano de 2003, SASAKI e colaboradores relataram um caso de 

anafilaxia como conseqüência da ingestão de Bardana. O consumo da Bardana 

também não é recomendado durante a gestação, devido a presença de uma 

atividade estimulante uterina (CUNHA et al., 2003).  

Vários estudos descrevem diversas atividades biológicas de diferentes 

preparações da Bardana, incluindo ação antibacteriana contra bactérias gram-

positivas e gram-negativas (PEREIRA et al, 2005), redução de infecções 

intracanal dentário em cães (GENTIL et al , 2006), redução de edema de pata 

induzido por carragenina em ratos (LIN et al 1996; Zhao et al., 2009), atividade 

hepatoprotetora no modelo de hepatotoxicidade induzida pelo acetaminofeno, 

pelo tetracloreto de carbono (CCl4) e pelo etanol (LIN et al, 2000; LIN et al, 
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2002). Além disso; estudos in vitro descreveram que a Bardana exerce uma 

ação antioxidante e sequestradora de radicais livres através da redução das 

espécies reativas ao oxigênio (ROS) e dos danos ao DNA celular (LEONARD 

et al, 2006).  

 É interessante também citarmos que alguns compostos isolados da 

Arctium lappa L. apresentaram atividade antiviral. A arctigenina inibiu a 

replicação do vírus da imunodeficiência humana (HIV) (EICH, E. et al, 1996; 

VLIETINCK et al, 1998; CHO et al., 2004) e a baicalina, principalmente quando 

associada ao zinco, diminuiu a atividade recombinante da transcriptase reversa 

e a entrada do HIV nas células hospedeiras, atuando como anti-HIV (WANG et 

al, 2004).  

 Em 2003, no departamento de Farmacologia da UFPR, SBOLLI 

constatou que o extrato bruto etanólico obtido das raízes da Bardana e a fração 

clorofórmica deste extrato promoveram efeitos depressores sobre o sistema 

nervoso central, ação que parece envolver o sistema gabaérgico. Em 2005 teve 

inicio os estudos envolvendo os extratos da Bardana e o trato gastrointestinal. 

O extrato clorofórmico extraído das raízes desta planta apresentou um 

importante efeito protetor gástrico, o qual parece ser mediado por propriedades 

antioxidantes e pela inibição da bomba H+, K+- ATPase (DOS SANTOS et al, 

2009). 

 Com base nestes resultados, o objetivo deste trabalho foi dar 

continuidade aos estudos iniciados em 2005, prosseguindo a avaliação dos 

extratos obtidos do pó das raízes da Bardana, especificamente do efeito do 

extrato etanólico sobre o trato gastrointestinal. 
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1.1.2 Anatomia e fisiologia gástrica 

Anatomicamente o estômago é dividido em três porções: fundo, corpo 

e antro pilórico, sendo limitado por dois sistemas de esfíncteres: o esfíncter 

esofagiano inferior, na parte superior ou proximal do estômago; e o esfíncter 

pilórico, na parte inferior ou distal do estômago (HOGBEN et al., 1974) (Figura 

2). A superfície da mucosa gástrica é recoberta pelas células epiteliais 

colunares que secretam muco e um líquido alcalino que protege o epitélio da 

lesão mecânica e do ácido gástrico.  

Funcionalmente, a mucosa gástrica pode ser dividida em três regiões 

glandulares, constituídas de vários tipos celulares. A porção glandular cardíaca 

está localizada logo abaixo do esfíncter esofagiano inferior e contém 

primariamente células glandulares secretoras de muco. Por outro lado, a 

porção glandular oxíntica compreende as células parietais secretoras de ácido 

clorídrico, abrangendo cerca de 80% do estômago (fundo e corpo), células 

principais (produtoras de pepsinogênio), células produtoras de somatostatina 

(células D) e células do tipo enterocromafins (ECL) que liberam histamina. A 

porção glandular pilórica abrange 20% da área total do estômago (antro), 

apresenta os mesmos tipos celulares que as glândulas oxínticas, excetuando 

as células principais e incluem as células G, produtoras de gastrina.  (JAIN et al 

2006).  
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Figura 2. Anatomia do estômago 

Fonte:http://reforcociencias.blogspot.com/2008/04/doenas-relacionadas-ao 
estomago.html   

 

O suco gástrico é uma mistura das secreções das células epiteliais 

superficiais gástricas e das glândulas gástricas e compreende: HCl, pepsinas, 

fator intrínseco, muco, bicarbonato, água e sais (BERNE et al., 2004). 

A regulação da secreção ácida gástrica é um processo complexo, o qual 

envolve mecanismos neurais, hormonais, parácrinos e autócrinos em níveis 

central e periférico os quais convergem para a etapa final da secreção de HCl 

(SCHUBERT  2005). 

Os principais estimulantes parácrinos, hormonais e neuronais da 

secreção ácida são, respectivamente: histamina, liberada das células ECL; 

gastrina, liberada das células G e acetilcolina (ACh), liberada dos neurônios 

pós-glanglionares entéricos. A principal substância inibidora da secreção de 

HCl é a somatostatina, liberada das células D oxínticas e pilóricas (mecanismo 

parácrino) (YAO e FORTE 2003). 

 

http://reforcociencias.blogspot.com/2008/04/doenas-relacionadas-ao-estomago.html�
http://reforcociencias.blogspot.com/2008/04/doenas-relacionadas-ao-estomago.html�
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1.1.2.1 Mecanismos estimulantes da secreção ácida:  

Estímulos originados no interior e fora do estômago convergem a 

neurônios gástricos eferentes, os quais constituem a regulação primária da 

secreção ácida. Os neurônios eferentes compreendem neurônios colinérgicos e 

não colinérgicos, responsáveis pela liberação de GRP (peptídeo liberador de 

gastrina), VIP (peptídeo intestinal vasoativo) e PACAP (peptídeo ativador de 

adenilato-ciclase pituitária). 

Na região do corpo e fundo do estômago, ACh liberada dos neurônios 

colinérgicos estimula a secreção ácida por ação direta na célula parietal através 

de receptores muscarínicos do tipo M3, bem como indiretamente, pela 

eliminação do efeito inibitório que a somatostatina exerce tanto nas células 

parietais como nas células ECL.  Os receptores M3 são acoplados a proteína G 

e induzem a ativação de fosfolipase C com geração de inositol trifosfato (IP3) e 

liberação de cálcio intracelular.  As células ECL no estômago produzem  

histamina, que é estocada em vesículas secretoras, sendo liberada após 

alguns estímulos (MÖSSNER e CACA  2005). A histamina liberada estimula as 

células parietais diretamente pela ligação em receptores H2. Estes receptores 

são acoplados a proteína G, e quando ativados, estimulam a adenilato ciclase 

com geração de adenosina 3’,5'-monofosfato cíclico (AMPc). A histamina 

também estimula a secreção ácida indiretamente através da sua ligação a 

receptores H3, que inibem a secreção de somatostatina (KAZUMORI et al, 2004).A 

gastrina, PACAP (peptídeo  ativador de adenilato ciclase pituitária), VIP, grelina 

e TGF-α (fator de crescimento transformante alfa) estimulam a secreção de 

histamina; somatostatina, CGRP, prostaglandinas, peptídeo YY (PYY) e 
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galanina inibem a secreção. A ACh não tem qualquer efeito direto sobre a 

secreção histaminérgica (SCHUBERT e PEURA  2008). 

A gastrina é o principal estimulante da secreção ácida durante ingestão 

de alimento. É produzida pelas células G no antro gástrico e, em menor 

quantidade na região proximal do intestino delgado, cólon e pâncreas 

(SCHUBERT 2005).Foram caracterizados duas classes de receptores CCK 

para a gastrina, CCK1 (específicos para colecistocinia) e receptores CCK2 ( 

com grande afinidade a gastrina).A ativação desses receptores  promove a 

liberação de cálcio intracelular (SCHUBERT e PEURA 2008), porém as 

concentrações intracelulares de AMPc devem estar primeiramente elevadas 

para que  a gastrina possa estimular diretamente a célula parietal. Parece que 

a principal ação da gastrina sobre as células parietais é de sensibilização para 

outros secretagogos agindo como “cross talk” ou como uma interação sinérgica 

entre as vias de sinalização. A ACh, GRP, secretina, agonistas ß2/ ß3 

adrenérgicos, cálcio, estimulam a secreção de gastrina, enquanto que 

somatostatina, galanina, e adenosina inibem a secreção da mesma. No antro, 

neurônios colinérgicos estimulam a secreção de gastrina diretamente nas 

células G e indiretamente pela supressão de somatostatina nas células D. Em 

concentrações fisiológicas, a gastrina estimula as células parietais 

indiretamente pelo aumento da secreção de histamina. Além disso, proteínas 

da dieta ativam neurônios como GRP que estimulam diretamente a secreção 

de gastrina pelas células G (SCHUBERT e PEURA  2008).  

A ação da H+, K+ ATPase, localizada na membrana apical da célula 

parietal, é bombear H+ contra um gradiente de concentração, exercendo papel 
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fundamental na secreação ácida gástrica. Esta enzima consiste de duas 

subunidades, sendo que a subunidade α realiza as funções catalíticas e de 

transporte da enzima, enquanto a subunidade ß é extremamente glicosilada e 

protege a enzima da degradação, sendo necessária para o deslocamento da 

enzima entre o plasma e a membrana. 

A célula parietal tem a membrana apical revestindo o lúmen das 

glândulas gástricas e a membrana basolateral em contato com o fluido 

intersticial. Os canalículos se estendem desde a membrana apical para dentro 

da célula. As células contém também estruturas túbulo-vesiculares com 

moléculas da H+, K+ ATPase nas paredes (GANOG, 2003). Quando as células 

parietais são estimuladas, as estruturas túbulo-vesiculares se direcionam a 

membrana apical e se fusionam com ela, inserindo muitas moléculas de H+, K+ 

ATPase na membrana. A H+, K+ ATPase promove a secreção do H+ no lúmen 

gástrico, trocando-o por K+. O Cl- também é expelido através de seus canais 

ativados por AMPc. O HCO3
-, formado pela dissociação do H2CO3, e é expelido 

por antiporte na membrana basolateral das células parietais que trocam o 

HCO3
-
 por outro ânion, principalmente Cl- (GANOG, 2003). 

 A secreção ácida pela célula parietal envolve a elevação dos níveis 

intracelulares de cálcio e AMPc, seguido pela translocação da H+, K+ ATPase 

das túbulo vesículas citoplasmáticas para a membrana apical da célula parietal 

(Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006).   
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 1.1.2.2  Mecanismos  inibidores da secreção ácida gástrica 

A somatostatina é o principal fator inibitório da secreção ácida. No 

estômago as células produtoras de somatostatina estão intimamente ligadas a 

células alvo para somatostatina, como as células parietais, ECL e células G, 

seja por via direta ou indiretamente pela circulação (SCHUBERT e PEURA 

2008).Um aumento da acidez no lúmem ativa a liberação de somatostatina no 

antro e fundo do estômago para que esta exerça um efeito inibitório sobre a 

secreção.  

 As prostaglandinas (PGs) inibem a secreção de ácido por ação direta 

nas células parietais ou indiretamente pela inibição de gastrina. Nas células 

parietais, as PG inibem a secreção ácida por inibir a secreção de histamina 

(ATAY et al., 2000). As PGs principalmente PGE2, inibe a secreção ácida, pela 

ativação dos receptores EP3, os quais estão acoplados a proteína Gi 

(HOOGERWERF e PASRICHA, 2001; GANOG, 2003).  

1.1.3 Fatores de agressão e proteção da mucosa gástrica 

 O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estímulos nocivos 

que podem causar lesões. Estes estímulos podem ser endógenos como a 

produção fisiológica do suco gástrico, principalmente HCl e pepsinogênio, 

alterações de mucosa provocadas por estresse com produção de espécies 

reativas de oxigênio, além da ingestão de antiinflamatórios não esteroidais, 

álcool, alimentos em várias temperaturas, infecções por Helicobacter pylori, 

lesões relacionadas à isquemia/reperfusão, entre outros. Em contrapartida a 

estes estímulos nocivos, a mucosa gastrointestinal apresenta fatores de 

proteção (DONG e KAUNITZ, 2006).  
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 As espécies reativas de oxigênio (ERO) são produzidas constantemente 

durante alguns processos, como na cadeia transportadora de elétrons (na 

fosforilação mitocondrial), durante o metabolismo de xenobióticos e durante a 

resposta inflamatória. O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir 

grandes quantidades de ERO pelas enzimas oxidases de mucosa como a 

xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e NADPH oxidase, encontrada em 

leucócitos residentes (macrófagos, neutrófilos e eosinófilos) da lâmina própria 

(DONG  e KAUNITZ  2006). 

