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Achyrocline satureoides € uma planta medicinal conhecida como “marcela”. A infusdo
das inflorescéncias é utilizada na medicina popular como antiespasmadica, anti-
inflamatdria, hipoglicemiante, hipocolesterolémico e para o tratamento de distdrbios
gastrointestinais, tais como Ulceras gastricas. No entanto, a atividade antitlcera nao foi
estudada. Este estudo foi realizado para avaliar a atividade antitlcera do extrato
hidroalcodlico, fracao hexanica e metandlica das inflorescéncias de A. satureoides. Para
determinacgdo da atividade foram empregados os ensaios de: Ulcera induzida por etanol,
anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs), acido acético, ligadura de piloro (pH, volume
e acidez total), dosagem de muco e avaliagdo do mecanismo de acéao utilizando inibidor
da 6xido nitrico sintase (L-NAME) e quelante de grupamentos sulfidrila (NEM). No
modelo do etanol o tratamento com o extrato e fracdes reduziu o indice de lesdes
34,83+6,17; 17,0014,75; 5,6615,07 para os grupos tratados com 100, 250 e 500 mg/kg e
4,0+1,75; 4,2+1,80 para os grupos tratados com 500 mg/kg de fracdo hexéanica e
metandlica respectivamente quando comparados ao grupo controle (41,33+3,73).
Significante inibicao foi observada no indice de lesdo no modelo de Ulcera induzida por
AINEs, com decréscimo 16,83+4,71; 13,40+3,61; 10,16+2,22 para os grupos tratados
com 100, 250 e 500 mg/kg de extrato, e 2,16+0,87; 9,83+0,79 para os grupos tratados
com 500 mg/kg de fragdo hexanica e metabdlica respectivamente quando comparados
ao grupo controle (32,66+6,88). Na Ulcera cronica induzida por acido acético o extrato e
as fracbes na dose de 500 mg/kg reduziram significativamente (p<0,01) a % de area
lesada quando comparados ao controle. O pH, volume e acidez total, ndo foram
observadas diferengas significativas. Na avaliagdo da producdo de muco observou-se
aumento significativo (p<0,01) do muco nos animais tratados com 100, 250 e 500 mg/kg
de extrato e 500 mg/kg de fragdo hexanica e metandlica. No modelo utilizando L-NAME
observou-se que o extrato perdeu levemente a gastroprotecao, ja a fracao metandlica
perdeu a gastroprotecdo quando comparada ao grupo controle. No modelo utilizando
NEM, nao foi observada perda da gastroprotegcdo em nenhum dos grupos. No ensaio de
toxicidade nenhum sinal foi observado. Os resultados do estudo mostram que o extrato
hidroalcodlico de A. satureoides e as fragcdes exibem atividade antillcera. A atividade
aparentemente ndo é relacionada a mecanismos anti-secretores. O provavel mecanismo
de acao esta ligado ao aumento da producao de muco, bem como influéncia da via do
oxido nitrico. Além disso, este trabalho corrobora o uso popular de preparagdes de A.
satureoides contribuindo para a validagéo de uso popular.

Palavras-chave: Achyrocline satureoides; antillcera; gastroprotecao; marcela.
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Achyrocline satureioides is a medicinal plant known as "marcela" in Brazil. An infusion of
the flowers is used in folk medicine as an antispasmodic, anti-inflammatory,
hypoglycemic, and hypocholesterolemic, and for the treatment of gastrointestinal
disorders such as gastric ulcers. However, the antiulcer activity has not been studied.
This study was carried out to evaluate the antiulcer activity of hydroalcohol extract and
methanol and hexane fraction of the inflorescences of A. satureioides. The following
assays were used to determine the activity: ethanol-induced ulcers, non-steroid anti-
inflammatory drugs (NSAIDs), acetic acid, pylorus ligature (pH, volume and total acidity),
mucus levels, and evaluation of the mechanism of action using nitric oxide synthase
inhibition (L-NAME) and chelating sulfhydryl group (NEM). In the model of ethanol
treatment with the extract and fractions, the rate of lesions was reduced by 34.83+6.17,
17.001£4.75, 5.66+5.07 for the groups treated with 100, 250 and 500 mg/kg and by
4.0+1.75, 4.2+1.80 for the groups treated with 500 mg/kg of hexane and methanol
fractions respectively, compared with the control group (41.33+3.73). Significant
inhibition was observed in the lesion index in the model of NSAID induced ulcers, and a
decrease of 16.83+4.71, 13.40+3.61, 10.16+2.22 for the groups treated with 100, 250
and 500 mg/kg of extract, and 2.16+0.87, 9.83+0.79 for the groups treated with 500
mg/kg of the hexane and metabolic fractions, respectively, compared with the control
group (32.666, 88). In the acetic acid induced chronic ulcer induced by acetic acid, the
extract and fractions at a dose of 500 mg/kg significantly reduced (p<0.01) the
percentage of damaged area, compared with the control. No significant differences were
observed in pH, volume or total acidity. In the evaluation of mucus production, a
significant increase (p<0.01) was observed in mucus levels in the animals treated with
100, 250 and 500 mg/kg of extract and 500 mg/kg of hexane and methanol fractions. In
the model using L-NAME, a slight loss of gastroprotection was observed with the extract,
as the methanol fraction lost gastroprotection compared with the control group. In the
model using NEM, no loss of gastroprotection was observed in either group, and in the
toxicity assay, no signal was observed. The results of the study show that the extract of
A. satureoides and fractions exhibit antiulcer activity. This activity is apparently not
related to anti-secretory mechanisms. The likely mechanism of action is linked to the
increased production of mucus, as well as the influence of the nitric oxide pathway.
Furthermore, this study corroborates the popular use of preparations of A. satureoides,
contributing to the validation of its popular use.

Keywords: Achyrocline satureoides; antiulcerogenic; gastroprotection; marcela.
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1 INTRODUCAO

Dentre as varias doencas que acometem a populagdo na atualidade, ligada
principalmente ao modo de vida adotado pelas pessoas, uma delas ganha destaque:
a ulcera gastrica. Até o momento a etiologia desta doenca nao foi completamente
elucidada, porém é fato conhecido que ela se desencadeia de um desequilibrio entre
0s agentes protetores (secrecdo de bicarbonato, muco e producdo de
prostaglandinas) e agentes agressores (secrecao de acido e pepsina) vinculados ao
processo de digestdo além de outros fatores como excesso de bebidas alcodlicas,
consumo de anti-inflamatérios ndo esteroidais, estresse, doengas como a sindrome
de Zollinger-Ellison e infeccdo causada por Helicobacter pylori, bactéria esta que
esta presente em até 50% da populacdo (ANDRADE et al. 2006; RODRIGUES et al.
2008; TOLEDO DIAS et al. 2009).

O tratamento das ulceras é diversificado sendo utilizados na terapia diversos
tipos de medicamentos, como por exemplo, os antiacidos, inibidores de receptores
de histamina do tipo Hy, inibidores da bomba de prétons e em casos de infeccao por
H. pylori acrescenta-se o uso de agentes antibiéticos, com o intuito de erradicagao
da bactéria (NAIK et al. 2007).

Entretanto, todos os medicamentos acima mencionados sao providos de
efeitos colaterais e/ou adversos, levando muitas vezes a ndo adesdo do tratamento.
(BIGHETTI et al. 2005; MASSIGNANI et al. 2009). Além disso, ha casos de
processos ulcerativos refratarios ao tratamento tendo o paciente que recorrer a
procedimentos cirlrgicos.

Durante décadas o uso de plantas para o tratamento dos males do trato
gastrointestinal (TGl) foi se firmando na populacdo (KLEIN JUNIOR et al. 2010).
Muitas dessas plantas, entretanto, carecem de confirmacdo cientifica quanto aos
seus efeitos gastroprotetores. Ha relatos populares, que indicam o uso das
inflorescéncias de Achyrocline satureoides (marcela), sob a forma de cha, produza
um alivio para os sintomas das ulceras gastricas. Ha estudos experimentais que tém
demonstrado e comprovado sua atividade antinociceptiva e antiinflamatoéria
(SIMOES et al. 1984; FALCAO et al. 2005), antimicrobiana (POZO, 1997; CALVO et
al. 2006), anti-herpética (GARCIA et al. 1995; BETTEGA et al. 2004), colerética e
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hepatoprotetora (KADARIAN et al. 2002), acao antioxidante (POLYDORO, 2004) e
imunomodulatéria (COSENTINO et al. 2008).

No entanto, observa-se que os efeitos das inflorescéncias de A. satureoides,
usadas comumente para alivio e cura de problemas gastricos pela populacdo, ainda
nao foram cientificamente estudados. Visando a necessidade da descoberta de
novas terapias, a proposta do presente estudo foi a de estudar a atividade antitlcera
do extrato e fragdes obtidas das inflorescéncias de A. satureoides (Lam.) DC —

(marcela) em diferentes modelos animais.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Contribuir com a validacdo da atividade gastroprotetora do extrato

hidroalcodlico e fracbes obtidas a partir das inflorescéncias de Achyrocline

satureoides (Lam.) D.C. (Asteraceae) — marcela.

2.2 Objetivos Especificos:

a)

b)

Q)

Obter o extrato hidroalcodlico e as fracées hexanica e metandlica das
inflorescéncias de A. satureoides

Avaliar atividade gastroprotetora do extrato hidroalcoodlico e das fracoes
hexanica e metandlica através de modelos animais (etanol, AINEs e acido
acetico).

Avaliar a existéncia de relacao dose-resposta do extrato hidroalcodlico na
atividade antiulcera, nos diferentes modelos.

Avaliar a atividade do extrato e fragbes sobre a secrecdao gastrica e
producdo de muco.

Estudar possiveis mecanismos de acéo antitlcera (participacao do sistema
do 6xido nitrico e grupamentos sulfidrila).

Comparar a atividade gastroprotetora do extrato e fracbes com farmacos
utilizados na terapia antitlcera (omeprazol, cimetidina e carbenoxolona).
Avaliar a toxicidade aguda do extrato hidroalcodlico através do modelo de
dose fixa.
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3 REVISAO DA LITERATURA

3.1 Plantas medicinais

O emprego de produtos naturais para tratamento, cura e ou prevencao de
patologias, foi predominante durante muitos séculos. Essa pratica foi suplantada
pela medicina quimico-experimental no século XIX, porém, a partir da metade do
século XX, ressurgiu com novo enfoque: quimica das plantas. As plantas tém sido
fonte imensuravel de novos farmacos e ou protétipos experimentalmente
comprovados e seguros para uso humano e veterinario (YUE-ZHONG, 1998,
YUNES; CECHINEL FILHO, 2001; VIEGAS JR, BARREIRO, BOLZANI, 2006;
BARREIRO; BOLZANI, 2009).

O oneroso custo para sintese de farmacos inovadores e o sucesso de vendas
de alguns fitoterapicos e fitofarmacos, ampliou o interesse da industria farmacéutica,
para a pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos a partir de drogas
vegetais (BALUNAS; KINGHORN, 2005; VIEGAS JR; BARREIRO, BOLZANI, 2006;
SANTOS et al. 2007).

De acordo Bighetti et al. (2005) as plantas desempenham um papel de
extrema importancia no tratamento de varias patologias, atualmente cerca de 25%
dos medicamentos prescritos foram identificados inicialmente em plantas
superiores. Um exemplo claro deste crescimento e da importancia dos compostos
naturais sdo os medicamentos utilizados no tratamento do cancer e os antibioticos,
dos quais aproximadamente 70% sao moléculas oriundas ou derivados destes
(McCHESNEY; SYLESH; HENRI, 2007).

Aliado a isso, ocorreu em nosso pais a implementacdo de programas
nacionais de saude, como o Programa Nacional de Plantas Medicinais e
Fitoterapicos adotado pelo Ministério da Saude, seguindo uma tendéncia da
Organizacao Mundial da Saude (OMS), a qual incentiva o uso de biodiversidade de
paises em desenvolvimento para assegurar maior acesso e cuidados a saude basica
das populacbées. Além disso, ha o propdsito de estimular a pesquisa e o
desenvolvimento de fitoterapicos, especialmente para o tratamento de doencas
endémicas e negligenciadas pela industria farmacéutica mundial, tais como: malaria,
doenca de Chagas, esquistossomose, e outras (FUNARI; FERRO, 2006).
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O Brasil, segundo a Convencao da Diversidade Bioldgica (CDB) ostenta cerca
de 20% da biodiversidade mundial, aproximadamente 55 mil espécies de plantas.
Sendo assim, nosso pais € considerado um local propicio na busca por novos
produtos terapéuticos, entretanto, este potencial foi pouco explorado nas ultimas
décadas, diferente do que acontece atualmente. Hoje com a ampla busca da
fitoterapia pela populagéo, grandes industrias farmacéuticas estao investindo nesta
area, a fim de buscar novos medicamentos com eficacia, qualidade e seguranca
comprovadas (SOUZA et al. 2008; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

No periodo entre 1983 a 2006 cerca de 40% dos novos compostos
introduzidos no mercado tiveram sua origem em compostos naturais. Atualmente, as
pesquisas nesta area estdo baseadas fortemente na comprovacdo da eficacia e
também da seguranca no uso de medicamentos provindos de plantas. No Brasil,
este ramo cresce acentuadamente, na ordem de 15% ao ano (SIMOES et al. 2003;
LIU; WANG, 2008; McCHESNEY; SYLESH; HENRI, 2007).

Considerando que sao varios os efeitos adversos causados pelos
medicamentos alopaticos usados no tratamento das Ulceras, como por exemplo:
ginecomastia, impoténcia, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade, entre outros, a
pesquisa de novos farmacos e o desenvolvimento de terapias alternativas é de
extrema importancia. No caso dos disturbios do TGl, os extratos vegetais estdo entre
0S mais promissores no tratamento de Ulceras gastricas (SANNOMIYA et al. 2005;
BONACORSI et al. 2009; DONATINI et al. 2009; KLEIN-JR et al. 2010).

Os fitoterapicos representam, de acordo com pesquisas, uma significativa
parcela do mercado farmacéutico. Mundialmente este setor movimenta cerca de
21,7 bilhdes de dblares por ano, sendo que no Brasil o valor estimado gira em torno
de 160 milhdes de ddlares. Estes valores tendem a aumentar, pois a venda de
fitoterapicos cresce anualmente cerca de 15%, contra somente 4% do setor de
medicamentos sintéticos (CARVALHO et al. 2008).

Varios compostos tém sido isolados a partir de plantas medicinais e tem
apresentado atividade gastroprotetora. Isso vem motivando os pesquisadores para a
descoberta de novas terapias para o tratamento de ulceras (HIRUMA-LIMA et al.
2006). Ressalta-se que este grande crescimento na utilizacdo de plantas medicinais
em nosso pais é promovido pelo dificil acesso da populagdo aos medicamentos
convencionais, 0s quais possuem um custo bastante elevado, a deficiéncia na

assisténcia médica e devido a decorrente consciéncia da utilizagdo do “natural”. O
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uso de extratos vegetais brutos, infusées ou emplastros € uma pratica muito
empregada e generalizada, sendo observada em todo territério (SILVEIRA et al.
2008).

Outro fator que desencadeia o uso de produtos fitoterapicos pela populacao, é
a crenca de que estes medicamentos sdo isentos ou possuem poucos efeitos
colaterais, e que apresentam aparente eficacia nos casos nos quais a medicina
convencional nao obteve resultados satisfatérios. O problema é que a grande
maioria das plantas medicinais nao foi avaliada quanto a seguranca e eficacia
(SOUZA et al. 2008).

3.2 Familia Asteraceae

A familia Asteraceae foi descrita por Teofrasto 300 anos a.C, Esta familia foi
primeiramente denominada de Compositae por Giseke em 1792, porém o cddigo
internacional de nomenclatura botanica permite denominar a familia com o nome
Asteraceae, nome este empregado em 1822. Fazem parte desta familia plantas
bastante conhecidas como os crisdntemos, margaridas e girassois (KATINAS et al.
2007).

A familia compreende cerca de, 1.535 géneros e aproximadamente 23.000 mil
espécies, distribuidas em trés subfamilias e 17 tribos, sendo considerada a maior
familia das dicotiledéneas. Encontra-se distribuida principalmente nas regides
tropicais, subtropicais e temperadas, freqientemente em habitats abertos e matas
nebulares. As plantas pertencentes a esta familia podem ser de pequeno ou grande
porte, podendo atingir cerca de 30 metros (HEIDEN et al. 2007; KATINAS et al.
2007; BERETTA et al. 2008; PANERO; FUNK, 2008).

Os trés estados que compdem a regido sul do Brasil possuem a maior
biodiversidade desta familia. Nestes estados, as plantas apresentam alto poder de
adaptacao a diferentes ambientes e condicdes climaticas (PANERO; FUNK, 2008).

As espécies pertencentes ao género Achyrocline, membro da familia
Asteraceae, possuem também elevado valor sécio-econémico, com ampla disperséao
nos estados de Santa Catarina, Parana, S&o Paulo e Rio Grande do Sul, entre
outras regides do pais. Sao utilizadas principalmente na forma de chas com
indicacoes populares para males do estdmago, como Ulceras gastricas, figado,
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anemias, inflamacoes, diabetes, doencas na prostata, sendo também descritas como
remédio para o processo de desintoxicacao do organismo (AGOSTINI, 2005).

3.3 Achyrocline satureoides (Lam.) D.C.

Achyrocline satureidoes (Lam) D.C. (Fig. 1) apresenta sinonimia como
Achyrocline candicans (Kunth) DC., Achyrocline Flaccid DC., Gnaphalium
satureoides Lam., Gnaphalium candicans Kunth. Popularmente é conhecida como
marcela, macelinha, camomila-nacional, marcela-do-campo ou macela, sendo muito
empregada na medicina caseira na regiao sul do Brasil e em paises como Uruguai,
Argentina e Paraguai (LORENZI e MATOS, 2002; RIVERA et al. 2004; PETROVICK,
2006; COSENTINO et al. 2008).

A infusdo de marcela € comumente utilizada para alivio de problemas
digestivos, espasmos gastrointestinais, redugdo de colesterol, problemas
respiratérios, inflamacgéao, infecgdes do trato respiratério superior, infeccoes virais,
calmante e sedativa, estando ela entre as dez plantas medicinais mais utilizadas no
estado do Rio Grande do Sul (FACHINETTO et al. 2007).

A. satureoides é descrita farmacobotanicamente como uma planta herbacea
perene, ereta, muito ramificada, podendo atingir até 120 cm de altura, possui folhas
simples alternadas, inteiras, sésseis lineares lanceoladas com revestimento alvo-
tomentoso. As inflorescéncias sao axilares e terminais do tipo capitulos reunidas em
paniculas corimbosas apresentando coloracdo amarelo-dourado, possuindo odor
caracteristico (LORENZI; MATOS, 2002; FACHINETTO et al. 2007).
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Figura 1: Fotografia das inflorescéncias de A. satureoides (Lam.) D.C.

3.3.1 Composicao quimica de A. satureoides

Em geral, os estudos fitoquimicos com A. satureoides sao efetuados com as
inflorescéncias. Fitoquimicamente, a planta mostra-se como uma rica fonte de
flavondides, tendo também em sua composicao sesquiterpenos, monoterpenos e
esteréides (GUGLIUCCI; MENINI, 2002).

Os componentes até agora identificados sao flavondides sob a forma de
agliconas livres: isognafalina; gnafalina; quercetina; 3-metoxi-quercetina; galangina e
seus 3-O-metiléteres; luteolina; 7,4’-dihidroxi-5-O-metiléter; quercetagenina;
tamarixitina; 3,7-dimetoxiquercetina; 5-hidroxi-3,6-7-trimetoxiflavona (almustina); 7-
hidro-3,5,8-trimetoxiflavona; 3,5,7,8-tetrametoxiflavona; 5,7,8-trimetoxiflavona; 3,5-
dihidroxi-6,7,8-trimetoxiflavona e 3,5-dihidro-7,8-dimetoxiflavona (SIMOES, 1984).
Outros compostos também foram isolados como: acido e ésteres cafeico,
clorogénico e isoclorogénico (VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005), éster de
calerianina, 4&cido protocatéquico (SIMOES, 1984). Derivados da fenilpirona,
kawapirona (SIMOES, 1984; VENDRUSCOLO, RATES, MENTZ, 2005).

Os flavonéides quercetina, 3-O-metilquercetina e luteolina sdo os principais
constituintes extraidos por etanol das inflorescéncias. A literatura aponta que estes
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compostos estdo amplamente relacionados com algumas das atividades
farmacolégicas (DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL, 2002; DE SOUZA; BASSANI;
SCHAPQOVAL, 2007).

3.3.2 Atividade bioldgica

Sao relatadas varias atividades biolégicas para as inflorescéncias de A.
satureoides (Lam.) D.C. Sua infusdo é utilizada amplamente em processos de
inflamacgdes gastrointestinais e espasmos, problemas respiratérios incluindo asma e
bronquite, infeccées do trato respiratério superior, transtornos hepaticos, infeccdes
virais, atividade anti-colesterolémica e sedativa (COSENTINO et al. 2008).

Estudos realizados por Simbes (1984) e seus colaboradores com o extrato
aquoso obtido por maceracao e por decoccdo e o macerado etandlico, apresentaram
efeito antiinflamatério significativo no teste de edema de pata induzido por
carragenina e efeito analgésico no teste de contorcées abdominais induzido por
acido acético.

Pozo et al. (1997) avaliaram a atividade inibitéria de A. satureoides contra o
agente causador de colite pseudomembrana, a bactéria Clostridium difficile, tendo
como resultado uma significativa inibicdo no crescimento deste patégeno. Estudos
realizados por Calvo (2006) demonstraram que o decocto de inflorescéncias de
Achyrocline satureoides, tem forte atividade antimicrobiana, onde foram inibidos
Stafilococcus ssp., ocorrendo ainda, um estimulo na producao linfocitaria.

Estudos indicam que o extrato aquoso e hidroalcodlico de A. satureoides
possui atividade frente aos virus herpes simplex tipo 1 e 2, tendo o extrato inibido a
replicacdo do virus entre a segunda e nona hora do ciclo (GARCIA et al. 1995;
BETTEGA et al. 2004).