Espécies restivas de oxigênio, como o ânion superóxido (O2
-•), o radical 

hidroxil (•OH) e o peróxido de hidrogênio (H2O2) são moléculas altamente 

reativas que interagem indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, 

como o DNA, proteínas e lipídeos. Assim, defesas antioxidantes são 

necessárias para manter a homeostase celular (CNUBBEN et al., 2001). 

A defesa da mucosa gástrica pode ser dividida em fatores pré-epiteliais, 

epiteliais e sub-epiteliais. Esta subdivisão é arbitrária, pois todos os fatores 

atuam em conjunto para prevenir a mucosa das lesões (FLEMSTRÖM et al., 

1999). A produção de bicarbonato pelas células epiteliais superficiais é 

estimulada pelas prostaglandinas endógenas, óxido nítrico e neurônios 

aferentes sensíveis à capsaicina, e é regulada pelo ácido luminal (KAGAWA et 

al., 2003). 

O principal componente dos fatores de proteção pré-epiteliais são o 

muco e o bicarbonato. O muco é produzido pelas células localizadas no 

pescoço das glândulas gástricas e células epiteliais. É armazenado em 

grânulos no citoplasma apical dessas células e liberado por exocitose. O muco 
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é constituído de 95% de água e 5% de glicoproteínas, denominadas de mucina. 

Os carboidratos compõem 80% do peso das mucinas, que constituem de 

quatro monômeros similares, ligados por pontes de dissulfeto. A polimerização 

destas unidades de mucina forma um gel viscoso que adere à superfície do 

estômago. No entanto, este gel é sujeito à proteólise pelas pepsinas, que 

clivam as ligações próximas aos centros dos tetrâmeros. Esse processo libera 

fragmentos que não formam géis e, desta forma, dissolve a camada mucosa 

protetora. A manutenção da camada de mucina protetora demanda síntese de 

novas mucinas tetraméricas para substituir aquelas mucinas que são clivadas 

pelas pepsinas (BERNE et al., 2004). 

A camada de muco funciona como uma barreira física protetora entre o 

epitélio e o lúmen contra agentes nocivos, enzimas, microorganismos e 

pepsina presente no lúmen. Além disso, mantém o gradiente de pH próximo a 

neutralidade, impedindo danos a mucosa gástrica. O muco é secretado em 

todo o trato gastrointestinal desde o estômago até o cólon (LAINE  et al., 2008). 

A secreção de muco é estimulada por hormônios gastrointestinais, incluindo 

gastrina e secretina, bem como PGE2 e agentes colinérgicos. Substâncias 

ulcerogênicas como os antiinflamatórios não estroidais e sais biliares causam a 

dissipação do muco, levando à lesão gástrica (LAINE  et al., 2008). 

A secreção pré-epitelial de bicarbonato consiste de uma secreção 

estável junto à camada de gel aderente, criando um gradiente de pH perto da 

neutralidade na superfície das células epiteliais, o qual promove a primeira 

linha de defesa da mucosa do estômago e duodeno contra o ácido secretado 

no lúmem. O bicarbonato secretado pelas células epiteliais é retido pelo muco 



15 

 

viscoso originando um revestimento pegajoso, viscoso e alcalino. Quando o 

alimento é ingerido, as taxas de secreção tanto de muco quanto de bicarbonato 

aumentam. A taxa máxima de secreção de bicarbonato é de aproximadamente 

10% da taxa máxima de secreção de HCl (BERNE et al., 2004; LAINE  et al., 

2008).  

As células parietais quando liberam íon H+, simultaneamente 

transportam o íon bicarbonato pela membrana basolateral através da troca de 

Cl-/HCO3
-, que resulta numa maior disponibilidade de bicarbonato. Além disso, 

para cada íon de H+ secretado pela célula parietal, uma molécula de CO2 é 

convertida em bicarbonato, provocando o que se conhece como maré alcalina 

após a secreção de ácido gástrico (DONG  e KAUNITZ  2006). 

A secreção de bicarbonato é intensificada pela acetilcolina liberada dos 

terminais nervosos próximos às células superficiais epiteliais (BERNE et al., 

2004; LAINE  et al., 2008).  

A proteção epitelial compreende primeiramente os aspectos anatômicos, 

uma vez que as células epiteliais gástricas têm propriedades intrínsecas de 

proteção tanto por sua disposição anatômica quanto por sua constituição 

bioquímica. As junções fechadas e outras barreiras intercelulares controlam a 

passagem de agentes lesivos do lúmem para a mucosa gástrica, para espaços 

intersticiais e submucosos. Quando as barreiras gástricas são destruídas e 

ocorre morte celular, as células necróticas podem ser repostas pela migração 

de células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesão ou pela divisão de 

células do cólo glandular que migram ate o lúmem e diferenciam-se em células 

epiteliais superficiais (LAINE  et al., 2008).  
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 Além dos aspectos anatômicos, a proteção epitelial também envolve 

fatores bioquímicos, como um sistema antioxidante. As enzimas que promovem 

a primeira linha de defesa contra o ânion superóxido e o H2O2 incluem a 

superóxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e 

glutationa S-transferase (GST) (BAYIR H., 2005). A segunda linha de defesa 

antioxidante é realizada por alguns compostos de moléculas químicas 

pequenas, incluindo vitaminas, flavonóides da dieta, carotenóides, ácido úrico e 

a glutationa (GSH) (CNUBBEN et al., 2001).  

 Em condições de estresse oxidativo, a SOD atua como um sistema de 

defesa intracelular, degradando o ânion superóxido em oxigênio e peróxido de 

hidrogênio (CHANDE e BUDINGER 2007; YASUI  e  BABA, 2006). Durante um 

processo inflamatório, neutrófilos liberam ânions superóxido, os quais ativam 

células endoteliais e aumentam ainda mais a infiltração de neutrófilos (MASINI 

et al., 2002) através da geração de mediadores quimiotáticos, tais como 

leucotrieno B4 ou através do aumento da expressão de moléculas de adesão 

ICAM-1 (CUZZOCREA  et al., 2001). Estudos demonstraram que a SOD 

apresenta um alto poder inibitório da inflamação através da modulação da 

apoptose dos neutrófilos (YASUI e BABA, 2006).  

 A CAT é uma enzima que metaboliza o peróxido de hidrogênio (formado 

na reação com SOD) em água e oxigênio de maneira extremamente rápida. A 

CAT tem um papel protetor importante contra os efeitos tóxicos dos peróxidos 

gerados nos peroxissomos e os remove com grande eficácia (SIRAKI et al., 

2002). 
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 Existe ainda uma segunda via do metabolismo do H2O2 que depende da 

ativação da GPx e da cooperação da glutationa redutase (GR). A redução do 

H2O2 em água pela GPx é acompanhada da conversão de glutationa da forma 

reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG) (KWIECIEN et al., 2002). 

 Glutationa S-transferase (GST) é uma super família de isoenzimas que 

catalisam a conjugação de compostos eletrofílicos a GSH, produzindo 

compostos menos reativos. A GST participa da defesa contra o estresse 

oxidativo devido a capacidade desta enzima em detoxificar compostos 

endógenos que causam danos (CNUBBEN et al., 2001). GSH é um tripeptídeo 

com potente atividade antioxidante e propriedade de cofator enzimático, 

importantes para regulação da atividade celular. Sob condições de estresse 

oxidativo, as espécies reativas de oxigênio são reduzidas por GSH com 

concomitante formação de GSSG (ou glutationa oxidada).  Apesar de sua 

resistência a oxidação espontânea, o GSH reage rapidamente e de forma não 

enzimática com o radical hidroxila, com N2O3 e peroxinitrito. Para manter o 

equilíbrio redox celular, o GSSG é exportado das células por proteínas de 

transporte dependentes de ATP, implicando que condições severas de 

estresses diminuem níveis celulares de GSH. Esta depleção de GSH está 

relacionada com a patofisiologia de muitas doenças, sugerindo um importante 

papel do GSH na manutenção da integridade dos sistemas fisiológicos 

(CNUBBEN et al., 2001). 

A proteção subepitelial do estômago envolve a microcirculação, pois o 

fluxo sanguíneo protege a mucosa por assegurar a chegada de uma 

quantidade ótima de oxigênio, nutrientes, bicarbonato, além de remover 
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substâncias tóxicas. (WALLACE, 2001). As células endoteliais dos microvasos 

geram potentes vasodilatadores como o óxido nítrico (NO) e prostaciclina 

(PGI2), os quais protegem a mucosa gástrica contra fatores agressores e se 

opõem a ação danosa de vários agentes vasoconstritores como os lecoutrienos 

C4, tromboxano A2 e endotelina. PGI2 e NO mantêm a viabilidade endotelial e 

previnem a aderência de plaquetas e leucócitos nas células endoteliais de 

microvasos, prevenindo assim a o comprometimento da microcirculação. 

(WALLACE, 2001; LAINE  et al., 2008). 

Quando a mucosa gástrica é exposta a agentes irritantes, ocorre um 

rápido aumento do fluxo sanguíneo, permitindo a remoção e/ou diluição de 

agentes lesivos.  

 A geração continua de PGE2 e PGI2 é crucial para a manutenção da 

integridade da mucosa e proteção contra agentes ulcerogênicos e necrozantes. 

Quase todos os mecanismos de defesa são estimulados e/ou facilitados pelas 

PGs, os quais incluem a inibição da secreção ácida, estimulação da secreção 

de muco, bicarbonato e fosfolipídeos, aumento do fluxo sangüíneo, aceleração 

da restituição epitelial e cicatrização da mucosa. PGs também inibem a 

ativação de mastócitos, leucócitos, aderência plaquetária no endotélio vascular. 

A maioria das ações protetoras das PGs na mucosa gástrica são mediadas 

principalmente por receptores do tipo EP1, já os receptores EP3 e EP4 afetam a 

secreção de ácido e muco respectivamente (LAINE  et al., 2008). 

 Quando os níveis superficiais da defesa da mucosa falham ou há uma 

lesão luminal, o próximo nível de defesa é a resposta inflamatória aguda. Os 

neutrófilos migram da circulação para o local da lesão pra facilitar o reparo e 
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reduzir a entrada de microrganismos na circulação sistêmica (WALLACE, 

2001). 

Os leucócitos polimorfonucleares (neutrófilos) são as primeiras células a 

serem recrutadas pelo sistema imune e possuem um papel crucial no 

desenvolvimento da resposta inflamatória. A ativação de receptores acoplados 

a proteína G causa um aumento de cálcio citosólico que age como segundo 

mensageiro e induz uma série de eventos, resultando na “ativação” da resposta 

celular dos neutrófilos. Essa resposta inclui a liberação de espécies reativas de 

oxigênio, geradas predominantemente pela NADPH oxidase, exocitose das 

enzimas proteolíticas como leucócitos elastase ou catepsina G. Elevados níveis 

de EROs e liberação de proteases são eventos típicos da reação inflamatória 

(POECKEL et al., 2008).  

1.1.4  Úlcera Péptica  

 Úlcera é uma lesão profunda da mucosa, onde tanto os componentes do 

tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteilias, células do 

músculo liso, vasos e nervos podem estar destruídos (MILANI E CALABRO, 

2001). O termo “ulcera péptica” compreende tanto as úlceras gástricas 

(estomacais) como as duodenais. Em geral, as úlceras ocorrem mais 

comumente no duodeno, onde 90% estão localizadas a 3 cm da junção do 

piloro com a mucosa duodenal. No estômago as úlceras se localizam mais 

comumente no antro (60%) e na junção do antro com o corpo na pequena 

curvatura (25%). A úlcera péptica é um dos distúrbios mais comuns que afetam 

o sistema gastrointestinal. A incidência de úlcera péptica durante a vida é 

superior a 10%, com um pico que ocorre entre 65 e 74 anos, sendo 
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ligeiramente maior nos homens do que em mulheres (OFMAM, 2000; ABITOL, 

2005). 

É inquestionável que as doenças como refluxo gastro-esofágico e úlcera 

péptica diminuem a qualidade da vida das pessoas, resultando em custos 

substancias diretos e indiretos (OFMAM, 2000). 

 A fisiopatologia das úlceras pépticas é considerada um processo 

multifatorial, que pode ser atribuído ao desequilíbrio entre fatores agressivos 

(como o ácido clorídrico, a pepsina, infecção por Helicobacter pylori além de 

anti-inflamatórios não esteroidais, fumo e álcool) e defesas locais da mucosa 

(como a secreção de bicarbonato, muco, PGs, fluxo sanguíneo e óxido nítrico). 

Embora o tratamento seja freqüentemente conduzido para a redução dos 

fatores agressivos, pode também ser dirigido para o fortalecimento das defesas 

da mucosa do estômago e duodeno (VENKATARANGANNA et al 1998; JAIN et 

al 2006). Vale ainda ressaltar que a úlcera péptica é considerada doença 

crônica, e a recorrência anual é esperada na maioria dos casos (BRUNTON et 

al., 2006). 