Kadarian (2002) e seus colaboradores comprovaram a eficacia de A.
satureoides como agente hepatoprotetor e colerético, justificando assim seu
emprego etnofarmacolégico por diversas populagcées. Ja estudos realizados por
Polydoro (2004) confirmam a atividade antioxidante de A. satureoides. Em seus
experimentos cinco diferentes extratos foram avaliados, e todos exerceram
atividade, sobretudo o extrato hidroalcoodlico. Os autores justificam esse resultado
pela forte presenca de flavonoides nos extratos, destacando a quercetina e luteolina.
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Cosentino (2008) e colaboradores avaliaram o efeito imunomodulatério da
infusdo de A. satureoides, e os resultados obtidos fornecem evidencias que a
infusdo afeta profundamente as respostas funcionais das células polimorfonucleares,
apoiando assim seu uso como anti-inflamatério.

Quanto a toxicidade da planta, estudos descritos na literatura, sobre a
atividade toxica do extrato aquoso e etandlico de A. satureoides, descrevem que a
mesma ¢ isenta de toxicidade (SIMOES et al. 2003). Rivera et al. (2004) avaliou a
toxicidade aguda do extrato aquoso, tendo como resultado uma DLsy de 5 g/Kg,
comprovando entdo a seguranga no uso do extrato aquoso de A. satureoides para o

uso no tratamento das patologias gastrointestinais.

3.4 Fisiologias do estdbmago e secrecao acida gastrica

O trato gastrointestinal (TGI) possui um ambiente bastante peculiar, devido a
alta concentracdo de acido cloridrico, o que mantém seu pH oscilando entre 0,9 e
2,0, apresenta uma grande area de absorcao e varias glandulas que secretam os
sucos digestivos, ocorrendo assim a conversdo de grandes particulas sélidas em
particulas menores, para posterior absorcdo no intestino delgado (MERCHANT,
2007. CARVALHO, 2006).

O estdbmago é revestido por varias camadas de musculo liso e possui um
revestimento de muco. Anatomicamente este 6rgao é dividido em trés regides
topogréaficas (fundo, corpo e antro) (Fig. 2) e duas areas funcionais (glandulas
parietais e piloricas) (CARVALHO, 2006; SCHUBERT e PEURA, 2008).

O corpo principal do estdbmago apresenta varias pregas longitudinais. A
mucosa gastrica apresenta glandulas secretoras (células parietais). Estas glandulas
estao localizadas no fundo e no corpo e sdo as responsaveis pela secrecao do muco
e dos ions HCO3;, que sdo os responsaveis pela protecdo do limen estomacal
contra a acdo acida promovida pelo estimulo de agonistas enddégenos sobre as
células parietais (CARVALHO, 2006).
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Figura 2 - Visualizacao anatémica do estdmago.
Fonte: Enciclopédia multimidia do corpo humano (2000)

A liberacdo do acido na luz do estdbmago pelas células parietais é
desencadeada por trés diferentes vias:

Paracrina: estimula a secrecao de histamina, que e liberada por células
enterocromafins (ECL), semelhantes aos mastécitos existentes no estomago e
dispostas em intimo contato com as células parietais, atuando em receptores H2,
promove 0 aumento da secrecao acida gastrica por elevar os niveis intracelulares de
AMPc (MERCHANT, 2007. CARVALHO, 2006).

Endécrina: estimula a liberacao de gastrina a qual incita receptores da célula
parietal, provocando aumento dos niveis intracelulares de Ca?*, levando desta forma
a uma excrecao aumentada de acido gastrico (CARVALHO, 2006).

Neuronal: estimula a liberacdo de acetilcolina a qual atua em receptores
muscarinicos, estimulando a secrecao acida por elevar os niveis intracelulares de
Ca®*. Esta excitabilidade est4 associada a estimulos olfativos, visdo, paladar e
mastigacao e por neurénios locais da parede gastrica os quais sao estimulados pela
distencdo das paredes do estobmago (CARVALHO, 2006; TULASSAY e
HERSZENYI, 2010).
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O estdmago a fim de manter sua funcado primordial de efetuar a digestéo,
apresenta barreiras que evitam a lesdo das células pelo acido gastrico, sendo a
camada de muco a principal barreira (TULASSAY e HERSZENY!I, 2010).

Atualmente muitas patologias do trato digestivo estdo sendo estudadas,
dentre elas as Ulceras gastricas tem ganhado destaque em virtude de sua alta

prevaléncia na populacao.

3.5 Ulcera

3.5.1 Epidemiologia e conceito geral

A Ulcera gastrica corresponde a uma perda circunscrita de tecido da mucosa,
ocorrendo nas regides do trato digestivo que entram em contato com o suco gastrico
secretado no estomago (TOLEDO DIAS et al. 2009).

Trata-se de uma patologia que se torna cada vez mais comum na populacéo
mundial (KLOPELL et al. 2007; BARROS et al. 2008). Cerca de 10% da populagao
dos paises industrializados é afetada, sendo que sé no continente americano mais
de dois milhdées de adultos sofrem deste mal em alguma fase da vida. Este disturbio
afeta aproximadamente 11 a 20% dos homens e 8 a 11% das mulheres (FERREIRA,
2005). As ulceras gastricas costumam ser freqlientemente uma doencga cronica, a
qual pode persistir por até 20 anos, ela se caracteriza por episédios repetidos de
cura e re-exacerbacao (NAIK et al. 2007).

Quando a mucosa perde a capacidade de proteger-se através das secrecoes
de bicarbonato e muco, ocorrem lesbes, que sdo desencadeadas devido a um
desequilibrio entre os agentes ofensivos (secreg¢ao de acido e pepsina) e defensivos
(secrecao de bicarbonato, muco e producdo de prostaglandinas) acarretando no
surgimento de ulceras (ANDRADE et al. 2006).

3.5.2 Agentes agressores da mucosa

A Ulcera gastrica pode ser provocada, por diversos fatores, muitos estdo
relacionados com maus habitos alimentares, estresse, tabagismo, uso abusivo de
AINEs e bebidas alcoodlicas (BARROS et al. 2008; KLEIN-JR et al. 2010). A seguir

estdo descritos 0s principais agentes agressores:
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Etanol: é considerado um dos agentes que induz mais intensamente a Ulcera
gastrica, ele promove sérios disturbios na mucosa gastrica como, isquemia e
aparecimento de radicais livres, degranulacdo de mastocitos, inibicdo da producao
de prostaglandinas e diminuicdo na produc¢ao do muco gastrico (HIRUMA-LIMA et al.
2009).

AINEs: O uso abusivo de AINEs é um dos maiores causadores de Ulceras,
estes medicamentos inibem a producdo de prostaglandinas, com consequente
aumento na liberacdo de &acido gastrico e diminuicdo na producdo do muco
citoprotetor, acarretando assim no surgimento de lesdes (HIRUMA-LIMA et al. 2009).

Estresse: As Ulceras provocadas por estresse sdao ocasionadas por um
aumento na peroxidacao lipidica, a principal conseqiéncia deste aumento, é a
formagao de espécies reativas de oxigénio, levando assim a formacao de lesées no
lumen gastrico (RODRIGUES et al. 2008).

Infeccdo por Helicobacter pylori: E fato conhecido que a Ulcera pode ser
ocasionada por uma elevagao na liberagdo de acido cloridrico e pepsina, porém
ocorrem casos em que O paciente apresenta Ulcera sem ter esta liberacao
aumentada de fatores ofensivos. Nestes casos, o provavel agente etiologico e o H.
pylori, uma bactéria gram-negativa, que é considerada o agente de infecgao crénica
mais comum em seres humanos, tendo como habitat especifico a mucosa gastrica e
em funcao disto, acredita-se que contribua para a destruicdo das células gastricas
(SIQUEIRA et al. 2007; FALCAO et al. 2008).

Considera-se esta bactéria o principal agente etioldgico da Ulcera péptica em
humanos, apresenta uma alta taxa de prevaléncia a nivel mundial, em paises
desenvolvidos chega a 40% e em paises em desenvolvimento a taxa é maior de
80% (SOUZA et al. 2009).

3.5.3 Agentes defensivos da mucosa

Os mecanismos de defesa da mucosa gastrica permitem que esta mucosa
suporte a exposicao freqlente de agentes agressores. Os mecanismos de defesa
podem agir localmente bem como a partir de mecanismos neuro-hormonais. A
defesa da mucosa gastrica € um processo dinamico.

Os principais fatores protetores da mucosa gastrica sao:
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Fatores luminais: Sao varios os componentes de defesa da mucosa na porcao
luminal do epitélio gastrico. O suco gastrico apresenta em sua composicao
substancias capazes de reduzir a colonizacdo bacteriana. A secrecdao de acido
cloridrico, imunoglobulinas e lactoferrina, contribuem na formagcao de um ambiente
peculiar, onde poucas substancias conseguem se desenvolver (TULASSAY e
HERSZENYI, 2010)

Barreira de muco e bicarbonato: Esta é a primeira linha de defesa da mucosa
gastrica, sendo a Unica barreira entre o epitélio e a luz. Esta barreira € composta por
um gel de muco, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes, possuindo caracteristica
elastica, viscosa e aderente. O muco desempenha um papel estrutural importante na
criagdo de uma camada que retém o bicarbonato secretado pelas células epiteliais,
proporcionando um ambiente com pH préximo a neutralidade, bem como atuando
como uma barreira fisica contra a acéo da pepsina e acido cloridrico do processo de
digestdao (ALQASOUMI et al. 2009).

Epitélio: No epitélio as células da superficie sdo as responsaveis pela
secrecao de muco, bicarbonato, proteinas de choque térmico e geracdao de PGs,
formando uma barreira que impede a difusdo de acido gastrico e pepsina. Proteinas
de choque térmico tem como fungcdo a manutencdo da homeostase celular, sdo
formadas pelas células epiteliais gastricas em resposta ao estresse oxidativo,
agentes citotoxicos, e aumento da temperatura, evitando assim a desnaturacao de
proteinas e protegendo as células contra lesdes (TULASSAY e HERSZENYI, 2010).

Fluxo sanguineo da mucosa: Uma perfusao sanguinea adequada evita danos
epiteliais as camadas mais profundas da mucosa. A principal fun¢cdo da micro-
circulagdo da mucosa é abastecer as células com nutrientes e com oxigénio.
Quando a mucosa gastrica é exposta a agentes irritantes, as células endoteliais
produzem potentes vasodilatadores, como o6xido nitrico (NO) e prostaciclina 12
(PGl2), que agem protegendo a mucosa de lesdes causadas por substancias
vasoconstritoras como leucotrienos, tromboxanos e endotelina. O NO age ainda
inibindo a secreg¢ao de acido gastrico pelas células parietais (GRANGER et al. 1994;
WALLACE e MILLER, 2000).

Renovacao celular: O epitélio gastrico é reconstruido a cada 2-4 dias, esta
continua renovacgao das células progenitoras da mucosa, € uma caracteristica muito

importante, que colabora na manutengdo da integridade estrutural da mucosa,
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acarretando em maior resisténcia na formagdo de lesdes (TULASSAY e
HERSZENYI, 2010)

Prostaglandinas: Facilitam e estimulam a maioria dos mecanismos de
gastroprotecdo da mucosa. Responsavel pela geracdo continua de PGl e
principalmente de PGE,, que sdo essenciais na manutencao da integridade gastrica
e na protecao contra agentes necrotizantes e ulcerosos. As PGs inibem a liberacao
de acido gastrico, aumentam o fluxo sanguineo da mucosa, estimulam a produgao
de muco e bicarbonato, aceleram o reparo e a cicatrizacao tecidual (BRZOZOWSKI,
2003; TULASSAY e HERSZENYI, 2010).

3.6 Terapia antiulcera

A terapia para cura de Ulceras tem por objetivo a reducao da dor, promover a
cicatrizacdo e prevenir provaveis Ulceras reincidentes. A terapia farmacoldgica
baseia-se em re-estabelecer o equilibrio entre os fatores ofensivos e defensivos, ou
seja, proteger a mucosa da acao do suco gastrico (AIHARA et al. 2003)

Porém, durante muitos séculos o tratamento das Ulceras gastricas era
realizado utilizando-se antiacidos para neutralizar a secrecdo gastrica, restricoes
alimentares eram utilizadas e os procedimentos cirargicos eram corriqueiros. Na
década de 70 uma revolucao na terapéutica das Ulceras gastricas aconteceu com o
surgimento dos antagonistas dos receptores de Histamina H (cimetidina e ranitidina)
0s quais agem diretamente sobre as células parietais provocando uma diminuicdo na
liberacao de secrecgao gastrica (YUHONG et al. 2006)

Na década de 80, outra classe de medicamentos para o tratamento de Ulceras
€ lancado no mercado, os inibidores da bomba de prétons, sendo o omeprazol o
farmaco padréo. Essa classe de farmacos atua inibindo a secrecao de acido gastrico
através da inativacdo da bomba, a partir da formacéo de ligacdes dissulfeto entre as
moléculas reagentes do omeprazol com a estrutura da bomba de protons (AIHARA
et al. 2003)

Logo apds, surgem os farmacos citoprotetores, como o misoprostol, um
andlogo da prostaglandina E,, que atua no estdbmago inibindo a secrecdo &cida,
enquanto estimula a secrecdo de muco e bicarbonato (Hawkey, 2000). Outro
farmaco utilizado no tratamento de Ulceras gastricas é a carbenoxolona, um

terpendide, isolado a partir de um extrato da Glycyrriza glabra (alcaguz). Entretanto,
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devido aos graves efeitos colaterais ambos os tratamentos foram retirados do
mercado (SATO et al. 2004).

Desta forma o arsenal terapéutico atualmente utilizado para o tratamento das
Ulceras gastricas se baseia no uso de: antagonistas de receptores H, para histamina
e inibidores da bomba de préton, sendo o uso de antibidticos necessario somente
nos casos confirmado de infeccdo por H. pylori sendo raramente empregados
procedimentos cirurgicos (WALLACE e MILLER, 2000; SUNG, 2006).]

Porém, ainda ndo ha um farmaco que produza 100% de cura das Ulceras
gastricas e devido ao fato da uUlcera gastrica ser considerada agravo a saude, a
pesquisa de novos farmacos e o desenvolvimento de terapias alternativas é de
extrema importancia. Neste aspecto os extratos vegetais estdo entre os mais
promissores no tratamento de Ulceras gastricas (SANNOMIYA et al. 2005;
BONACORSI et al. 2009; DONATINI et al. 2009).

Um exemplo disto € o estudo realizado por Andrade e colaboradores (2007),
0s quais comprovaram a atividade antitlcera do extrato hidroalcodlico de Maytenus
robusta. O extrato hidroalcodlico produziu efetiva diminuicdo na secrecao gastrica,
mostrando assim ter um alto potencial como futuro fitoterapico antitlcera. Outra
planta que apresentou atividade gastroprotetora foi a Equisetum palustre L. que
demonstrou através de diferentes ensaios farmacoldgicos uma inibi¢cdo significativa
na formacéao de lesdes ulcerativas (GURBUZ; YESILADA; ITO, 2009)

Estes sdo apenas alguns exemplos de plantas com potencial atividade
antitlcera. Atualmente véarios grupos de pesquisa atuam nesta area a fim de
promover a descoberta de novas terapias para esta patologia que afeta consideravel
namero de pessoas no mundo (HIRUMA-LIMA et al. 2006; BONACORSI et al. 2009).

Diante do exposto, este trabalho visa colaborar na elucidagdo da atividade
gastroprotetora das inflorescéncias de A. satureoides, planta amplamente utilizada
pela populacdo para cura e alivio de desordens gastricas, tais como: ulceras,

gastrites, dispepsias, entre outras.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Farmacos, reagentes e solventes

Indometacina, cimetidina, omeprazol, carbenoxolona, L-NAME e NEM foram
adquiridos da Sigma-Aldrich (St. Louis, MD, USA). Todos os outros reagentes e
solventes utilizados foram de grau analitico.

4.2 Obtencao do extrato

4.2.1 Coleta e preparo do material vegetal

As inflorescéncias de A. satureoides (Lam.) D.C. (Marcela) foram coletadas no
municipio de Fraiburgo (Latitude 27°01°34”S e longitude 50°55’17"W), estado de
Santa Catarina, Brasil, em maio de 2009 pelo biélogo Gilberto Schneiker (CRBio:
63266-03D).

As inflorescéncias foram identificadas por comparacdo com uma exsicata
depositada no Herbario Barbosa Rodrigues (Itajai/SC), sob o nimero 50130.

O material vegetal foi submetido a secagem em estufa de ar circulante a
40°C. Ap6s a secagem, as inflorescéncias foram submetidas a moagem em
triturador, resultando em 2 kg de material seco.

4.2.2 Preparacao do extrato hidroalcodlico das inflorescéncias

As inflorescéncias de A. satureoides (2 kg) foram submetidas a maceragéao
em solucao hidroalcodlica a 70%, durante sete dias. Apés filtracao, a solugao obtida
foi submetida a reducédo e evaporacédo do solvente em rota evaporador a pressao
reduzida, obtendo-se 192,6 g (9,6%).
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4.2.3 Obtencao das fracoes

As fracOes foram obtidas a partir do processo de particao liquido-liquido do
extrato bruto hidroalcodlico com o intuito de obter duas fracbes (Fig. 3). Neste
aspecto, o extrato bruto (20 g) foi solubilizado em metanol: 4gua (9:1), e o processo
de extragao liquido/liquido foi realizado utilizando hexano (5x300 mL) como solvente
extrator.

As fracbes apresentaram rendimentos de 1,57 g (15,74%) para a fracao
hexanica (rica em terpenos e esterdides) e 8,83 g (88,3%) para a fracdo metandlica

(rica em compostos fendlicos).

Extrato bruto
Metanol:agua (9:1)

(20 g)
> Hexano
(5x300 mL)
Fracao Hexéanica Fracao Metandlica
(1,57 g) (8,83 9)

Figura 3. Processo de particdo liquido-liquido para obtengdo das fragdes hexéanica e
metandlica.

4.3 Analise fitoquimica preliminar

O perfil cromatografico em camada delgada do extrato bruto hidroalcodlico,
das fracdes hexanica e metandlica foi determinado de acordo com Hostettmann
(1998).

Para a execucao da cromatografia em camada delgada (CCD), o extrato bruto
hidroalcodlico e cada fracdo obtida foram diluidos nos seus respectivos liquidos
extratores. Como padroes foram utilizados quercetina, friedelina, a,B-amirina, lupeol,
espinasterol, estigmasterol € acido betulinico, em funcado de constar no banco de
padrbes do laboratério.
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Para realizacdo das CCDs foram utilizados os sistemas eluentes abaixo
descritos em funcdo de apresentar a melhor resolugdo cromatografica, utilizando

como fase estacionaria Silica gel 60 Fas4 (Merck).

Sistema 1:

Fase mével: cloroférmio:metanol (8:2)

Amostra: extrato bruto hidroalcodlico, fracdo hexanica e fragao metandlica.
Padrao: quercetina

Revelador: Cloreto férrico

Sistema 2

Fase mével: hexano:acetona (8:2)

Amostra: fracao hexanicaPadrdes: friedelina, a,3-amirina, lupeol, espinasterol,
estigmasterol é acido betulinico

Revelador: anisaldeido sulfurico a 1102C
4.4 Ensaios farmacologicos e toxicoldgicos
4.4.1 Animais

Nos ensaios bioldgicos foram utilizados ratos machos Wistar, pesando entre
150-250 g e camundongos machos Swiss pesando entre 15 e 25 g provenientes do
Biotério Central da Universidade do Vale do ltajai — UNIVALI. Os animais foram
mantidos em caixas de polipropileno, em sala com controle de temperatura (25°C),
umidade e ciclos controlados (claro/escuro 12 horas cada), tendo ragdo (Purina
Labina) e agua ad libitum.

Doze horas anteriores aos experimentos os animais foram mantidos em jejum
e uma grade foi adicionada para inibir a coprofagia tendo livre acesso a agua.

Quanto aos aspectos éticos da experimentacao animal, foram respeitadas as
normas preconizadas pelo COBEA (Colégio Brasileiro de Experimentacdo Animal).
Os experimentos foram aprovados pela Comissdo de Etica em Pesquisa da
Universidade do Vale do ltajai (Protocolo 301/09a) — Anexo A.

4.5 Avaliacao da atividade antiulcera



32

Para avaliacdo da atividade gastroprotetora do extrato e fracbes de A.
satureoides, foram utilizados diferentes modelos experimentais, todos baseados em
fatores etioldégicos da doencga, como: uso abusivo de alcool, antiinflamatérios nao
esteroidais e aumento da secrecao gastrica.

4.5.1 Modelo de ulcera induzida por etanol

O método empregado foi descrito por Morimoto et al. (1991), com algumas
modificacdes. Os ratos foram divididos em diferentes grupos (n=6) que foram pré-
tratados por via oral com omeprazol na dose de 30 mg/kg (Controle positivo), veiculo
(controle negativo), extrato hidroalcoodlico de A. satureoides nas doses de 100, 250 e
500 mg/kg, e fracdes hexanica e metandlica na dose de 500 mg/kg.

Apés uma hora e meia, foi administrado aos animais 1 mL de Alcool etilico 96
% (agente lesivo) por via oral, e uma hora e meia apds a administracdo do agente
lesivo, os mesmos foram sacrificados por deslocamento cervical. Em seguida, os
estdbmagos foram retirados e abertos ao longo da curvatura maior, sendo esticados
em placas de parafina, e através de Scanner, as imagens obtidas foram captadas e
analisadas por software de analise de imagens EARP, a fim de determinar-se o
numero de lesdes e o tamanho destas. Posteriormente foi realizada a determinacao
da area total de lesdo, porcentagem de area lesada e indice de lesées ulcerativas
(ULI) calculado atraves da severidade das lesdes da mucosa gastrica, classificadas

como:
a) tipo 1 (T1): area da ulcera < 1 mm3;
b) tipo 2 (T2): area da ulcera de 1-3 mm?;
c) tipo 3 (T3): area da ulcera > 3 mm2,
O indice de lesao ulcerativa (ULI) foi determinado como:

ULl =1 x (T1) + 2 x (T2) + 3 x (T3)

O indice de cura (%) foi determinado como:
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IC = 100 — (ULItraTADO X 100 + ULlconTROLE)

Os resultados foram expressos em porcentagem de area (%), quantidade total
de area lesada (mm?), indice de lesdes ulcerativas (ULI) e indice de cura (%) (IC).