A presença da bactéria Helicobacter pylori tem sido associada com a 

geração de ERO, podendo gerar um estresse oxidativo na mucosa gástrica. 

Alguns testes têm demonstrado que a inclusão de antioxidantes como beta-

caroteno e vitamina E na dieta resultaram na diminuição da incidência de 

câncer gástrico, evidenciando o papel crucial do estresse oxidativo na 

formação do cancer gástrico (AREND et al., 2005). No entanto, as úlceras 

pépticas causadas pela infecção de H. pylori geralmente são tratadas com a 

combinação de antibióticos e de medicações anti-secretoras. Este regime 
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complexo de tratamento e os efeitos colaterais, como uma hipergastrenemia 

podem limitar o seu uso (ROBERTSON et al., 2003). 

Os anti-inflamatórios não esteroidais (AINES) são largamente utilizados 

para o tratamento da dor, febre e inflamação. Efeitos adversos dos AINES 

incluem dano da mucosa gastro-intestinal, além de agravamento de ulcerações 

pré-existentes. Esses efeitos deletérios são atribuídos a sua capacidade de 

reduzir a produção de PGs através da inibição da enzima cicloxigenase (COX), 

além de uma ação irritante local, ativação de neutrófilos e diminuição da 

microcirculação. Estes mecanismos podem conduzir a oclusão de micro vasos 

e subseqüente super produção de metabólitos reativos a oxigênio. Essas 

substâncias são capazes de induzir a lesão tecidual oxidativa, que parece ter 

papel importante na patofisiologia da ulceração na mucosa gástrica induzida 

por AINES (BRZOZOWSKI, 2003 e FORNAI et al., 2005). 

 A cicatrização das úlceras requer angiogênese no tecido de granulação 

na base da úlcera, junto com proliferação das células epiteliais na margem da 

úlcera e conseqüente restabelecimento da arquitetura glandular. A proliferação 

epitelial e endotelial é largamente conduzida pelos fatores de crescimento. No 

caso da angiogênese, o fator de crescimento endotelial vascular (VEGF) 

aparece entre os mais importantes. VEGF é liberado pelas próprias células 

endoteliais e pelas plaquetas (WALLE,  2005).  

O processo inicial de cicatrização das úlceras é acompanhada pelo 

aumento do fluxo sanguíneo na área ulcerada, dos níveis plasmáticos de 

gastrina e de citocinas pró-inflamatórias como TNF-α (fator de necrose tumoral 

alfa)  e IL-1β ( interleucina do tipo 1 beta), as quais tem seus níveis reduzidos 
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ao longo da cicatrização. A hipergastrinemia observada no período inicial da 

cicatrização pode ser atribuída à extraordinária supressão ácida gástrica e 

expressão de fatores de crescimento como EGF, TGF-α e HGF, os quais 

controlam a proliferação celular e são bem conhecidos por exibirem atividade 

antisecretora (BRZOZOWSKI 2003).  

 Na década de quarenta, estudos sugeriam que fatores nutricionais e 

uma ingesta normal de proteínas poderiam proteger a mucosa contra a 

ulceração. Até o século XIX, apenas uma dieta “light” era recomendada para 

tratar doenças relacionadas à secreção ácida gástrica como as úlceras 

pépticas. No mundo de hoje pode-se considerar que além da má alimentação, 

o estresse e a preocupação estão entre as principais causas que contribuem 

para o surgimento de úlceras pépticas (LIPKING  1971; JAIN et al ., 2007). 

Por mais de um século, as úlceras pépticas foram controladas 

cirurgicamente, com altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento 

farmacológico resumia-se em neutralizar a acidez gástrica estomacal com a 

utilização de antiácidos, como bicarbonato de sódio (NaH2CO3), carbonato de 

cálcio (CaCO3), hidróxido de alumínio (Al(OH)3) e hidróxido de magnésio 

(Mg(OH)2) ou associações. Porém, por alterar o pH gástrico e urinário, os 

antiácidos tem a capacidade de interagir com uma variedade de fármacos 

através de interações farmacocinéticas de dissolução e absorção, 

biodisponibilidade e eliminação renal. Alguns podem também quelar outras 

drogas presentes no trato gastrointestinal, formando complexos insolúveis que 

passam pelo TGI sem serem absorvidos. Além disso, dependendo do paciente, 

os efeitos associados ao uso de anti-ácidos incluem constipação ou diarréia, 
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sendo utilizados hoje em dia principalmente para o alivio rápido dos sintomas 

da úlcera péptica (YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006). 

Antagonistas muscarínicos como a pirenzepina inibem a secreção ácida 

bem como a motilidade gástrica, mas o uso clínico destas drogas diminuiu por 

causa da disponibilidade de medicamentos anti-secretores mais eficazes (JAIN 

et al., 2007). 

 O desenvolvimento das drogas ao longo dos anos indica a mudança 

gradual no foco de tratamento, o qual surgiu com o descobrimento de 

antagonistas H2 como Cimetidina (1976) e Ranitidina (1982) até o aparecimento 

dos inibidores da bomba de prótons (1988) como Omeprazol, seguido por 

Lansoprazol (1995), Rabeprazol (1999), Pantoprazol e Esomeprazol (2001). Os 

antagonistas do receptor de histamina foram usados extensivamente para a 

supressão ácida por mais de 25 anos (JAIN et al., 2007).  

Os inibidores da bomba de prótons são pró-fármacos, necessitando 

ativação em ambiente ácido. Entram na célula parietal a partir do sangue e, 

devido a sua fraca natureza básica, acumulam-se em canalículos secretores 

ácidos da célula parietal, onde são ativados por um processo catalisado por 

prótons que resulta na formação de uma sulfenamida tiofílica ou ácido 

sulfênico. Esta forma ativada reage por meio de ligação covalente com o grupo 

sulfidril de cisteínas do domínio extracelular da H+/K+-ATPase, resultando em 

uma inativação irreversível da bomba. A secreção do ácido só se reinica após a 

síntese e inserção de novas moléculas de H+/K+-ATPase na membrana luminal. 

(YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006). 
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Hoje, quase duas décadas após a introdução do primeiro inibidor da 

bomba de prótons, esses fármacos começam a apresentar alguns 

inconvenientes, tornando-se então uma linha de estudo de grande interesse. A 

supressão ácida extrema, mesmo que em doses recomendadas, podem 

resultar em acloridia (ausência de ácido clorídrico), desencadeando infecções 

entéricas como a febre tifóide, cólera e disenteria (JAIN et al., 2007). Trabalhos 

de STOLTE e colaboradores (1998), UEMURA e colaboradores (2002) e   

SUZUKI e colaboradores (2002) relatam que pacientes H. pylori positivo em 

tratamento tanto com Omeprazol, Lanzoprazol e Ranitidina apresentam 

mudanças no padrão da gastrite, com conseqüente ativação de neutrófilos 

(através do aumento da atividade da enzima mieloperoxidase) no corpo 

gástrico. Outro estudo recente confirma que a supressão ácida extrema induz 

interações leucocitárias no endotélio via liberação de gastrina. Esse hormônio é 

um estimulante da secreção ácida gástrica e considerado um agente pró-

inflamatório, contribuindo “in vivo” para a inflamação causada pela H.pylori 

(ALVAREZ et al.,  2006 e 2007).   

Em virtude desses inúmeros inconvenientes apresentados pelos 

tratamentos antiulcerosos, tem sido contínua e importante a investigação de 

novas drogas para o tratamento de doenças ácido-péticas. 

 

2. OBJETIVO GERAL 

 O objetivo deste estudo foi verificar o potencial cicatrizante do extrato 

etanólico de Arctium lappa L. em úlceras gástricas estabelecidas através do 

modelo do ácido acético e possíveis mecanismos envolvidos. 
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2.1 Objetivos específicos: 

1. Avaliar os efeitos do extrato etanólico das raízes de Arctium lappa L. na 

cicatrização de lesões gástricas induzidas com ácido acético em ratos; 

2. Avaliar a ação do extrato sobre o processo cicatricial através de cortes 

histológicos da mucosa gastrointestinal; 

3. Avaliar a ação do extrato sobre a redução da secreção ácida gástrica, 

utilizando o modelo de ligadura do piloro; 

4. Avaliar a ação do extrato sobre a quantidade de muco na região 

glandular gástrica; 

5. Avaliar a ação do extrato no extravazamento capilar na região da lesão 

gástrica; 

6. Avaliar o efeito do extrato sobre a migração de neutrófilos e 

mononucleares através da determinação da atividada enzimática das 

enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetil-glicosidase (NAG), 

respectivamente, na região da lesão gástrica; 

7. Avaliar a ação antioxidante in vitro do extrato no modelo do DPPH; 

8. Avaliar o efeito do extrato sobre os níveis de superoxido-dismutase 

(SOD), catalase (CAT), grupos sulfidrílicos não proteícos (GSH), 

peroxidação lipídica (LPO) e radicais livres na mucosa gástrica. 

9. Verificar por meio de testes funcionais in vitro utilizando a musculatura 

circular do estômago de ratos se o extrato atua em receptores 

muscarínicos e histaminérgicos. 
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3. MATERIAL E MÉTODOS 

3.1 Material Botânico 

3.1.1 Origem: 

 A Arctium lappa L. foi fornecida pela Fazenda Solidariedade, da 

Fundação de Ação Social (FAS). A área para cultivo e as plantas matrizes 

foram selecionadas pela farmacêutica industrial Jorgeth A. G. Xavier. As raízes 

coletadas em novembro de 2003, foram cortadas, secas em estufa e 

embaladas em sacos plásticos e de papel. Os sacos, devidamente 

identificados, foram armazenados em galpões apropriados, no laboratório da 

própria fazenda, e posteriormente enviados ao laboratório do Departamento de 

Farmacologia (UFPR). Uma exsicata foi identificada com o nº 37173 e está 

depositado no Herbário do Departamento de Botânica da Universidade Federal 

do Paraná (UFPR). 

 3.1.2   Preparação do extrato: 

 O extrato da raíz da Bardana foi fornecido pelo Departamento de 

Química da Universidade Federal de Santa Catarina (UFSC), sob a 

responsabilidade do Prof. Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti.  

 Para a obtenção do extrato, 7 kg do pó das raízes da Bardana foi 

percolado com 14 L de etanol,  após a evaporação do solvente, em 

rotaevaporador e liofilização, foi obtido 210 g do extrato etanólico (EET). 
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• Obtenção das soluções do extrato para sua utilização nos ensaios 

in vivo: 

 O extrato foi diluído em água destilada a frio, para doses de 1, 3, 10, 30, 

e 100 mg/Kg.  

3.2  Animais 

 Foram utilizados ratas (Ratus norvegicus, variedade Wistar) adultas,  

com peso variando entre 180 a 250 g fornecidos pelo Biotério da Universidade 

Federal do Paraná e mantidos sob condições controladas de temperatura e 

iluminação (ciclo claro/escuro de 12 horas), com acesso livre à água e ração.  

Os protocolos experimentais que utilizaram animais estão de acordo 

com as normas internacionais e foram aprovados pelo Comitê de Ética em 

Experimentação Animal da UFPR, com o número de protocolo 576. 

3.3  Lesões gástricas induzidas por ácido acético. 

As lesões gástricas induzidas por ácido acético seguem a metodologia 

originalmente proposta por OKABE et al, 1971, com poucas  modificações 

(WALACE, J.L. et al, 2007).  

As ratas fornecidas pelo Biotério da UFPR (grupos de 6 animais) foram 

submetidas a um jejum sólido por 18 horas antes da indução das lesões. Os 

animais foram anestesiados com xilazina e cetamina (10 mg/Kg e 5 mg/kg, i.p., 

respectivamente), tendo a parede abdominal aberta e o estômago exposto. A 

figura 3 ilustra a metodologia de indução de úlceras, na qual um cilindro de 

vidro de 6 mm de diâmetro foi aplicado sobre a serosa do estômago, no qual foi 

injetado 500 µL de ácido acético 80%. Após 1 minuto, o ácido foi aspirado e 
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substituído por salina para limpeza do local. Em seguida a salina foi aspirada, o 

local foi seco com o auxílio de uma haste com algodão. Então, o cilindro foi 

retirado da superfície do estômago e a parede abdominal foi suturada.  

 

 

                      

Figura 3. Metodologia de indução de úlcera por ácido acético A: 

aplicação de ácido acético no tubo cilíndrico em contato com a mucosa; 

B: Aspiração do ácido e limpeza com uma haste com de algodão. 

(adaptado de Konturek et al, 2008). 

 

Após a recuperação da anestesia, os animais retornaram ao biotério e 

permaneceram sob regime de restrição alimentar com consumo livre de água 

até o dia seguinte. Então, seguiu-se uma dieta alimentar, na qual a ração foi 

oferecida duas vezes ao dia, por uma hora cada, durante todo o período do 

tratamento. O tratamento consistiu na administração por via oral de veículo 

(água - 0,5 mL/200g), omeprazol (40 mg/kg),  diferentes doses do extrato da 

Bardana (1, 3, 10, 30 e 100 mg/kg) e ácido ascórbico (250 mg/kg). O 

tratamento foi iniciado no segundo dia após a cirurgia, administrado trinta 

minutos após o consumo da ração e teve duração de sete dias. Ao final do 
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tratamento, os animais foram sacrificados e o estômago removido e esticado 

para posterior análise. A avaliação das lesões gástricas foi feita pela medida do 

comprimento x altura (mm2

 

) da úlcera, utilizando uma régua graduada. 

3.4 Análise histológica 

Estômagos previamente submetidos a lesão gástrica induzida por  

ácido acético foram  utilizados para verificar a participação do extrato no 

processo cicatricial. O método para avaliação histológica foi realizado de 

acordo com Kallaya e colaboradores (2006). Parte de amostras dos estômagos 

foram fixadas com 10% de uma solução tampão de formalina e embebida em 

parafina. As amostras foram cortadas em finas seções de 5 µm e coradas com 

hematoxilina-eosina. Mudanças histopatológicas e a extensão das lesões foram 

observadas em microscópio. 

 

3.5 Avaliações dos níveis de expressão da proteína PCNA (antígeno 

nuclear de proliferação celular) por método imunohistoquímico.  

 

A pesquisa imunohistoquímica da expressão de PCNA foi realizada para 

avaliar os efeitos do extrato sobre a cicatrização da mucosa gástrica ulcerada.  

Amostras teciduais provenientes da área ulcerada pela exposição ao ácido 

acético foram emblocadas previamente em parafina e cortadas em micrótomo 

com espessura de 5 μm, como descrito anteriormente. As amostras foram 

desparafinizadas e re-hidratadas.  Os cortes foram tratados com peróxido de 
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hidrogênio em metanol a 3% por 10 min. Em seguida os cortes foram tratados 

com tampão fosfato (PBS) com 1% de albumina sérica bovina (BSA) e 0,01% 

de saponina por 30 min, para redução de marcação não específica e 

permeabilização celular. Então os cortes foram incubados com anticorpo 

primário anti-PCNA diluído em PBS/BSA 1% e 0,01% de Triton-X em 

temperatura ambiente em câmara úmida por 2 h, após este tempo os cortes 

foram lavados com PBS/BSA 1%. Posteriormente, as secções foram incubados 

com anticorpo secundário conjugado a peroxidase diluído 1:200 em PBS/BSA 

1% em temperatura ambiente em câmara úmida por 1 h. Os sítios de ligação 

para peroxidase foram detectados por coloração usando cromógeno 

diaminobenzidina (Kit de substrato DAB), incubadas por 15 min. O excesso de 

cromógeno foi retirado em água corrente. Dentre todas as etapas, os cortes 

foram  lavados duas a três vezes com PBS. Finalmente, as lâminas contendo 

os cortes foram desidratadas, clareadas com xilol e montadas com Bálsamo do 

Canadá (ATHAR et al., 2004). Para avaliação da marcação dos cortes foi 

utilizada lente ocular graduada e a marcação foi avaliada em áreas 

representativas com aumento de 400x. A quantificação de células com 

marcação positiva para PCNA foi realizado em 3 cortes histológicos distintos de 

cada grupo observando-se 5 campos diferentes em cada corte. A quantificação 

foi expressa em número de células marcadas positivamente por foto utilizando 

o programa ImageJ® versão 1,41 (Instituto Nacional de Saúde, EUA).  
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3.6 Determinação do muco gástrico 

O muco gástrico foi medido usando as porções glandulares (corpo e 

antro) obtidos de estômagos ulcerados com lesões gástricas induzidas por 

ácido acético. O tecido gástrico foi pesado e imediatamente transferido para 

uma solução de Alcian Blue 0,1% preparada em uma solução de sacarose 0,16 

mM e acetato de sódio 50 mM (pH 5). O tecido foi mantido nesta solução por 2 

horas em temperatura ambiente. Logo após, os segmentos foram lavados duas 

vezes com solução de sacarose 250 mM durante 15 e 45 minutos. Depois, o 

conteúdo de corante no tecido complexado com o muco gástrico foi extraído 

com solução de cloreto de magnésio 500 mM durante 2 horas. O material 

extraído foi então misturado com igual volume de éter dietílico e centrifugado à 

3600 rpm por 10 minutos. A absorbância foi determinada em comprimento de 

onda de 598 nm. O conteúdo de muco foi calculado usando uma curva padrão 

de Alcian Blue (6,25–100 µg), e os resultados foram expressos em µg Alcian 

Blue/g tecido (CORNE et al., 1974).  

 

3.7 Determinação da permeabilidade microvascular  

A permeabilidade microvascular foi avaliada através da medida da 

quantidade de extravasamento de azul de Evans na mucosa gástrica de acordo 

com metodologia descrita por Takeuchi e colaboradores (1987). Para isso, os 

animais foram submetidos à lesão gástrica induzida por ácido acético como 

descrito anteriormente, o tratamento com o extrato de Bardana (10 mg/kg, v.o.) 

foi iniciado no segundo dia após a cirurgia, duas vezes ao dia, durante sete 
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dias, com dieta alimentar igual àquela descrita anteriormente.  Ao final do 

tratamento, 1 ml de azul de Evans a 1% (w/w) foi injetado através da veia 

jugular  e 30 minutos após os animais foram sacrificados. Os estômagos foram 

retirados e a porção contendo a lesão foi isolada, pesada e incubada em tubos 

contendo formamida por 12 horas, de acordo com metodologia descrita por 

Ukada e colaboradores (1970). A concentração de corante foi quantificada por 

espectrofotômetria com absorbância em 620 nm e o conteúdo de corante 

calculado através de uma curva padrão de Evans Blue (1-100 μg/ml).Os 

resultados foram expressos em μg de azul de Evans / g de tecido.  

3.8  Estudo in vitro da atividade seqüestradora de radicais livres (DPPH) 

 A atividade do extrato da Bardana em reduzir o radical livre estável 2,2-

diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) foi determinada através de medidas de 

alteração da absorbância a 517 nm, de acordo com o método descrito por 

BLOIS (1958) e por CHEN e colaboradores (2004), com algumas modificações. 

O sistema de reação foi constituído de 750 μL de solução teste (extr ato) e 250 

μL de solução metanólica de DPPH (1 mg em 25 mL). Após 5 minutos, o 

decréscimo da absorbância foi medido. Solução do agente redutor ácido 

ascórbico (50 μg/mL) foi utilizada como controle positivo do teste e como grupo 

controle negativo foi adicionado água com 0,32 % de DMSO (veículo). 

3.9 Métodos bioquímicos. 

• Concentração de proteína nas amostras 

 A concentração de proteína foi determinada em placa de 96 poços 

utilizando o kit “BCA TM protein assay kit” (PIERCE, Rockford, IL), utilizando 
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albumina bovina como padrão e realizado segundo as instruções fornecidas 

pelo kit. 

• Preparação do tecido ulcerado para os ensaios bioquímicos. 

 Após a análise da lesão, as atividades enzimáticas de mieloperoxidase 

(MPO), N-acetilglucosaaminidase (NAG), superóxido-dismutase (SOD) e 

catalase (CAT), além das quantidades de grupos sulfidrílicos não proteícos 

(GSH), peroxidação lipídica (LPO) e espécies reativas de oxigênio na mucosa 

gástrica foram determinadas. Para isso as porções ulceradas (incluindo a base 

e a margem da úlcera) foram isoladas, pesadas e homogeneizadas em 0,6 ml 

de tampão fosfato 200 mM pH 6,5. Imediatamente, o homogenato obtido foi 

utilizado para a quantificação dos níveis de GSH e radicais livres. 

 Para as análises de SOD, CAT, MPO, NAG e LPO o homogenato foi 

centrifugado por 20 minutos a 9000 g utilizando uma ultracentrífuga. Para 

aproveitar aomáximo o material centrífugado, o precipitado foi utilizado para a 

determinação da atividade das enzimas MPO e NAG, enquanto o sobrenadante 

para as demais determinações. 

 

3.9.1 Quantificação dos níveis enzimáticos de mieloperoxidase (MPO) 

 A MPO é uma enzima encontrada primariamente nos grânulos azurófilos 

dos neutrófilos e comumente usada como um marcador do conteúdo tecidual 

de leucócitos polimorfonucleares como osneutrófilos que migram para o local 

do estímulo inflamatório. O princípio do método baseia-se na liberação de MPO 

para o tecido lesado.  
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  O homogenato produzido com a parte ulcerada adicionado de tampão 

fosfato de potássio (200 mM) pH 6,5 foi centrifugado a 9000 g durante 20 

minutos. O precipitado obtido foi ressuspendido com 1 mL de tampão fosfato de 

potássio 80 mM na presença de 0,5% de hexadeciltrimetilamônio (HTAB). Após 

a homogeinização as amostras foram centrifugadas a 11000 g por 20 minutos a 

4 °C. Em placas de 96 poços foram adicionados em triplicada 30 μl do 

sobrenadante de cada amostra em triplicata, ou água destilada nos poços 

usados como branco do ensaio, acrescido de 220 μl de uma solução contendo: 

100 μl de tampão fosfato 80 mM, 85 μL de tampão fosfato 22 mM e 15 μl de 

H2O2 0,017%. A reação foi iniciada com a adição de 20 μl de 

tetrametilbenzidina (TMB), um substrato enzimático que resulta num produto 

colorido. A amostra foi então incubada por 3 minutos a 37 ºC, e a reação foi 

interrompida pela adição de 30 μl de acetato de sódio 1,46 M (pH = 3,0). A 

atividade enzimática foi determinada em espectofotômetro a 620 nm. Os 

resultados foram expressos como unidade de densidade óptica (D.O)/mg de 

proteína/ 3 minutos. 

 

3.9.2 Determinação “in vitro” da atividade enzimática de mieloperoxidase 

(MPO) 

 Para verificar se o extrato possui efeito inibitório direto, in vitro, sobre a 

atividade da enzima mieloperoxidase, decidiu-se realizar outro 

experimento,noqualoextrato foi incubado diretamente com amostras de tecido 

não lesados e tecidos ulcerados. As amostras teciduais foram preparadas 

conforme o protocolo descrito anteriormente. As amostras teciduais ulceradas 
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ou lesadas representa amostras de úlceras obtidas dos animais tratados 

somente com veículo, ou seja água, portanto com esperado nível de leucócitos 

polimorfonucleares e consequentemente MPO. Para a realização do teste foi 

utilizada placa de 96 poços, onde foram adicionados 30 μl do sobrenadante de 

cada amostra por poço, ou água destilada nos poços usados como branco do 

ensaio e em seguida o extrato foi incubado por 15 minutos a temperatura 

ambiente em diferentes concentrações (0, 3, 1, 10 e 30 mg/ml) nos diferentes 

grupos de amostras. Após esse período de incubação procede-se com a adição 

de H2O2

 

 e TMB. A atividade enzimática foi determinada em espectofotômetro a 

620 nm. Os resultados foram expressos como unidade de densidade óptica 

(D.O)/mg de proteína. 

3.9.3 Determinação da atividade enzimática da N-acetilglucosamidase 

(NAG) 

 A atividade da NAG é baseada na hidrólise do p-nitrofenil-N-acetil-β-D-

glucosamina (substrato) pela N-acetil-β-D glucosamidase, liberando p-nitrofenol 

(Bailey, 1988). Amostras contendo 25 μl do sobrenadante obtido pelo processo 

de centrifugação descrito anteriormente, ou 25 μl  de água destilada (branco do 

ensaio) foram incubadas com 100 μl de tampão citrato (5 mM, pH 4.5) na 

presença do substrato (2,24 mM). As placas foram incubadas por um período 

de 60 minutos a 37 °C e a reação foi interrompida com tampão glicina (200 

mM, pH 10,4) e mensurada em espectrofotômetro a 405 nm. Os resultados 

foram expressos como unidade de densidade óptica (D.O)/mg de 

proteína/hora. 
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3.9.4 Quantificação de grupos sulfidrílicos não protéicos (GSH) na região 

glandular gástrica. 

Estômagos previamente submetidos ao ácido acético foram utilizados 

para verificar o efeito protetor do extrato de Bardana na mucosa gástrica, 

através dos níveis de grupos sulfidrílicos não protéicos (GSH). Os níveis de 

GSH na mucosa gástrica foram determinados através do método de Sedlak e 

Lindsay (1968). A parte glandular da mucosa gástrica foi pesada e diluída em 

tampão fosfato de potássio 200 mM (pH 6,5), no qual foi preparado um 

homogenato. Para desnaturar e precipitar as proteínas presentes no 

homogentao, 50 μl deste homogenato foi adicionado a 40 μl de ácido 

tricloroacético (ATC) 12%, agitados por 10 minutos e centrifugados por 15 

minutos a 900 g. Alíquotas de 10 μl do sobrenadante , ou de água destilada 

(para o branco) foram adicionadas de 290 μl de tampão TRIS 0,4M (pH 8,9)  e 

foram colocadas em placa de 96 poços. A reação foi iniciada com a adição de 5 

μl de DTNB (5,5’-ditiobis 2-ácido nitrobenzóico) 1 mM, 5 minutos antes da 

leitura espectrofotométrica (415 nm). Os procedimentos foram realizados a 4 

ºC e os valores individuais interpolados numa curva padrão de GSH e 

expressos em µg GSH/g tecido. 