4.5.2 Ulcera aguda induzida por anti-inflamatério ndo esteroidal

Foi empregada a metodologia descrita por Nwafor et al. (2000), com algumas
modificacdes. Os ratos foram divididos em diferentes grupos (n=6) que foram pré-
tratados por via oral com cimetidina na dose de 100 mg/kg (controle positivo), veiculo
(controle negativo), extrato hidroalcodlico de A. satureoides nas doses de 100, 250 e
500 mg/kg, fracdo hexanica e metandlica na dose de 500 mg/kg. Apdés uma hora e
meia, 0s animais receberam 100 mg/kg de indometacina (v.0).

Apbs doze horas da administracdo de indometacina os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical e os estdbmagos retirados e abertos ao longo
da curvatura maior, esticados e através de Scanner, as imagens foram captadas e
analisadas por software de analise de imagens EARP, a fim de determinar-se o
numero de lesbes e o tamanho destas.

Posteriormente foi realizada a determinagcdo da é&rea total de lesao,
porcentagem da area lesada e indice de Uulceras (ULI), conforme descrito

anteriormente.
4.5.3 Modelo de ulcera crénica induzida por acido acético

Foi utilizada a metodologia descrita por Takagi et al. (1969), com algumas
modificagées. Os camundongos foram divididos em diferentes grupos (n=6). Em
seguida foram anestesiados e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo ao
processo apofise xiféide. Apds a exposicao do estdmago, foi injetado na camada
sub-serosa da parede externa do 6rgao 50 pL de solugédo de acido acético 20%, na
face posterior.

O local foi pressionado por 30 segundos para evitar o extravasamento do
liquido injetado. Cuidadosamente o estémago foi lavado com salina e entao feito a
sutura da parede abdominal. Dois dias apds a cirurgia e com 0s animais ja
recuperados, foi realizado o tratamento que teve duracao de sete dias. Os animais
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receberam por via oral cimetidina na dose de 100 mg/kg (controle positivo), veiculo
(agua), extrato hidroalcodlico de A. satureoides, fracdo hexanica e metandlica na
dose 500 mg/kg.

Apés sete dias de tratamento os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, e os estbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura; esticados
e através de Scanner, as imagens foram captadas e analisadas por software de
andlise de imagens EARP, a fim de determinar se ocorreu regressao da lesao nos
tratamentos quando comparados com o controle positivo € negativo. Foi realizada a
determinacao da area total de lesdo e a porcentagem de area lesada.

4.6 Avaliacoes da secrecao gastrica e muco

4.6.1 Ligadura de piloro

Este experimento foi realizado conforme o método descrito por Shay et al.
(1945), com algumas modificagdes. Os ratos foram divididos em diferentes grupos
(n=6). Em seguida foram anestesiados e submetidos a uma incisdo longitudinal
abaixo ao processo apofise xifdide, para amarragdo do piloro e a administracao por
via intraduodenal dos diferentes tratamentos: cimetidina na dose de 100 mg/kg
(controle positivo), veiculo (controle negativo), extrato hidroalcodlico de A.
satureoides nas doses de 100, 250 e 500 mg/kg, fracdo hexanica e metandlica na
dose de 500 mg/kg. Apds os tratamentos, as incisdes foram suturadas e quatro
horas apds a cirurgia os animais foram sacrificados por deslocamento cervical. As
incisdbes foram reabertas e apds pincamento da valvula cardia (para evitar-se a
perda do conteudo gastrico) o estbmago foi retirado.

O conteudo estomacal foi coletado e foram analisados os parametros:
volume, pH e concentracdo de ions hidrogénio. Apds a determinacédo do volume e
de pH, foi adicionado 10 mL de agua destilada a amostra e esta foi centrifugada por
10 minutos a 3000 rpm. O sobrenadante foi titulado com solugdo de hidréxido de
sédio 0,01 N, utilizando-se fenolftaleina como indicador.

Os resultados foram expressos em g (volume), pH e mEg/L/4h (Concentracéao

de ions hidrogénio).
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4.6.2 Doseamento de muco em mucosa gastrica

Este ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Sun et al.
(1991) com algumas modificagcdes. Os ratos foram separados em grupos (n=6).
Apos 24 horas de jejum, sob anestesia, foi realizada uma incisdo no abdémen e a
ligadura do piloro foi realizada. Imediatamente, apés a ligadura do piloro, o extrato
de A. satureoides (100, 250 e 500 mg/kg) e as fracbes héxanica e metandlica (500
mg/kg) foram administradas via intraduodenal. Carbenoxolona (250 mg/kg) foi
utilizado como controle positivo, € 1 mL de veiculo foi administrado como controle
negativo. Os animais foram sacrificados 4 horas apés os tratamentos. O conteudo
estomacal foi imerso em 10 mL de 0,02%, sacarose 0,16 M Alcian blue/0,05 M,
solucdo de acetato de soédio, pH 5,8, e incubados por 24 h a 20°C. Apos,
centrifugou-se a 3.000 x 10 min. A absorcdo do sobrenadante foi determinado por
espectrofotometria em 615 nm. O muco livre do conteudo gastrico foi calculado a

partir da quantidade de Alcian blue ligado ao tecido (tecido/mg de peso (g)).

4.7 Mecanismos de acao antiulcera

4.7.1 Participacao do oxido nitrico endogeno envolvido na gastroprotecao

O método empregado neste experimento foi descrito primeiramente por
Arrieta et al. 2003, com algumas modificagdes. Os ratos foram separados em dez
grupos (n=6), onde cinco grupos receberam pré-tratamento com L-NAME (N-nitro-L-
Arginina metil éster), um inibidor da enzima 6xido nitrico sintase, na dose de 70
mg/kg, i.p. € 0s cinco grupos restantes foram pré-tratados com salina, i.p. Apés 30
minutos dos pré-tratamentos, aplicou-se o teste de inducdo de ulcera por etanol,
utilizando como tratamento extrato A. satureoides, fracdo hexanica e metandlica na
dose de 500 mg/kg, controle positivo (carbenoxolona 200 mg/kg) e controle negativo
(veiculo). Passado o tempo do teste, os animais foram sacrificados e os estbmagos
retirados e abertos ao longo da grande curvatura, esticados e através de Scanner,
as imagens foram captadas e analisadas por software de anélise de imagens EARP,

a fim de determinar-se a % de area lesada.
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4.7.2 Participacao dos grupamentos sulfidrila endégenos envolvidos na

gastroprotecao

Para a avaliagdo dos grupamentos sulfidrila na gastroprotecao foi adotado o
modelo de Matsuda e Yoshikawa (1999). Os ratos foram separados em dez grupos
(n=6), onde cinco grupos receberam o pré-tratamento com NEM (N-etilmaleimida),
um quelante de grupamentos sulfidrila, na dose de 10 mg/kg, i.p. € 0S cinco grupos
restante foram pré-tratados com salina, i.p. Apdés 30 minutos dos pré-tratamentos,
aplicou-se o teste de indugcdo de Uulcera por etanol, utilizando como tratamento
extrato A. satureoides, fragao hexanica e metandlica na dose de 500 mg/kg, controle
positivo (carbenoxolona 200 mg/kg) e controle negativo (veiculo). Passado o tempo
do teste, os animais foram sacrificados e os estdmagos retirados e abertos ao longo
da grande curvatura, esticados e através de Scanner, as imagens foram captadas e
analisadas por software de analise de imagens EARP, a fim de determinar-se a % de

area lesada.

4.8 Avaliacao toxicologica aguda — dose fixa

O estudo de toxicidade aguda foi realizado conforme descrito em "Guidelines
for Testing of Chemicals — Acute Oral Toxicity — Fixed Dose Pro-Cedure” (OECD
420, 2001). O extrato hidroalcodlico das inflorescéncias de A. satureoides, foi
administrado por via oral, a um grupo de 05 ratos (fémeas) em jejum por 12 horas,
na dose de 2000 mg/kg. O grupo controle (05 fémeas) receberam salina. Apés a
administracao, durante as primeiras 12 horas, nos periodos de 15, 30 e 60 minutos e
a cada 4 horas foram observados sinais téxicos de carater geral, sendo avaliados os
seguintes parametros: atividade geral, frémito vocal, irritabilidade, resposta ao toque,
aperto da cauda, contorcao, trem posterior, tonus corporal, forca de agarrar, ataxia,
tremores convulsbées, estimulacbes, cauda em Straub, hipnose, anestesia,
lacrimacéo, ptoses, piloerecao, respiracao, cianose.

A partir da 42 hora até 14 dias ap6s a administracdo da dose, no sétimo e
décimo quarto dia a variacdao de peso foi mensurada. Ao fim do periodo de
observacéo, foi contabilizado o niUmero de 6bitos e todos os animais sobreviventes
foram eutanasiados e autopsiados, sendo observadas as caracteristicas
macroscopicas dos pulmdes, rins, intestinos, figado, utero, bago e coragéo.
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4.9 Analise estatistica

Para a andlise estatistica dos resultados obtidos foi utilizada a andlise de
variancia (ANOVA) e para comparacao das médias dos grupos testados foi utilizado
o teste de Dunnet e/ou Tukey, sendo os valores com p<0,05 considerados
estatisticamente significativos (SOKAL; ROHLF, 1995).
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5 RESULTADOS

5.1 Extrato e fracoes de A. satureoides

5.1.1 Analise fitoquimica pré-liminar

Na tentativa de verificar a presenca de flavondides, terpendides e esterdides
no extrato bruto hidroalcodlico, fracdo hexanica e metandlica de A. satureoides,
diferentes sistemas eluentes e reveladores especificos foram utilizados.

No perfil cromatogréfico realizado para identificagdo de flavondides, utilizando
o padrao quercetina e revelador cloreto férrico, com fase mével cloroférmio:metanol
(8:2), sugere-se a presenca de quercetina no extrato hidroalcodlico e na fracao
metandlica (Figura 4-A). A provavel presenca de quercetina no extrato hidroalcodlico
foi confirmada através de Co-CCD (Co-eluicdo do extrato hidroalcodlico/quercetina)
(Figura 4-B).

®

1ie 22,
Bba HAs

Figura 4 — Perfil cromatografico: A) 1) Fracdo hexanica; 2) Fracao metandlica; 3) Extrato
hidroalcodlico; 4) Quercetina. B) 1) Extrato hidroalcodlico; 2) Co-CCD (extrato/quercetina);
3) Quercetina. Revelador: Cloreto férrico, Fase mével: Cloroférmio:Metanol (8:2).
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Por outro lado, na fracdo hexanica quando se utilizou fase mdével
hexano:acetona (8:2), verificou-se a provavel presenca de a,B-amirina, estigmasterol
e lupeol. Além destes, foi possivel observar a presenca de outros compostos
terpenos e esterdides tendo em vista a coloracéo especifica observada quando foi
utilizado anisaldeido sulfurico como revelador (UGAZ, 1994). Os resultados podem
ser observados na figura 5.