 

3.9.5 Quantificação da atividade enzimática da catalase (CAT) na região 

glandular gástrica. 

Estômagos previamente submetidos ao ácido acético foram utilizados 

para verificar o efeito do extrato de Bardana na atividade da CAT durante o 

processo de proteção da mucosa. 
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A determinação da atividade da CAT presente na mucosa gástrica foi 

realizada com base no método de Aebi (1984). A mucosa gástrica foi 

homogeneizada em tampão fosfato pH 6,5. Em uma cubeta de quartzo 

contendo 990 μl de uma solução 20 mM (Tampão Tris/ EDTA 5mM, pH8,0, 

peróxido de hidrogênio 30% e água destilada) foram adicionados 10 μl da 

amostra diluída; ou no caso do branco, 10 μl de água destilada. A absorbância 

foi então medida a 240 nm.  

 

3.9.6 Quantificação dos níveis de superóxido dismutase (SOD) na região 

Glandular Gástrica. 

 Estômagos previamente submetidos ao ácido acético foram utilizados 

para verificar o efeito protetor do extrato de Bardana na mucosa gástrica, 

através da participação da enzima superóxido dismutase (SOD). A atividade da 

SOD foi determinada de acordo com o método de Marklund e Marklund (1974) 

e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidação do pirogalol. As 

reações foram realizadas em tampão Tris HCl 200 mM com EDTA 2 mM em pH 

8,5 a temperatura ambiente. 

Em um tubo de polipropileno foram adicionados Tampão Tris - EDTA e 

20 µl de amostra. Após agitação em vortex, 25 µl de pirogalol 1 mM foram 

adicionados e a solução foi incubada por 20 minutos. A reação foi interrompida 

com 12,5 µl de HCl 1N. Os tubos de polipropileno foram centrifugados por 4 

minutos a 18500 g e 300 µl do sobrenadante pipetados em microplaca para 

leitura em espectrofotômetro a 205 nm. Os resultados foram comparados com 
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o controle (Tampão Tris-EDTA com pirogalol sem incubação + média sem 

amostra e sem incubação), sendo este valor igual a 100%. A quantidade de 

proteína que inibiu a reação em 50% (IC50) equivale a 1 unidade (U) de SOD. 

Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteína. 

 

3.9.7 Determinação intracelular de espécies reativas de oxigênio (EROs). 

 A determinação de espécies reativas de oxigênio foi realizada de acordo 

com Keston e Brandt (1965) com modificações de Song e colaboradores 

(2008).  

 O ensaio consistiu na oxidação da sonda fluorescente DCFH 

(diclorofluoresceína) por espécies reativas de oxigênio e/ou espécies reativas 

de nitrogênio, a fluorescência emitida foi medida em um espectrofluorímetro 

(TSUCHIYA et al., 1994). Para a realização deste método, as amostras (porção 

ulcerada, incluindo base e margem da úlcera) foram utilizadas para o preparo 

do homogenato. As amostras foram pesadas, aproximadamente 100 mg e 

homogeneizadas em 2 ml de tampão TRIS-EDTA (1 mM- 5 mM) pH 8,5. O 

homogenato (500 µl) foi incubado com 25 µl de DCFH-DA (1 mM) por 40 

minutos ao abrigo da luz. Após o período de incubação a fluorescência foi 

mensurada em espectrofluorímetro usando cubeta de quartzo. Todas as 

medidas foram feitas utilizando comprimento de onda com excitação de 488 nm 

e emissão de 520 nm. 
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3.9.8  Determinação de hidroperóxidos lipídicos (LOOH). 

 O total de hidroperóxidos lipídicos (LOOH) na mucosa gástrica foi 

medida através do ensaio de oxidação de ferro II na presença de xilenol laranja 

(JIANG et al., 1991). Para isso, as áreas ulceradas (base e margem da ulcera) 

foram homogeneizadas em metanol P.A (1:4) e centrifugadas por 20 minutos em 

9000 g (4 ºC). O sobrenadante e o reativo de foram adicionados em placas de 

96 poços e incubados por 30 minutos a temperatura ambiente. A leitura foi feita 

em espectrofotômetro com comprimento de onda de 560 nm. A concentração 

de LOOH foi determinada para cada 1 mg de proteína presente no 

homogenato. 

 

3.10 Avaliação da atividade anti-secretora ácida: Ligadura de Piloro  

Os animais foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso livre 

a água. Ratas foram anestesiadas com xilazina e cetamina (10 mg/Kg e 5 

mg/kg, i.p., respectivamente) e colocadas em decúbito dorsal em uma placa de 

isopor. Através de uma incisão de cerca de 2 cm no abdômen, foi localizado o 

estômago e procedido a ligadura do piloro utilizando fio de sutura. Por via 

intraduodenal, os animais recebem o veículo (0,1 ml/100 g) e diferentes doses 

do extrato (10 30 e 100 mg/kg). O grupo omeprazol (40 mg/kg) recebeu o 

tratamento via oral, 40 minutos antes da ligadura do piloro, sendo administrado 

o mesmo volume de salina intraduodenal. A seguir, a parede abdominal foi 

suturada. Quatro horas após a cirurgia, os animais foram sacrificados e seus 

estômagos removidos após pinçamento do esôfago para evitar perda do 
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material secretado. O órgão foi lavado com água, seco em gaze e aberto ao 

longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 ml de água destilada, 

recolhendo-se o conteúdo gástrico em tubos de ensaios para a centrifugação 

(1500 rpm durante 30 minutos). Após a centrifugação, o volume gástrico foi 

quantificado e a acidez total (mEq[H+

3.11 Estudo do mecanismo de ação anti-secretor ácido: avaliação da 

atividade anti-secretora ácida estimulada por Pentagastrina, Betanecol e 

Histamina  

]/mL/4 horas) foi quantificada por titulação 

simples com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleína 2 % como indicador ácido-

base (DOMER, 1971). 

 A ligadura pilórica foi realizada conforme explicado no item anterior. Os 

animais foram distribuídos aleatoriamente nos grupos: betanecol + salina; 

betanecol + atropina; betanecol + extrato; pentagastrina+ salina, pentagastrina 

+ extrato; histamina + salina, histamina + ranitidina; histamina + extrato. No 

momento da ligadura por via intraduodenal os animais receberam o veículo 

(água - 0,1 ml/100 g), ou ranitidina (50 mg/kg), ou atropina (1 mg/kg) ou a dose 

do extrato que apresentou melhor efeito na diminuição da secreção ácida (10 

mg/kg). A seguir, a parede abdominal foi suturada e após 1 hora da ligadura os 

animais receberam os estímulos secretagoogos por via subcutânea: histamina 

(20 mg/Kg), betanecol (2,5 mg/Kg), ou pentagastrina (0,4 mg/Kg). Quatro horas 

após a cirurgia, os animais foram sacrificados e os estômagos foram removidos 

após o pinçamento do esôfago para evitar a perda do material secretado. O 

órgão foi lavado com água, secado em gaze e aberto ao longo da curvatura 

menor. A mucosa foi lavada com 3 mL de água destilada, recolhendo-se o suco 
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gástrico  em tubos de ensaios para a centrifugação (9000g durante 20 

minutos). Após a centrifugação, o volume e a acidez gástrica foram 

quantificados como descrito anteriormente. 

 

3.12  Estômago isolado de rato. 

Preparação do tecido  

Após permanecerem em jejum alimentar de 12 horas, as ratas foram 

sacrificadas , o estômago foi retirado, aberto no sentido da curvatura menor, e 

fitas sero-musculares das paredes anterior e posterior do fundo gástrico 

medindo aproximadamente 0,5 cm de largura e 2 cm de comprimento foram 

retiradas. O maior eixo dos segmentos era paralelo à orientação das fibras 

musculares circulares. Essas tiras foram acondicionadas, através de hastes 

conectadas a transdutores, em cubas de vidro contendo solução nutritiva de 

Krebs em mM: NaCl 110,8; KCl 5,9; NaHCO3 25,0; MgSO4 1,07; CaCl2 2,49; 

NaH2PO4 2,33 e glicose 11,51; aerados com carbogênio (95% O2/5% CO2), 

mantidos a uma temperatura de 37 °C. A preparação foi submetida a uma 

tensão basal de 1 g, seguido por um período de equilíbrio de 1 hora. Durante 

este período a solução de Krebs foi renovada a cada 20 minutos. 

Protocolo experimental  

Com o objetivo de investigar o envolvimento do sistema colinérgico nas 

ações causadas pelo extrato etanólico de Arctium lappa L., após o período de 

equilíbrio, foi realizada uma curva cumulativa concentração-resposta de 

contração para acetilcolina (1nM a 1mM). Em seguida, a solução de Krebs foi 
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renovada a cada 20 minutos por um período de 60 minutos. Passado este 

período, foi realizada uma nova curva cumulativa concentração-resposta de 

contração para acetilcolina na ausência ou na presença de atropina (0,1 mM) 

ou do extrato etanólico de Arctium lappa L. (0,1; 0,3 e 1 mg/l). Em outra série 

de experimentos, foi investigado o envolvimento do sistema histaminérgico. O 

tecido foi contraído pela adição de cloreto de bário (30 mM) e quando o platô 

de contração estava estabelecido, uma curva concentração-resposta de 

relaxamento para histamina (1 nM a 10 μM) foi realizada na ausência ou 

presença da ranitidina ( 10 mM  ) ou do extrato etanólico de Arctium lappa L. 

(0,1; 0,3 e 1 mg/l). Todos os antagonistas bem como o extrato permaneceram 

em contato com o tecido por 15 minutos antes de iniciar a curva com a 

acetlcolina ou histamina. Os registros foram obtidos por meio de transdutores 

isométricos (modelo TRI 210 da Letica Scientific Instruments e F 1202 da CB 

Sciences, EUA), acoplados a um amplificador de sinais (Modelo ML 130, 

MacLab ADI Instruments, Austrália) conectados a um computador contendo um 

software específico de integração (Chart v 4.00, PowerLab/MacLab, ADI 

Instruments, Austrália). 

 

3.13 Análise estatística. 

Os dados foram representados como as médias  e rro pa drão da s  

médias em um n=8 animais por grupo. As diferenças entre as médias foram 

determinadas através da análise de variância (ANOVA) de uma via seguida 

pelo teste post hoc de Bonferroni. Para as preparações de órgão isolado, a 

curva cumulativa concentração-resposta foi expressa como porcentagem (%) 
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de contração máxima evocada por Ach e resposta de relaxamento máximo 

produzido por histamina em uma contração evocada por cloreto de bário. A 

porcentagem de inibição foi obtida para cada experimento individualmente em 

relação ao valor do controle. A análise estatística foi realizada pelo teste t de 

Student. 

As análises foram realizadas usando o Programa para Windows, 

GraphPad Prism versão 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Um valor 

de P menor que 0,05 foi considerado significante. 

 

4. RESULTADOS  

4.1 Avaliação da atividade cicatrizante do extrato de Arctium lappa L. em 
úlceras gástricas crônicas induzidas por ácido acético. 

 

A administração oral do extrato etanólico da Bardana nas doses de 1, 3, 

10 e 30 mg/kg, duas vezes ao dia, do segundo ao oitavo dia após a indução de 

úlceras por ácido acético 80%, promoveu uma cicatrização de 29,2%; 41,4%; 

59,3% e 38,5%, respectivamente, quando comparado ao grupo controle (média 

da área da lesão = 90,6 ± 3,4 mm2). O controle positivo deste ensaio, 

omeprazol (40 mg/kg, duas vezes ao dia, durante sete dias) também reduziu as 

úlceras gástricas induzidas por ácido acético em 35,5% (Fig.4A). Entretanto, 

animais tratados com EET 100 mg/kg e ácido ascórbico (250 mg/kg) não 

mostraram redução nas úlceras gástricas.O conteúdo total de muco gástrico no 

controle não lesado foi reduzido de 54,0 ± 1,0 para 42,1 ± 2,2 µg de Alcian 

Blue/g de tecido no controle lesado (Fig. 4B). Contudo, a administração oral do 
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omeprazol (40 mg/kg), mas não da dose efetiva do extrato (10 mg/kg) em 

reduzir a lesão gástrica, foi capaz de aumentar/restabelecer o conteúdo de 

muco. 
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Figura 4. Efeito do extrato etanólico da Bardana nas úlceras gástricas crônicas 

induzidas por ácido acético. Os animais foram tratados pela via oral com veículo (C: 

água, 0,1 ml/100 g), ácido ascórbico (AA: 250 mg/kg), omeprazol (O: 40 mg/kg) ou 

EET (1; 3; 10; 30 e 100 mg/kg) durante 7 dias, a partir do 2o dia após a indução da 

lesão gástrica. O painel A mostra os efeitos gastroprotetores do extrato EET e o painel 

B mostra o conteúdo de muco gástrico após a indução da lesão por ácido acético. Os 

resultados foram expressos como média ± E.P.M. (n = 8). A comparação estatística foi 

realizada utilizando análise de variância (ANOVA) de uma via seguida pelo teste de 

Bonferroni. **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle (C), #P 

<0,05 quando comparado com o grupo controle não lesado (N)   .  