PPY L L e = Ne

Figura 5 — Perfil cromatografico: A) 1) Friedelina; 2) a,B-amirina; 3) Fracao Hexéanica B) 1)
Fracdo Hexanica; 2) Co-CCD (Fragao hexanica/espinasterol); 3) Espinasterol C) 1) Fracao
Hexanica; 2) Co-CCD (fragdo hexanica/ estigmasterol); 3) Estigmasterol D) 1) Fracao
Hexanica; 2) Co-CCD (fragao hexanica/lupeol) 3) Lupeol E) 1) Fragdo Hexanica; 2) Co-CCD
(fragdo hexanica/acido betulinico); 3) Acido betulinico. Revelador: Anisaldeido sulfurico a
110°C. Fase mével: hexano:acetona (8:2).

5.2 Avaliacao da atividade antitulcera

5.2.1 Modelo de ulcera induzida por etanol

Neste modelo, observou-se que o tratamento com extrato hidroalcodlico de A.
satureoides (100, 250 e 500 mg/kg) e omeprazol (30 mg/kg) reduziu
significativamente a area total da lesédo, porcentagem de area lesada e o indice de
lesbes em comparagdo com o grupo controle negativo (tabela 1). Apresentando
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indice de cura de 15,71 + 14,93, 58,86 = 11,50, 86,28 = 12,24 e 42,89% * 6,60%,
respectivamente. As fragcdes também apresentaram reducao significativa em todos
0s parametros analisados, apresentando indice de cura de 90,32% * 5,24% para a
fracao hexanica (FH) e 89,83 + 4,35 para a fracao metandlica (FM) (figura 6).

A figura 7 apresenta imagens, de carater ilustrativo, de alguns estbmagos dos
animais submetidos ao ensaio e utilizados nos calculos dos parametros avaliados no

experimento.

Tabela 1. Efeitos do extrato hidroalcodlico, fracbes hexanica e metandlica de A.

satureoides e omeprazol no teste de ulcera induzida por etanol em ratos.

Tratamento Dose Area total da % de area Indice de Indice de
V.0 (mg/kg) lesao (mm?) lesada Lesodes Cura (%)
Controle - 361,20+ 51,32 27,25+3,58 41,33+3,73 -
Omeprazol 30 43,23+10,48"~ 3,76+1,02" 23,60+2,73  42,89+6,60
Extrato 100 145,22+42,74" 12,98+4,07" 34,8346,17  15,71+14,93
250 25,94 +8,50 2,27+0,77" 17,0044,75  58,86+11,50
500 9,36+8,36 0,67+1,02" 5,66 +5,07  86,28+12,28
FH 500 4,10+2,87" 0,45+0,28~ 4,0+1,75" 90,3245,24
FM 500 4,07+2,75 0,36+0,16 4,241,80" 89,83+4,35

Resultados expressos como Média = Erro Padrdo da Média (EPM) de seis ratos.
Comparacao estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Dunnet.
*p < 0,05, **p < 0,01 quando comparado ao grupo controle.
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Extrato hidroalcodlico
E= Fragao hexanica
g Fracao metanolica

100-

indice de Cura (%)

Controle Omeprazol 100 250 500 500 500

Tratamentos (mg/kg)

Figura 6 — indice de cura do extrato hidroalcodlico e fragdes de A. satureoides e omeprazol

em lesdes induzidas por etanol. Resultados expressos como Média + Erro Padrao da Média
(EPM) de seis animais.

Figura 7 — Imagens de estdmagos Bapds inducdo de ulcera com etanol: a- controle
negativo; b- controle positivo (omeprazol 30 mg/kg); c- extrato hidroalcodlico 100 mg/kg; d-

extrato hidroalcodlico 250 mg/kg; e- extrato hidroalcodlico 500 mg/kg; f-fracdo hexanica 500
mg/kg; g-fragdo metandlica 500 mg/kg.
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5.2.2 Modelo de ulcera induzida por antiinflamatorio ndao esteroidal

Neste modelo o tratamento com extrato de A. satureoides (100, 250 e 500
mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg) reduziram significativamente todos os parametros
avaliados em comparagdo com o grupo controle (Tabela 2). O indice de cura
apresentado foi de 48,48+14,43, 58,97+11,06, 68,8716,81 e 52,54% + 8,61%
respectivamente.

Do mesmo modo as fracées hexanica e metandlica (500 mg/kg) reduziram
significativamente todos os parametros analisados. Apresentando indice de cura de
93,36%2,67 e 69,89% = 2,42%, respectivamente (Figura 8)

A figura 9 apresenta imagens ilustrativas dos estdbmagos dos animais

submetidos ao ensaio.

Tabela 2. Efeitos do extrato hidroalcodlico, fracbes hexanica e metandlica de A.

satureoides e cimetidina no teste de ulcera induzida por AINEs.

Tratamento Dose Area total da % de area Indice de Indice de
(v.0.) (mg/kg) lesao (mm?) lesionada lesoes cura (%)
Controle - 21,65+6,14 1,97 +0,42 32,66 + 6,88 -
Cimetidina 100 749+230° 0,70+0,20 1550+281 52,54 + 8,61
Extrato 100 7,00+2117  0,77+0,21  16,83+4,71 48,45+ 14,43
250 595+1,60  0,70+0,21  13,40+3,61 5897+ 11,06
500 335+230 043+0,10° 10,16+2,22" 68,87 + 6,81
FH 500 0,35+0,18° 0,06+0,03"  2,16+0,87 93,36 +2,67
FM 500 269+0,58  033+0,05  9,83+079 69,89+ 2,42

Resultados expressos como Média + Erro Padrdo da Média (EPM) de seis ratos.
Comparacao estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo pos-teste de Dunnet. *p <
0,05, **p < 0,01 quando comparado ao grupo controle.
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Extrato hidroalcodlico
E= Fracéo hexanica
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Controle Cimetidina 100 250 500 500 500
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Figura 8 indice de cura do extrato hidroalcodlico e fragdes de A. satureoides e cimetidina

em lesdes induzidas por indometacina. Resultados expressos como Média + Erro Padrédo da
Média (EPM) de seis animais.

Figura 9 — Imagens de estdbmagos ap6s inducao de Ulcera por indometacina. a- controle
negativo; b- controle positivo (cimetidina 100 mg/kg); c- extrato hidroalcodlico 100 mg/kg; d-
extrato hidroalcodlico 250 mg/kg; e- extrato hidroalcodlico 500 mg/kg; f-fracdo hexanica 500
mg/kg; g-fracdo metandlica 500 mg/kg.
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Os resultados obtidos neste experimento mostram diferenca estatistica

significativa na area total lesada e % de area lesada entre os grupos tratados e o

grupo controle ao final do sétimo dia de tratamento (Tabela 3). O indice de cura
obtido foi de 70,3418,48, 69,70+5,59, 65,42 % * 13,00%, para os grupos tratados

com extrato hidroalcodlico (500 mg/kg), fracdo hexanica e metandlica (500 mg/kg),

respectivamente e 61,35+11,88 para o grupo controle (cimetidina) (Figura 10).

Tabela 3. Efeitos do extrato hidroalcodlico, fracbes hexanica e metandlica de A.

satureoides e cimetidina no teste de Ulcera crbnica induzida por acido acético.

Tratamento Dose Area totalda % de area Indice de cura
(v.0.) (mg/kg) lesao (mm?) lesionada (%)
Controle - 9,19+1,18 3,47 £ 0,47 -
Cimetidina 100 4,09+0,94  1,34+0,41 61,35+11,88
Extrato 500 4,45+0,99  1,39+0,34 70,34 +8,48
FH 500 4,49+152°  138+0,25 69,70 +5,59
FM 500 454+0,84  1,58+059 6542+ 13,00

Resultados expressos como Média + Erro Padrao da Média (EPM) de seis camundongos.
Comparacao estatistica foi realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Dunnet. * p <
0,05, **p < 0,01 e quando comparado ao grupo controle
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Figura 10 - indice de cura do extrato hidroalcodlico e fracdes de A. satureoides e cimetidina em
lesbes induzidas por acido acético em camundongos. Resultados expressos como Média + Erro
Padrao da Média (EPM).

5.3 Avaliacao da secrecao gastrica e muco
5.3.1 Ligadura de piloro

Neste modelo observou-se reducao significativa no volume de suco gastrico
no grupo que recebeu extrato de A. satureoides (250 mg/kg) (0,27+0,06) quando
comparado ao controle negativo (0,77+0,15). Na avaliacao do pH somente o grupo
tratado com cimetidina (100 mg/kg) (3,92+0,20) foi capaz de diminuir
significativamente a acidez quando comparado ao controle (2,76+0,13). Os demais
tratamentos nao obtiveram diferenca estatistica significativa quando comparados ao
controle. Os resultados estao apresentados na tabela 4.
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Tabela 4. Efeitos do extrato hidroalcodlico, fracbes hexanica e metandlica de A.
satureoides e cimetidina, administrados intraduodenal, avaliando os parametros

obtidos no suco gastrico, através de ligadura de piloro.

Tratamento Dose Volume pH [H+]
(v.0.) (mg/kg) (mL) mEq/l/4h
Controle 0,77 £ 0,15 2,76 £ 0,13 65,87 + 2,23
Cimetidina 100 0,70+ 0,12 3,92+0,20 46,91 +£4,38
Extrato 100 0,67 + 0,11 3,09 £0,05 77,33+ 12,74
250 0,27 + 0,06 3,66 + 0,50 72,90 +13,75
500 0,59 + 0,14 3,03 £0,03 79,24 + 7,66
FH 500 0,74 + 0,09 3,01 £0,06 73,54 + 4,66
FM 500 0,86 + 0,04 3,03+ 0,11 76,51 + 3,55

Resultados apresentados como media = Erro Padrdao da Média (EPM) de seis ratos.
Comparacao estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Dunnet. *p<0,05,

quando comparado ao grupo controle.

5.3.2 Doseamento de muco em mucosa gastrica

Apoés o tratamento com o extrato hidroalcodlico de A. satureoides nas doses
de 100 (1,68+0,07), 250 (1,71+0,07) e 500 mg/kg (1,76+0,04), fragdo hexanica
(1,74+0,02) e metandlica (1,69+0,04) utilizando a dose de 500 mg/kg, houve um
aumento significativo na producdo de muco quando comparados ao grupo controle
(1,41 £0,04). O grupo tratado com cimetidina 100 mg/kg (1,49+0,02) ndo apresentou
diferenca estatistica significativa quando comparado ao grupo controle negativo. Os
valores estdo descritos na Tabela 5.
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Tabela 5. Efeitos do extrato hidroalcodlico, fracbes hexénica e metandlica de A.

satureoides e carbenoxolona na dosagem de muco em mucosa gastrica

Tratamento Dose (mg/kg) Alcian blue ligado
(v.0) (mg/g tecido (g))
Controle - 1,41 £ 0,04
Carbenoxolona 250 1,73+0,02"
Cimetidina 100 1,49 £ 0,02
Extrato 100 1,68 £0,07"
250 1,71 £0,07°
500 1,76 £ 0,04~
FH 500 1,74 £0,02"
FM 500 1,69 0,04~

Resultados apresentados como media = Erro Padrdo da Média (EPM) de seis ratos.
Comparacao estatistica realizada utilizando ANOVA seguida pelo teste de Dunnet. **p<0,01,
quando comparado ao grupo controle.