 

  A avaliação macroscópica da mucosa gástrica dos animais com úlceras 

crônicas revelou uma redução na área da lesão presente na mucosa gástrica 

dos animais tratados com omeprazol (40mg/kg; Fig. 5, Painel B) e com o 

extrato (10mg/kg; Fig. 5, Painel C), quando comparados com os animais 

controle (Fig. 5, Painel A). Corroborando com os dados macroscópicos, a 

avaliação histológica revelou que os animais tratados com omeprazol 
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(40mg/kg) e extrato (10mg/kg) apresentaram cicatrização parcial das úlceras, 

apresentando a base da úlcera coberta com tecido de regeneração, por vezes 

organizados em estruturas colunares acima do tecido de granulação (Painel E 

e F, respectivamente). Por outro lado, a avaliação histológica da mucosa 

gástrica dos animais com úlceras crônicas que foram tratados apenas com 

água (veículo) (Fig. 5, Painel D) revelou a presença de extensivo e profundo 

dano tecidual na mucosa gástrica.  
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Figura 5. Análise macroscópica (painéis A, B e C) e microscópica (painéis D, E e F) 

das úlceras crônicas gástricas induzidas por ácido acético em ratos. Os animais foram 

tratados pela via oral com veículo (água - 0,1 ml/100 g; painel A e D), omeprazol (40 

mg/kg; painel B e E) ou EET (10 mg/kg; painel C e F) durante 7 dias, a partir do 2o dia 

após a indução da lesão gástrica. M: região da margem da úlcera; B: região da borda 

da úlcera. 

 

 

M M 
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A imunohistoquímica para avaliar os níveis de proteína PCNA na 

mucosa gástrica ulcerada demonstrou significativa marcação para PCNA, nos 

animais que receberam o extrato etanólico de Arctium lappa (10 mg/kg) 

coloração visualizada em marrom ( fig. 6 C), indicando aumento da proliferação 

celular nestes animais, sendo que este aumento foi de 123% em relação ao 

grupo controle tratado apenas com veículo ( fig. 6 D). Por outro lado, animais 

tratados com omeprazol (40 mg/kg) não apresentaram aumento significativo da 

marcação para PCNA (fig. 6 B) quando comparados ao controle  (fig. 6 A) 
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Figura 6. Efeito do EET (10 mg/kg, v.o.) na proliferação celular após a indução de 
úlceras gástricas crônicas. Marcação imunohistoquímica para PCNA na mucosa 
gástrica de animais tratados com veículo, omeprazol e o extrato: painéis A, B e C 
respectivamente. Quantificação da marcação imunohistoquímica: painel D. O número 
de células em proliferação foi expresso como média ± E.P.M (n = 8). A comparação 
estatística foi realizada utilizando análise de variança (ANOVA de uma via) seguida do 
teste de Bonferroni.  ***P<0,001  quando comparado com o grupo controle (C). O: 
omeprazol. 
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A Figura 7 mostra o extravasamento do corante azul de Evans nos 

estômagos de ratos após a indução de úlcera gástrica por ácido acético, que 

avalia indiretamente a permeabilidade vascular na área lesada. Em estômagos 

não ulcerados (N de normal), a quantidade de corante extravasado foi  de 0,47 

+ 0,05 ug/g de tecido. Já em estômagos ulcerados tratados apenas com água 

(controle), a permeabilidade vascular foi significativamente aumentada para 

1,56 + 0,12 ug/g de tecido. Por outro lado, a administração diária do extrato (10 

mg/kg) por 7 dias, duas vezes ao dia, iniciada no segundo dia após a lesão 

induzida por ácido acético, reduziu significativamente a permeabilidade 

vascular em 64,2% (Fig.7 ) 
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Figura 7. Efeito do EET (10 mg/kg, v.o.) na permeabilidade microvascular após a 

indução de úlceras gástricas crônicas. O extravazamento do corante azul de Evans foi 

expresso como média ± E.P.M (n = 8). A comparação estatística foi realizada utilizando 

análise de variança (ANOVA de uma via) seguida do teste de Bonferroni.  ##, P<0,001 e 
#P< 0,01  quando comparado com o grupo normal (N) e **P<0,001  quando comparado 

com o grupo controle (C) 
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4.2 Efeito do extrato de Arctium lappa na atividade das enzimas 
mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) nas úlceras 
gástricas crônicas induzidas por ácido acético. 

 

A migração de neutrófilos observada em estômagos com úlceras 

induzidas por ácido acético foi determinada indiretamente pela atividade de 

MPO. Assim, a atividade da MPO foi aumentada significativamente em 95% em 

animais com lesões gástricas induzidas por ácido acético, quando comparado 

aos níveis basais do grupo não lesado (Fig 8A). O tratamento dos animais com 

EET (10 mg/kg, v.o) significativamente impediu o aumento da atividade da MPO 

em 65,3%. Já os animais tratados com omeprazol não apresentaram redução 

significativa na atividade da MPO quando comparado com o grupo controle 

(Fig.8A). 

A atividade da MPO foi aumentada em 95% no homogenato de 

estômagos ulcerados quando comparado com o controle não lesado. Contudo, 

quando este homogenato foi incubado com EET (0,3; 1; 10 e 30 µg/ml), a 

atividade da MPO não foi modificada (Fig. 8B). 

A indução de úlcera gástrica crônica por ácido acético aumentou a 

atividade da NAG em 20,3% quando comparado com estômagos do grupo 

controle não-lesado (0,12 + 0,006 mO.D./g de tecido). O tratamento dos 

animais com EET (10 mg/kg, v.o.) restaurou os níveis basais da atividade da 

NAG (Fig 8C).  
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Figura 8. Efeito do EET (10 mg/kg, v.o.) sobre a atividade da MPO e NAG Ex vivo 

(painel A e C) e na atividade da MPO in vitro (painel B). Os resultados foram expressos 

por média ± E.P.M (n = 8). A comparação estatística foi realizada utilizando análise de 

variança ( ANOVA de uma via) seguida do teste de Bonferroni #P<0,05; ###P<0,001  

quando comparado com o grupo normal (N) e *P<0,05; **P<0,01  quando comparado 

com o grupo controle (C); AA: ácido ascórbico. 
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4.3 Efeitos do extrato Arctium lappa nos níveis intracelulares de espécies 
reativas de oxigênio nas úlceras gástricas crônicas induzidas por ácido 
acético. 

A capacidade antioxidante do extrato foi observada através do ensaio da 

redução da atividade do radical DPPH. O extrato (3; 10; 30 e 100 μg/ml) foi 

capaz de reduzir em 23,5; 34,6; 56,1 e 67,2%, respectivamente, a atividade do 

DPPH quando comparado com as amostras do estômagos de  animais que 

receberam apenas água (0,24 ± 0,01 nM) (Fig. 9A). O controle positivo para 

este parâmetro foi o ácido ascórbico, que foi capaz de reduzir os níveis de 

DPPH em 67,2%. 

Os resultados mostrados na Fig. 9B mostram que a exposição da 

mucosa gástrica ao ácido acético 80% aumentou os níveis de radicais livres em 

105% quando comparado ao controle não lesado. O tratamento dos animais 

pela via oral com o extrato da Bardana (10 mg/kg) e ácido ascórbico (250 

mg/kg) reduziu os níveis de radicais livres em 59 e 83,3%, respectivamente.  
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Figura 9. Efeitos do extrato etanólico da Bardana em diferentes concentrações (1, 3, 
10, 30 3 100 µg/ml)  nos níveis da atividade do radical DPPH (Painel A) e na dose de 
10 mg/kg no conteúdo de radicais livres intracelulares (Painel B). média ± E.P.M (n = 
8). A comparação estatística foi realizada utilizando análise de variança ( ANOVA de 
uma via) seguida do teste de Bonferroni. ###P < 0,001 quando comparado com o grupo 
normal (N) e *P < 0,05; **P < 0,01; ***P < 0,001  quando comparado com o grupo 
controle (C), AA: ácido ascórbico. 
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4.4 Efeitos do extrato de Arctium lappa no sistema antioxidante 
enzimático (SOD e CAT) e nos níveis de GSH e LOOH nas úlceras 
gástricas crônicas induzidas por ácido acético. 

A exposição da mucosa gástrica ao ácido acético 80% aumentou a 

atividade das enzimas SOD e CAT e diminuiu os níveis de GSH em 61,4; 86 e 

98,6%, respectivamente quando comparado ao grupo controle não lesado 

(Tabela 1).  O tratamento dos animais com EET (10 mg/kg, v.o.) restaurou a 

atividade da SOD e preveniu parcialmente a diminuição dos níveis de GSH 

para 60 e 57%, respectivamente, mas não afetou o aumento da atividade da 

CAT quando comparada aos animais ulcerados tratados apenas com água. O 

tratamento com omeprazol (40 mg/kg,v.o.) também restaurou a atividade da 

SOD e os níveis de GSH, além de aumentar a atividade da CAT. Já o 

tratamento com ácido ascórbico (250 mg/kg,v.o.)  também   foi capaz de 

restaurar os níveis  de SOD em 47, 49% , prevenir em 17% os níveis de GSH, 

mas não afetou o aumento da atividade da CAT.  A concentração de LOOH foi 

aumentada pela lesão com ácido acético em 89%. No entanto, o tratamento 

com o extrato (10 mg/kg, v.o.) mas não com omeprazol (40 mg/kg, v.o.) e nem 

com ácido ascórbico (250 mg/kg) reduziu os níveis de LOOH em 45,45% 

quando comparado com o grupo controle ulcerado e tratado apenas com 

veículo (água) (Tabela 1). 
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Tabela 1. Efeito do tratamento oral com extrato (10 mg/kg),  Omeprazol (O: 40 
mg/kg) e Ácido ascórbico (AA: 250 mg/kg) na atividade das enzimas 
antioxidantes e nos níveis de GSH e LOOH nas úlceras gástricas induzidas por 
ácido acético. 

   SOD 
(U/mg proteína) 

CAT 
(µmol/min/ 

mg proteína) 

GSH 
(µg/g tecido) 

LOOH 
(mmol/mg 
proteína) 

 
 

Normal 13,9+ 1,6 135,9 + 11,0 4265,0 + 202 1,5 + 0,9 

Controle 35,9 + 3,4### 960,1+ 73,6 ### 58,1 + 5,7 ### 13,6 + 1,0 ### 

Omeprazol 24,5 + 1,4 * 2245,0 + 177* 2508,0 + 329,3 *** 11,0+ 0,9 

Ácido 
ascórbico 

18,85 + 0,53 ** 930,6 + 110 780,1 + 114,2 * 10,7 + 0,9 

EET 22,9 + 2,1 ** 616,5 + 59,5 1639,0 + 79,4 *** 8,1 + 0,7 * 

Os resultados foram expressos por média ± E.P.M (n = 8). A comparação estatística foi 
realizada utilizando análise de variança ( ANOVA de uma via) seguida do teste de 
Bonferroni. *P<0,05, **P<0,01 e ***P<0,001 quando comparado com o grupo controle. 
###P< 0,001 quando comparado com o grupo não lesionado (normal).  

 

4.5 Efeito anti-secretor ácido do extrato etanólico de Arctium lappa L. em 

ratos. 

 

 Efeitos do extrato sobre a secreção ácida gástrica basal. 

A administração do extrato nas doses de 10 e 30 mg/kg pela via 

intraduodenal (i.d), após realização de ligadura pilórica, foi capaz de reduzir 

significativamente o volume do conteúdo gástrico em 49,8% e 43,5%; 

respectivamente. Já o tratamento com omeprazol (40 mg/kg v.o), utilizado 

como controle positivo para este teste, também foi capaz de diminuir o volume 
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da secreção gástrica em 44,8%, quando comparado aos animais do grupo 

controle tratados apenas com água (6,02+0,51 ml) (Fig. 10A). 