5.4 Mecanismos de acao antiulcera

5.4.1 Participacao do oxido nitrico endogeno envolvido na gastroprotecao

Os resultados obtidos para o extrato e fragdes de A. satureoides no modelo
de Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com L-NAME (70 mg/kg,
i.p.) sdo apresentados na figura 11.

A fracdo metandlica administrada em ratos pré-tratados com L-NAME
(21,34+3,47) apresentou diferenga significativa na % de area lesada quando
comparada ao grupo fracdo metandlica que recebeu pré-tratamento com salina
(0,45+0,28), o mesmo grupo nao apresentou diferenca estatistica quando
comparado ao grupo controle (27,25+3,58).

Os demais grupos apresentaram diferencga significativa quando comparados
com o grupo controle e grupo L-NAME.
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Figura 11 — Efeitos do extrato hidroalcodlico de A. satureoides, fragbes e carbenoxolona em
lesbes induzidas por etanol em ratos pré-tratados com L-NAME. Resultados séo
MédiatEPM de seis ratos. Estatistica foi feita por comparacdo usando ANOVA e pos teste
de Tukey. “p<0.01 quando comparados com o grupo controle, #p<0.01 quando comparado
ao grupo L-NAME. A mostra diferenca estatistica entre os grupos pré-tratados com L-NAME
e pré-tratados com salina (p<0,01).

5.4.2 Participacao dos grupamentos sulfidrila endégenos envolvidos na

gastroprotecéao.

Os resultados obtidos para o extrato e fragdes de A. satureoides no modelo
de Ulcera gastrica induzida por etanol em ratos pré-tratados com NEM (10 mg/kg,
i.p.) sdo apresentados na figura 12.

Neste experimento todos o0s grupos apresentaram diferenca estatistica
significativa na % de area lesada quando comparados ao grupo controle e grupo
NEM. Nao se observou diferenca estatistica significativa quando a comparacao foi
realizada entre os grupos pré-tratados com NEM e os grupos pré-tratados com

salina.
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Figura 12 — Efeitos do extrato hidroalcodlico de A. satureoides, fragcdes e carbenoxolona em
lesdes induzidas por etanol em ratos pré-tratados com NEM. Resultados sdo MédiatEPM de
seis ratos. Estatistica foi feita por comparacdo usando ANOVA e pos teste de Tukey.
"p<0.01 quando comparados com o grupo controle, #p<0.01 quando comparado ao grupo
NEM.

5.5 Avaliacao toxicoldgica aguda — dose fixa

No teste de toxicidade aguda com o extrato hidroalcodlico de A. satureoides,
o comportamento dos animais foi observado no periodo inicial, 30’ 60’ 2h 3h e 4h.
Sendo observados os parametros: agitacao, irritabilidade, resposta ao toque, aperto
de cauda, contorcdo, forca de agarrar, tremores, respiracado, convulsdo, alteracdo
dos pélos, pele e mucosa e numero de mortos. Nao sendo observadas alteracdes
aparentes em nenhum dos periodos de observacao.

A massa corpérea dos animais foi determinada no primeiro dia, sétimo dia e
décimo quarto dia, ndo havendo alteragdo estatistica significativa em relacdo ao
controle durante toda a extensdo do ensaio. Ao final de 14 dias foi realizada a
autopsia e a analise macroscépica dos 6rgaos, nao tendo sido observada nenhuma
alteracao aparente quando comparado ao grupo controle.
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6 DISCUSSAO

A lUlcera gastrica € uma patologia que acomete consideravel nimero de
pessoas no mundo. O uso abusivo de alcool e AINEs, o estresse, a hereditariedade,
o tabagismo e a infeccdo causada por Helicobacter pylori tem sido considerados os
principais fatores de risco responsaveis pela lesdo da mucosa gastrica (BABU et al.
2010; KLEIN-JR et al. 2010)

Quando a mucosa perde a capacidade de proteger-se através das secrecoes
de bicarbonato e muco, ocorrem lesdes, que sdo desencadeadas devido a um
desequilibrio entre os agentes agressivos e defensivos, acarretando o surgimento de
Ulceras (LAM et al. 2007; KLEIN-JR et al. 2010).

Atualmente, as opgdes de tratamento para pacientes que sofrem de Ulceras
gastricas incluem os farmacos antiacidos e principalmente os antagonistas de
receptores de histamina-2 (Hz-Ras) e os inibidores da bomba de prétons. No
entanto, foi observado que o uso em longo prazo dos H»>-Ras e dos inibidores da
bomba de prétons provocam hiperplasia em células enterocromafins, o que pode
levar a recidiva da doenca e indugédo de cancer gastrico (BABU et al. 2010). Estes
tratamentos terapéuticos provocam ainda outros efeitos colaterais, tais como:
hipersensibilidade, arritmia, impoténcia, ginecomastia e disturbios hematopoiéticos
(LAKSMI et al. 2009). Portanto, h4 uma necessidade de busca por novos agentes
antitlcera mais eficazes e com maior seguranca, e que provoquem menos efeitos
colaterais.

Por estes motivos, a busca por novos farmacos é muito relevante. As plantas
medicinais e os produtos naturais, dia apdés dia, ganham grande importancia neste
sentido, ja que muitos extratos e compostos isolados tém apresentado resultados
promissores no tratamento e prevencdo das Ulceras gastricas, processos
inflamatérios e dolorosos (SANNOMIYA et al. 2005; MASSIGNANI et al. 2009).

A. satureoides, popularmente conhecida na regido sul do Brasil como
marcela, € amplamente empregada na medicina popular (etnofarmacologia). Ha
relatos, que indicam que o uso das inflorescéncias de marcela, sob a forma de chg,
produza alivio para os sintomas das Ulceras gastricas (KADARIAN et al. 2002;
COSENTINO et al. 2008; FERARRO et al. 2008). Algumas de suas acoes ja foram

comprovadas cientificamente, no entanto, observa-se que seu uso para alivio e cura
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de problemas gastricos pela populacdo, ainda nao foi estudado, e aliado a
necessidade da descoberta de novas terapias, o objetivo deste trabalho foi avaliar, a
partir de metodologias padronizadas e validadas, a acdo do extrato hidroalcodlico de
A. satureoides na protecao gastrica.

A atividade protetora gastrica de A. satureoides foi monitorada em modelos in
vivo primeiramente, através da inducdo de lesbes agudas por etanol. O etanol é
considerado um dos agentes que induz com maior intensidade a Ulcera gastrica. A
administracdo de etanol ocasiona uma reducdo no fluxo sanguineo gastrico,
contribuindo para o desenvolvimento de hemorragia e necrose. Bioquimicamente,
induz estresse oxidativo, aumenta a atividade da xantina oxidase e os niveis de
malondialdeido, e diminui o conteido de glutationa total em células da mucosa
gastrica (MAROTTA et al. 1999; HIRUMA-LIMA et al. 2009; MASSIGNANI et al.
2009).

No presente estudo, o grupo controle tratado com etanol, apresentou lesdes
abundantes e com caracteristica necrotizante. Diferente deste grupo, os animais
tratados com o extrato de A. satureoides apresentaram diminuicdo na area total
lesada e % de éarea lesada da mucosa gastrica quando comparados ao grupo
controle. A andlise estatistica apontou uma diminuigdo significativa (p<0,01)
indicando assim possuir um efeito gastroprotetor, inclusive superior ao omeprazol.
Ainda neste experimento, foi possivel constatar que quanto maior a concentracao de
extrato, melhor o efeito gastroprotetor, obtendo-se assim um efeito dose-resposta.

Outro fator que leva ao desequilibrio dos fatores protetores da mucosa
gastrica sdo os AINEs. A indometacina e outros AINEs atuam inibindo a sintese das
prostaglandinas através da inibicdo da enzima ciclooxigenase-1, fornecendo forte
evidencia de que o efeito ulcerogénico destes farmacos esta intimamente
correlacionado com a supressao da sintese de prostaglandinas (KUSHIMA et al.
2009).

No estdbmago, as prostaglandinas desempenham um importante papel de
protecdo, estimulando a secrecdo de bicarbonato e muco, mantendo o fluxo
sanglineo, sendo também responsavel pela regulacdo da renovacao das células da
mucosa. (MALFERTHEINER; CHAN; McCOLLI, 2009). Deste modo, a inibicao da
sintese das prostaglandinas enfraquece os fatores protetores da mucosa, diminuindo
a sua capacidade de resistir aos agentes agressores (KLEIN-JR et al. 2010).
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No experimento utilizando como agente indutor indometacina, verificou-se que
0s animais tratados com o extrato hidroalcodlico de A. satureoides apresentaram
diminuicao estatisticamente significativa (p<0,01) na area lesada e % de area lesada
da mucosa gastrica, em comparacdo ao grupo controle. Apresentando inclusive
efeito superior ao farmaco cimetidina. Neste ensaio, o efeito dose-resposta também
foi verificado.

Considerando que o extrato hidroalcodlico de A. satureoidese foi capaz de
proteger a mucosa gastrica contra lesées induzidas por etanol e AINEs, passou-se a
estudar se este extrato estaria interferindo de alguma maneira sobre a secrecao
acida gastrica, ja que este efeito (reducédo da secrecao acida) é o mecanismo de
acao da maioria dos farmacos hoje disponiveis para o tratamento de processos
ulcerativos. Neste sentido, 0 modelo de ligadura de piloro foi realizado. A ligadura de
piloro fornece pardmetros importantes para avaliar o envolvimento de compostos
sobre a secrecao gastrica (LAKSHMI et al. 2009).

O estiramento da mucosa causado pela obstrucdo do piloro ocasiona um
aumento na liberacdo do neurotransmissor acetilcolina, a qual atuard diretamente
sobre as células parietais, induzindo a secrecdao de acido cloridrico (SHAY et al.
1945; LEWIS e HANSON, 1991).

Neste modelo o extrato hidroalcodlico de A. satureoides nao alterou
significativamente o volume de suco gastrico, pH e concentragdo de ions H" quando
comparado ao grupo controle. Estes resultados sugerem que o extrato ndo possui
atividade anti-secretora, sendo provavel que a gastroprotecdo mediada pelo extrato
ocorra por outra via.

O fato de algumas plantas nao agirem inibindo a secrecéao de acido gastrico é
desejavel e interessante farmacologicamente para o tratamento de Ulceras gastricas,
uma vez que, previne o crescimento microbiano e a hipergastrinemia (LAMBERTS et
al. 1993). O nao envolvimento do extrato com a secrecdo gastrica nos levou a
investigar os mecanismos protetores da mucosa gastrica, pois, estes mecanismos
protegem a mucosa contra inUmeros agentes agressores.