A acidez da secreção gástrica também foi mensurada após ligadura 

pilórica, sendo que nos animais tratados apenas com água a acidez foi de 0,05   

mEq[H+]. A administração de EET nas doses de 10 e 30 mg/kg (i.d.) e 

omeprazol (40 mg/kg v.o) foi capaz de diminuir em 64%; 76,7% e 92,8 %, os 

níveis de acidez da secreção gástrica, respectivamente.(Fig. 9 B). Entretanto, a 

administração de EET na dose de 100 mg/kg i.d., após realização de ligadura 

pilórica, não foi capaz de reduzir significativamente o volume e nem a acidez do 

conteúdo gástrico. 

Figura 10. Efeito do extrato sobre o volume da secreção gástrica (painel A) e sobre a 
acidez da secreção gástrica (painel B) em ratas piloro-ligados. Os resultados foram 
expressos por média ± E.P.M (n = 8). A comparação estatística foi realizada utilizando 
análise de variança (ANOVA de uma via) seguida do teste de Bonferroni **P<0,01 e 
***P<0,001 quando comparado com o grupo controle (C), O: omeprazol. 

 

 Efeitos do extrato sobre a secreção ácida gástrica estimulada por 

betanecol, histamina e pentagastrina 

 

A administração i.d de betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20 mg/kg) e 

pentagastrina (0,4 mg/kg) aumentaram o volume da secreção ácida gástrica 
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basal de 5,1 ± 0,1 mL para 7,0 ± 0,6 mL, 6,4 ± 0,4 mL e 7,4 ± 0,2 mL, 

respectivamente. Atropina (1 mg/kg) e ranitidina (50 mg/kg) impediram o 

aumento do volume do conteúdo gástrico secretado por betanecol e histamina, 

respectivamente, alcançando valores de 3,3 ± 0,1 e 3,4 ± 0,03 ml, 

respectivamente. 

A administração de EET (10 mg/kg, i.d.) impediu o aumento do volume 

da secreção ácida gástrica estimulada por betanecol (3,5 ± 0,19 ml) e por 

histamina (4,97 ± 0,2 ml), mas não por pentagastrina (7,7 ± 0,16 ml). (Fig. 11 A, 

C e E). 

Os secretagogos betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20 mg/kg) e 

pentagastrina (0,4 mg/kg) foram capazes de aumentar a acidez da secreção 

gástrica basal em 75%, 50% e 40% quando comparados com os animais 

tratados com água (0,04 ± 0,004 mEq[H+]/ml), respectivamente.  

O aumento da acidez do conteúdo gástrico estimulado por betanecol e 

por histamina foi impedido pela administração subcutânea de atropina                      

(1 mg/kg) e ranitidina (50 mg/kg), respectivamente, alcançando valores de 

0,015 ± 0,002 e 0,01 ± 0,001 mEq[H+]/mL, respectivamente. O tratamento com 

EET (10 mg/kg i.d.) foi capaz de diminuir a acidez da secreção gástrica 

estimulada por betanecol (0,017 ± 0,002 mEq[H+]/mL) e pela histamina (0,04 ± 

0,002 mEq[H+]/mL) mas não por pentagastrina (0,08 ± 0,003 mEq[H+]/mlL (Fig. 

11 B, D e F). 
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Figura 11. Efeito do extrato sobre a atividade secretagoga do betanecol, histamina e 

pentagastrina no volume (painel A, C, E, respectivamente) e na acidez da secreção 

gástrica (painel B, D, F, respectivamente). Os resultados foram expressos por média ± 

E.P.M (n = 8). A comparação estatística foi realizada utilizando análise de variança ( 

ANOVA de uma via) seguida do teste de Bonferroni  **P<0,01 e  ***P<0,001 quando 

comparado com o grupo controle (Cont) e #P<0,05; ##P<0,01; ###P<0,001 quando 

comparado com o grupo veículo (Vei), respectivamente.   
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4.6. Efeito do extrato no relaxamento induzido pela histamina no 
estômago isolado de rato. 

 

Logo após uma contração induzida por cloreto de bário 0,03 M, uma 

curva cumulativa de relaxamento com histamina (10 nM a 10 µM) nos 

segmentos teciduais foi realizada. Como esperado, nessas concentrações a 

histamina foi capaz de evocar um relaxamento tecidual. Este relaxamento foi 

abolido pela ranitidina (7.10-2M), um antagonista do recetor histaminérgico do 

tipo 2 (H2). No entanto, o extrato em diferentes concentrações (0,1; 0,3 e 1 

mg/ml), não teve efeito sobre o relaxamento causado pela histamina em 

estômago isolado de rato (Fig 12).  
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Figura 12. Efeito do EET (0,1; 0,3 e 1 mg/ml)  sobre o   relaxamento   causado 

pela histamina (10 nM a 10 µM) em segmentos da musculatura lisa circular de 

estômagos de rato. Cada ponto representa a média de seis experimentos e as 

linhas verticais indicam o E.P.M. *P<0,05; difere significativamente do controle 

(teste t de Student). 
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4.7. Efeito do extrato na contração induzida pela acetilcolina no estômago 
isolado de rato de rato. 

A figura 13A exibe a curva cumulativa de contração de Ach na ausência 

e na presença de atropina (0,1 mM), um antagonista do receptor muscarínico. 

Como esperado, atropina causou inibição da contração induzida pela 

acetilcolina. Semelhantemente o extrato (0,1; 0,3 e 1 mg/ml), foi capaz de  inibir 

de maneira concentração dependente o efeito contrátil causado pela 

acetilcolina (Fig. 13B).  
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Figura 13. Efeito do EET (0,1; 0,3 e 1 mg/ml)  sobre a contração induzida pela 
acetilcolina (1nM a 1 mM)  em segmentos da musculatura lisa circular de 
estômagos de rato.  Cada ponto representa a média de seis experimentos e as 
linhas verticais indicam o E.P.M. *P<0,01 difere significativamente do controle 
(teste t de Student). 
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5. DISCUSSÃO 

 

 Estudos prévios do nosso grupo mostraram que os extratos clorofórmico 

e etanólico obtidos do pó das raízes da espécie vegetal Arctium lappa L., 

conhecida popularmente como Bardana, possui atividade gastroprotetora em 

úlceras gástricas agudas induzidas por etanol bem como nas crônicas 

causadas por ácido acético (MENDES, 2005; DOS SANTOS, 2009).  No 

entanto, nesse estudo, apenas o mecanismo pelo qual o extrato clorofórmico 

atua foi esclarecido.  

O efeito gastroprotetor observado com o extrato clorofórmico em estudos 

anteriores realizados em nosso laboratório parece ser devido, principalmente, a 

capacidade de inibir a atividade da bomba de prótons das células parietais de 

forma dependente da concentração, alcançando 73% de inibição com a 

concentração de 100 μg/ml.  Por outro lado, apesar de apresentar uma maior 

potência na cicatrização das lesões gástricas induzidas por ácido acético, o 

extrato etanólico (100 μg/ml) foi capaz de inibir a atividade da H+, K+ ATPase 

em apenas 9% (DOS SANTOS, 2007). Dessa forma, o presente estudo 

objetivou então investigar mecanismos de ação adicionais envolvidos no efeito 

gastroprotetor do extrato etanólico da Arctium lappa L. em úlceras crônicas 

induzidas por ácido acético 80% em ratos.  

As úlceras produzidas por ácido acético são similares as úlceras 

crônicas humanas em termos de localização, severidade e cronicidade, bem 

como no que diz respeito ao processo de cicatrização (TAKAGI et al., 1969). A 

lesão por ácido acético ocorre por alterações de múltiplos fatores incluindo 

alterações nos níveis de prostaglandinas, de fatores de crescimento, óxido 
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nítrico e citocinas, além de mudanças no padrão de aderência do muco e 

alterações na microcirculação (KOBAYASHI et al., 2001). A cicatrização da 

úlcera também é um processo complexo, que envolve migração e proliferação 

celular, replicação de células epiteliais junto à margem da úlcera para 

restabelecer a arquitetura glandular e angiogênese no tecido de granulação na 

base da úlcera (TARNAWSKI, 2005).  

Corroborando com os dados obtidos anteriormente por DOS SANTOS e 

colaboradores (2009), a extensão da lesão induzida por ácido acético foi 

significativamente reduzida pelo tratamento com o extrato etanólico de Arctium 

lappa L. com as doses de 10 e 30 mg/kg, mas não com a dose de 100 mg/kg. 

Como esperado, o omeprazol também foi capaz de inibir essas lesões 

gástricas. Os resultados in vivo foram confirmados pela análise histológica das 

lesões gástricas, a qual revelou a presença de úlceras penetrantes na parede 

da mucosa gástrica após a administração do ácido acético. Além disso, a 

análise histológica também confirmou a ação cicatrizante do extrato. De fato, 

os animais tratados com o extrato de Arctium lappa L, bem como com o 

omeprazol apresentaram significante regeneração da mucosa gástrica. 

Entretanto, apenas os animais tratados com o extrato de Arctium lappa L. 

apresentaram aumento na marcação imunohistoquímica para PCNA, sugerindo 

que a atividade cicatrizante do extrato, ao menos em parte, é mediada pelo 

aumento da proliferação celular. 

O muco, que reveste continuamente a mucosa gástrica, desempenha 

um papel protetor contra agentes nocivos, como o ácido luminal e bactérias 

(CHEN et al., 2005). Considerando que o extrato etanólico de Arctium Lappa L. 

diminuiu as lesões gástricas induzida por ácido acético, nós mensuramos o 
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nível de muco gástrico com o intuito de verificar o envolvimento desse fator de 

proteção no efeito gastroprotetor do extrato. Porém, em nossos experimentos o 

nível de muco gástrico não foi alterado pelo tratamento com o extrato, o que 

indica que o mecanismo de proteção da Arctium lappa L. contra a lesão 

gástrica induzida por ácido acético parece não envolver este importante 

mecanismo de citoproteção. 

Dando continuidade aos experimentos, nós verificamos se o efeito 

gastroprotetor do extrato estaria relacionado com alguma alteração no 

processo inflamatório gástrico causado pela exposição ao ácido acético. Na 

evolução do modelo de úlcera gástrica experimental, a resposta inflamatória é 

de grande importância e promove várias alterações e mudanças associadas 

com um infiltrado inflamatório celular (OKABE et al., 2005). Agentes 

quimiotáticos induzem a migração de neutrófilos no espaço intersticial, que 

promovem a liberação de espécies reativas derivadas do oxigênio e proteases, 

resultando em um dano tecidual inflamatório dependente de neutrófilos 

(HUBER e WEISS, 1989). A atividade da MPO é um marcador indireto da 

resposta inflamatória em uma variedade de modelos experimentais, sendo um 

indicador essencial da atividade neutrofílica (BRADLEY et al., 1982), enquanto 

a NAG é uma enzima lisossômica produzida por monócitos ativados e usada 

como um indicador da infiltração dessas células no sítio inflamatório (BAILEY, 

1988). Em nossos experimentos observamos um aumento na atividade das 

enzimas MPO e NAG nas úlceras crônicas gástricas induzidas por ácido 

acético, sugerindo a ocorrência de um infiltrado de neutrófilos e macrófagos no 

local da lesão. Todavia, nas amostras teciduais de ratos tratados com o extrato, 

pudemos observar uma significante diminuição na atividade dessas enzimas. 
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Contudo, quando os tecidos ulcerados foram diretamente incubados com 

diferentes concentrações do extrato, não foram observadas alterações nos 

níveis da atividade da MPO. Esses resultados sugerem que o extrato de 

Arctium lappa L; pode contribuir para a diminuição do processo inflamatório 

causado pelo ácido acético, atenuando o dano da mucosa gástrica produzido 

por uma reação inflamatória mediada por leucócitos, mas provavelmente não 

inibe diretamente a atividade enzimática da MPO. Dados da literatura, 

demonstram que durante o processo inflamatório ocorrem mudanças na 

permeabilidade capilar (KVIETYS e GRANGER, 1993), contribuindo para o 

aumento da permeabilidade microvascular e conseqüentemente 

extravasamento de proteínas plasmáticas. Em adição, o aumento da 

permeabilidade vascular também pode ser evidenciado durante o 

desenvolvimento da ulcera crônica induzida por ácido acético em ratos 

(MOTILVA et al.,1996).  

Reforçando os dados obtidos por Motilva e colaboradores (1996), nós 

também observamos um significante aumento da permeabilidade vascular em 

mucosas gástricas ulceradas. Interessantemente, a administração oral diária do 

extrato por sete dias reduziu a permeabilidade microvascular; contribuindo para 

a hipótese de que Arctium lappa L poderia estar promovendo a diminuição do 

processo inflamatório induzido pelo ácido acético.  

De acordo com dados da literatura, neutrófilos são uma importante fonte 

de radicais livres endógenos durante o processo inflamatório (MOTILVA et 

al.,1996, McCORD et al., 1994, DEMIR et al., 2003). Espécies reativas como 

radical hidroxila (OH-), radical superóxido (O2
-) e peróxido de hidrogênio (H2O2), 

gerados pelo NADPH oxidorredutase em neutrófilos ativos induzem 
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constantemente o dano oxidativo nos tecidos e são associados com a 

peroxidação lipídica (HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1999). Os antioxidantes 

protegem os sistemas biológicos contra a ação danosa de radicais livres e 

outros mediadores envolvidos na peroxidação lipídica, protegendo o corpo 

humano de várias doenças. Vários antioxidantes fenólicos como flavonóides, 

taninos, cumarinas e xantinas sequestram radicais de maneira dependente da 

dose e, portanto, são vistos como promissoras drogas terapêuticas para as 

patologias envolvidas com danos oxidativos (CZINNER et al., 2001). Espécies 

reativas derivadas do oxigênio possuem um importante papel na patogênese 

da lesão no sistema digestivo, de fato, o envolvimento de espécies reativas 

como OH-, O2
- e H2O2, já é bem estabelecido na patogênese de úlceras 

gástricas agudas induzida por isquemia e reperfusão (Simith et al., 1996), 

AINEs (JAVOR et al., 1986), etanol (GAZZIERI et al., 2007) e estresse 

(YELKEN et al., 1999). Sendo assim, alguns estudos apontam a gastroproteção 

de antioxidantes como o ácido ascórbico (KOC et al., 2008; KAMIJI e 

OLIVEIRA, 2005),  n-acetilcisteína ( BARRETO et al., 1993), e ácido lipóico 

(SEHIRLI et al., 2008) em alguns modelos agudos de úlcera gástrica.   

Dada a importância dos sistemas antioxidantes no restabelecimento da 

homeostasia da mucosa gástrica e objetivando melhor compreender os 

mecanismos pelos quais Arctium lappa L promove a melhora das úlceras 

crônicas induzidas por ácido acético, nós decidimos avaliar a capacidade 

antioxidante do extrato e as possíveis alterações promovidas nos sistemas 

antioxidantes.  
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Primeiramente, através de um ensaio in vitro, demonstramos que tanto o 

extrato como o ácido ascórbico reduzem o radical DPPH e conseqüentemente 

diminuem a atividade deste radical livre, quando comparado ao grupo controle 

(água); sugerindo que ambos possuam atividade seqüestradora de radicais 

livres, pelo menos in vitro.  

 A produção intracelular de radicais livres pode ser investigada usando 

2’,7’-diclorfluoresceína-diacetato (DCFH-DA), um método bem estabelecido 

para detectar e quantificar espécies reativas de nitrogênio e oxigênio (DONG et 

al., 2008). De fato, em nossos experimentos utilizando (DCFH-DA), um  

significante aumento nos níveis de radicais livres intracelulares na mucosa 

gástrica ulcerada foi observado; por outro lado, o tratamento com o extrato e 

com o ácido ascórbico foi capaz de diminuir a geração de radicais livres 

intracelulares no sítio da lesão. No entanto, somente o extrato foi capaz de 

inibir a extensão da lesão gástrica.  

Além das alterações no metabolismo celular, os radicais livres também 

promovem dano tecidual atráves da hidroperoxidação de lipídios da membrana 

plasmática, que resulta na liberação de componentes intracelulares, tais como 

enzimas lisossomais (Demir et al., 2003) . Na mucosa gástrica, essa 

hidroperoxidação lipíca contribui para o desenvolvimento da lesão (DEMIR et 

al., 2003). De fato, em nossos experimentos, a hidroperoxidação lipídica se 

encontrava aumentada nos animais ulcerados tratados apenas com veículo; 

contudo, ratos tratados com o extrato apresentaram uma significante 

diminuição nos níveis de hidroperoxidação, o que poderia estar contribuindo 

para a atenuação do dano tecidual. Todavia, úlceras oriundas de animais 



65 

 

tratados com ácido ascórbico conservaram elevados níveis de 

hidroperoxidação lipídica.  

GSH é encontrada em altas concentrações na mucosa gástrica de ratos 

e de humanos (BODY et al., 1979), constituindo um importante mecanismo 

citoprotetor (CNUBBEN et al., 2001). Efetivamente, GSH participa diretamente 

como um potente antioxidante e indiretamente como substrato para várias 

outras enzimas antioxidantes, tais como: glutationa S-transferase (GST), 

glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (CNUBBEN et al., 

2001). Nossos resultados mostraram que há uma diminuição nos níveis de 

GSH após a exposição da mucosa gástrica ao ácido acético, uma vez que o 

extrato de Arctium lappa,L., na dose mais efetiva para cicatrização das  

úlceras, foi capaz de prevenir parcialmente essa diminuição, porém o ácido 

ascórbico não.  

Muitos sistemas de enzimas antioxidantes têm sido reconhecidos na 

patogênese das úlceras gástricas, incluindo SOD, CAT, GST, GPx e GR. Altas 

concentrações do ânion superóxido (O2
-) pode ativar a enzima superóxido 

dismutase (SOD), que catalisa a dismutação do radical superóxido em peróxido 

de hidrogênio (H2O2) , formando espécies menos reativas. O H2O2 é então 

inativado pela CAT e GPx degradando-se em água (Kwiecien et al. 2002). 

Nossos resultados demonstram um aumento na atividade de CAT e SOD, 

sugerindo alterações nas concentrações de (O2
-) e H2O2 nas lesões gástricas 

induzidas por ácido acético. A administração do extrato restaurou os níveis 

basais da atividade enzimática de SOD, porém os níveis da atividade de CAT 

não foram restabelecidos. Apesar do tratamento com ácido ascórbico não ter 

sido efetivo na diminuição das lesões gástricas crônicas induzidas por ácido 
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acético, foi capaz de restaurar parcialmente os níveis de SOD e GSH, mas não 

de CAT após a lesão gástrica. 

Com os dados obtidos acima, podemos concluir parcialmente que 

apesar da presença de flavonóides como quercetina ramnosídeo e luteolina 

nas raízes de Arctium lappa L. (FERRACANE et al., 2010), associado as 

possíveis atividades antioxidante e seqüestradora de radicais livres; o efeito 

gastroprotetor de Arctium lappa L. não parece ser devido, ao menos 

principalmente, à uma atividade antioxidante. Visto que, antioxidantes teriam 

alguma atividade gastroprotetora em úlceras agudas induzidas por etanol ou 

AINES (KOC et al., 2008; KAMIJI e OLIVEIRA, 2005; BARRETO et al., 1993; 

SEHIRLI et al., 2008), nossos resultados sugerem que os mecanismos 

envolvidos no efeito ulcerogênico observado nos modelos agudos parecem 

diferir daqueles envolvidos  no modelo crônico induzido pelo ácido acético.  

Dando continuidade aos nossos experimentos para elucidar o 

mecanismo gastroprotetor de Arctium lappa L., resolvemos investigar a ação do 

extrato sobre a secreção ácida gástrica; embora estudos anteriores com o 

extrato demonstrassem apenas uma pequena capacidade de inibição na 

atividade da H+, K+ ATPase. A atividade do extrato sobre a secreção ácida 

gástrica foi avaliada utilizando um modelo in vivo, por intermédio de ligadura 

pilórica.  Os nossos experimentos demonstraram que de forma interessante as 

doses efetivas na diminuição da extensão da úlcera crônica gástrica induzida 

por ácido acético, também foram capazes de reduzir o volume e a acidez 

gástrica. Já é bem conhecido que o aumento da secreção ácida gástrica 

constitui um importante agente etiológico das úlceras e juntamente com as 
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enzimas proteolíticas secretadas no estômago, contribuem para o 

aparecimento e desenvolvimento de lesãos na mucosa gástrica.  

A H+, K+ ATPase presente nas células parietais é uma enzima 

responsável pelo transporte de prótons de fluidos intracelulares para o lúmen 

gástrico (CAPLAN, 2007). A atividade fisiológica desta enzima está sujeita à 

modulação (estimulação e inibição) por sinais moleculares neuronais e 

endócrinos, como acetilcolina, gastrina, histamina e somastotatina (Sachs e 

Shin 1995). Apesar do extrato inibir diretamente de forma muito discreta a 

atividade da H+, K+ ATPase, a diminuição da secreção ácida gástrica produzida 

por Arctium lappa L. poderia estar relacionada à alterações nos estímulos 

secretagogos da célula parietal. De fato, nossos resultados demonstraram que 

o extrato de Arctium lappa L. inibiu significativamente a secreção ácida gástrica 

estimulada por betanecol. Por outro lado, a secreção ácida gástrica estimulada 

por histamina, mas não por pentagastrina, foi parcialmente inibida.  

Estes resultados sugerem que o extrato de Arctium lappa L. diminui a 

secreção ácida gástrica, provavelmente, por interferir na estimulação 

colinérgica ou histaminérgica das células parietais. 

Esses dados nos levaram a investigar se a inibição de receptores 

colinérgicos e/ou histaminérgicos estariam envolvidos no efeito gastroprotetor 

de Arctium lappa L. Nossos experimentos com estômago isolado indicaram que 

o extrato inibe significativamente a contração de segmentos teciduais do fundo 

gástrico de ratos provocada por ACh de maneira dependente da concentração, 

deslocando a curva sigmóide concentração-resposta para a direita e diminuindo 

a contração máxima provocada pelo agonista. Dessa forma, esses resultados 

sugerem que o extrato de Arctium lappa L. possui  princípios ativos que 

http://pt.wikipedia.org/wiki/Enzima�
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funcionam como antagonistas não competitivos dos receptores muscarínicos 

gástricos. Esse último dado sustenta a hipótese de que o extrato diminui a 

secreção ácida gástrica por reduzir o estímulo secretagogo muscarínico nas 

células parietais. 

Para verificar a possibilidade do envolvimento dos receptores  H2 no 

efeito gastroprotetor de Arctium lappa L. , experimentos com estômago isolado 

também foram efetuados. Tanto os receptores H1 como os receptores H2 estão 

envolvidos na manutenção do tônus da musculatura lisa gástrica (MILENOV et 

al., 1995). MULLER e colaboradores (1993) atentaram para o efeito dual da 

histamina na estimulação da musculatura gástrica; ou seja, em concentrações 

inferiores a 10 μM, a histamina produz relaxamento in vitro enquanto que em 

concentrações superiores a esse valor a histamina promove a contração 

tecidual. Esses autores relataram que os receptores H2 estariam envolvidos no 

relaxamento, enquanto que receptores H1 seriam responsáveis pela contração 

induzida pela histamina. Em nossos experimentos, realizamos a pré-contração 

da musculatura do estômago com cloreto de bário para melhor examinar o 

relaxamento e conseqüentemente o efeito da histamina sobre receptores H2.  

De fato, observamos que a histamina foi capaz de produzir um relaxamento 

parcial em concentrações inferiores a 10 μM, e que a ranitidina (um antagonista 

competitivo dos receptores H2) inibiu esse relaxamento. Entretanto, a 

incubação dos segmentos teciduais com o extrato não produziu nenhuma 

alteração no relaxamento induzido por histamina. Esses resultados sugerem 

que o efeito gastroprotetor de Arctium lappa L. não esteja relacionado, pelo 

menos diretamente, a um bloqueio da estimulação histaminérgica gástrica. O 

efeito inibitório, in vivo, da secreção ácida gástrica estimulada por histamina 
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apresentado pelo extrato de Arctium lappa L. seja, provavelmente, em 

decorrência da capacidade do extrato em diminuir a estimulação colinérgica na 

liberação de histamina pelas células ECL, uma vez que receptores 

muscarínicos do tipo 1 ( M1)  estariam presentes nesse tipo celular mediando o 

efeito estimulatório da acetilcolina na secreção de histamina. 

Em conclusão, o efeito gastroprotetor do extrato de Arctium lappa L 

parece envolver a redução da secreção ácida gástrica, possivelmente pela 

inibição dos receptores muscarínicos gástricos, o que promoveria uma melhora 

no processo inflamatório da lesão gástrica, com redução da permeabilidade 

vascular e migração leucocitária; restabelecendo, conseqüentemente, o 

sistema antioxidante. Porém não podemos excluir a possibilidade de outros 

fatores envolvidos no amplo processo de gastroproteção.  É interessante 

ressaltarmos que alguns autores indicam que compostos presentes nas raízes 

de Arctium lappa L., como, por exemplo, a arctigenina, inibe a produção e 

secreção de citocinas pró-inflamatórias, incluindo TNF-α e IL-6 (CHO et 

al.,2004) . Este composto também seria capaz de inibir fortemente a expressão 

e a atividade enzimática da enzima óxido nítrico sintase induzida (iNOS), sem 

alterar a expressão e a atividade enzimática da cicloxigenase do tipo 2 (COX-2) 

(ZHAO et al.,2009). Assim, os mecanismos precisos pelos quais o extrato 

promove seu efeito gastropotetor ainda não estão totalmente esclarecidos, 

sendo que estudos adicionais deverão ser realizados, a fim de melhor 

esclarecer as vias pelas quais ele exerce esse efeito. 
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