O primeiro mecanismo protetor investigado foi a producao de muco gastrico.
Quando a barreira de muco é afetada, o epitélio gastrico torna-se mais sensivel ao
ataque de acido produzido pelo estdbmago e, consequientemente, leva a formacao de
Ulceras gastricas.
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Ha tempos ja esta disponivel um farmaco capaz de promover a producao de
muco. O misoprostol (Citotec®), um andlogo sintético da prostaglandina E;, atua
inibindo a secrecao gastrica e estimulando a producdao de muco, protegendo o
epitélio gastrico de lesdes, principalmente as causadas por AINEs. Porém este
farmaco apresenta sérios efeitos adversos que limitam seu uso, como por exemplo,
promover severas contragdes uterinas, o que levou ao uso como abortivo, sendo
usado indiscriminadamente pela populacao, e devido a isto, foi retirado do mercado,
sendo proibida sua comercializagdo (ARONSSON et al. 2007).

Por isto, a busca por um novo tratamento que tenha acdo semelhante, porém,
com menores efeitos colaterais seria interessante farmacologicamente uma vez que,
o muco aderido a superficie da mucosa gastrica protege o epitélio subjacente contra
o acido, pepsina e agentes necrotizantes como etanol e indometacina. O
revestimento de muco gastrico é considerado importante, pois facilita a reparacao de
danos causados ao epitélio (ALQASOUMI et al. 2009).

No experimento de doseamento de muco na mucosa gastrica, foi observado
que o extrato em suas diferentes doses e o controle positivo (carbenoxolona 200
mg/kg) apresentaram aumento estatisticamente significativo na produgédo de muco
(p<0,01) quando comparados ao controle negativo, assim, pode-se sugerir que 0s
compostos presentes no extrato de alguma forma estejam atuando de maneira
similar ao efeito produzido pelo farmaco misoprostol (SULEYMAN et al. 2009).

Ressalta-se, que a administracdo do extrato vegetal no modelo de ligadura de
piloro e doseamento de muco foi realizado pela via intraduodenal para que o mesmo
nao entrasse em contato direto com a mucosa e suco gastrico, avaliando assim seu
efeito sistémico.

Ainda em busca por possiveis mecanismos protetores envolvidos na atividade
antitlcera do extrato de A. satureoides, foram realizados experimentos para verificar
o envolvimento do NO e dos compostos sulfidrilas (SHs).

O NO é um importante transmissor enddgeno, liberado pelas células
endoteliais quando a mucosa é exposta a agentes lesivos. A principal funcdo do NO
na mucosa gastrica € proteger a mucosa de agentes vasoconstritores e inibir a
secrecao gastrica das células parietais (GRANGER et al. 1994). Portanto, o NO
participa no mecanismo de defesa gastrica regulando o fluxo sanglineo e a
secrecado de muco.
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Para verificar a participacdo do Oxido nitrico no efeito gastroprotetor do
extrato, ratos foram pré-tratados com um inibidor da 6xido nitrico-sintase (NOS), o N-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um analogo da L-arginina. O mesmo é
hidrolisado em L-nitroarginina produzindo inibicao da atividade da NOS. Isto faz com
que as Ulceras induzidas pelo etanol sejam agravadas levando a formacao de
severas lesdes com caracteristica necrotizante (GRANGER et al. 1994; KHALIFA et
al. 2002; HEEBA; HASSAN; AMIN, 2009; ZANATTA et al. 2009). Os resultados
obtidos neste experimento demonstraram que a atividade antillcera do extrato
hidroalcodlico de A. satureoides apresenta baixa correlacado com a atividade do NO,
uma vez que, nao foi observada uma perda estatisticamente significativa da protecao
apés a administracdo do L-NAME.

Os compostos sulfidrila (SHs) sdo importantes protetores da mucosa gastrica,
principalmente quando espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas no processo
de lesdo gastrica. Estudos afirmam que as lesbes causadas pelo etanol estdo
fortemente associadas com uma redugdo nos niveis de SHs na mucosa
(BARBASTEFANO et al. 2007)

Neste estudo, o pré-tratamento com NEM (um quelante de SHs) ndo aboliu de
maneira estatisticamente significativa a gastroprotecdo do extrato hidroalcodlico de
A. satureoides, indicando desta forma que os compostos SHs ndo estao envolvidos
no mecanismo de protecao gastrica desenvolvido pelo extrato.

Todos os modelos até aqui empregados na avaliagcdo da atividade antitlcera
causam erosbées na mucosa, porém estas erosdes sao diferentes quando
comparadas histologicamente com a Ulcera gastrica crénica humana
(BRZOZOWSKI, 2003). O modelo ideal e que reproduz com maior confiabilidade e
realidade a Ulcera gastrica é o ensaio introduzido por TAKAGI et al. (1969), o qual
corresponde a aplicacdo de uma injecdo na camada sub-serosa da parede externa
do estomago contendo acido acético provocando desta forma uma lesao profunda e
necrética, similar a ulcera crénica humana (DE PAULA et al. 2008).

Neste modelo, houve uma diminuicdo estatisticamente significativa (p<0,01)
nos parametros analisados, area total lesionada e % de area lesada, quando se
comparou os animais tratados com extrato hidroalcodlico e o grupo controle,
inclusive com eficacia levemente superior ao grupo tratado com o farmaco

cimetidina.
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Possivelmente fatores de crescimento estdo presentes no processo de
cicatrizacdo das Ulceras crbnicas, estimulando, por exemplo, angiogénese,
granulacdo da formacao tecidual, re-epitelizacdo, migracdo e proliferagcdo celular
(SZABO e VINCZE, 2000).

De acordo com Konturek et al. (1992), o processo antiulcerogénico e a
cicatrizagdo das ulceras crbnicas envolve a participacdo do fator de crescimento
epidérmico. Os fatores de crescimento bem como seus receptores desempenham
um papel importante na proliferacdo e migragéo celular, ocasionando desta forma a
reparacao do dano tecidual e a cicatrizacao da ulcera.

Apés avaliacdo da atividade gastroprotetora do extrato hidroalcodlico de A.
satureoides, foi avaliado quais os possiveis compostos ou classes destes, poderiam
estar envolvidos na atividade gastroprotetora. Os compostos obtidos de plantas
medicinais com atividade gastroprotetora apresentam estruturas quimicas distintas e
diferentes mecanismos de acéo. As principais classes relacionadas a esta atividade
sao: terpenos, triterpenos, flavondides, alcalbides, esterdides e polissacarideos
(LEWIS; HANSON, 1991).

As CCDs realizadas com o extrato de A. satureoides evidenciaram a presenca
de metabolitos secundarios, como: flavondides, terpenos e esterdides.

Esse resultado esta de acordo com o que é reportado na literatura, onde se
encontra que os flavondides sdo os principais metabolitos secundarios desta
espécie, tendo a quercetina como composto majoritario (DE SOUZA; BASSANI;
SCHAPOVAL, 2002; DE SOUZA; BASSANI; SCHAPOVAL, 2007).

Gugliucci e Menini (2002) reportam também a presenca de esterdides e
terpenos na composicao quimica de A. satureoides, e enfatizam que os mesmos
também podem estar implicados nas atividades biol6gicas apresentadas pela
espécie.

A fim de separar por classes de compostos, o procedimento de particdo
liquido-liquido foi adotado. O extrato hidroalcodlico de A. satureoides foi particionado
utilizando-se hexano, que tem a caracteristica de extrair compostos apolares, como:
terpenos e esterdides. Este procedimento proporcionou a obtencédo de duas fracées,
uma hexanica (rica em terpenos e esterdides) e uma fragao residual metandlica (rica
em compostos fendlicos).

Para melhor visualizacao, foi realizado o perfil cromatografico do extrato e das
fracbes juntamente com alguns padrdes de flavondide, terpenos e esterdides.
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Quando utilizado o sistema eluente cloroférmio: metanol (8:2) foi observado a
presenca do flavonoide quercetina tanto no extrato quanto na fracao metandlica. Por
outro lado, na fracdo hexanica nao foi observada a presenca de flavondides. O
resultado esta em concordancia com De Souza et al. (2007), o qual reporta o
flavondide quercetina como componente majoritario das inflorescéncias de A.
satureoides.

Os flavondides sao substancias polifendlicas amplamente encontradas na
natureza. Possuem uma estrutura quimica de baixo peso molecular (HARBONE e
WILLIANS, 2000; DI CARLO et al. 1999). Resultados obtidos por Barros et al. (2008)
indicam que os compostos fendlicos tém um efeito antiulcerogénico relacionado com
a atividade citoprotetora, por reduzirem as lesées causadas pelo agente agressor
etanol.

Segundo Gracioso e colaboradores (2002) e Beil e colaboradores (1995), a
acao gastroprotetora dos flavonoides, de forma geral, pode ser mediada através da
estimulacao da secrecao de muco e bicarbonato, ou por um efeito inibitério direto na
bomba de prétons das células parietais.

Conforme Mota e colaboradores (2009) o principal mecanismo envolvido na
gastroprotecdo dos flavondides quercetina, rutina e garcinol sdo referentes a sua
capacidade de eliminar radicais livres, inibicdo de enzimas da via oxidativa, aumento
de antioxidantes protéicos e nao protéicos e reducao da peroxidacao lipidica.

No perfil cromatografico da fracdo hexanica, direcionado a terpenos e
esterdides, utilizando como fase mével hexano: acetona (8:2), sugere-se a presenca
de a,B-amirina, lupeol e estigmasterol (Ugaz, 1994).

Estudos realizados por Lira et al. (2009), com o triterpeno lupeol mostraram
significativa reducao da area total lesionada quando comparado ao grupo controle
utilizando o modelo de Ulcera induzida por etanol.

Recentemente Klein-dr (2010) e colaboradores, avaliaram a atividade
antillcera do espinasterol, um esteréide amplamente distribuido em plantas
superiores, tendo como resultado uma diminuicdo estatisticamente significativa em
todos os parametros avaliados quando comparado ao grupo controle. Considerando
que o estigmasterol possui estrutura quimica similar a do espinasterol, pode-se
sugerir que este composto esteja envolvido também na gastroprotecao apresentada
pelo extrato.
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A partir destes dados, sugere-se que a gastroprotecdo apresentada pelo
extrato hidroalcodlico de A. satureoides ocorreu em parte pela presenca de
flavonodides, terpenos e esterdides. Visto que, tanto flavondides como terpenos e
esterdides possuem atividade antitilcera descritas na literatura. As fragcées hexanica
e metandlica também foram avaliadas, empregando os mesmos modelos utilizados
com o extrato, a fim de estabelecer qual a principal classe envolvida na
gastroprotecao.

No modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol, tanto a fracado hexanica
como a fracdo metandlica apresentaram reducdo estatisticamente significativa
(p<0,01) na area total lesada e % de éarea lesada quando comparados ao grupo
controle inclusive ambas apresentaram atividade superior ao extrato hidroalcodlico
de A. satureoides.

Resultado semelhante foi obtido no ensaio de ulcera induzida por AINEs,
onde as fracbes também apresentaram diminuicdo estatisticamente significativa
(p<0,01) na area total lesada e % de area lesada quando comparados ao grupo
controle negativo.

Assim como o extrato, as fracbes também foram avaliadas quanto a
capacidade de alterar a secrecao gastrica e seus parametros, como pH, volume e
concentracdo de ions H*. Neste experimento, os resultados foram similares aos
reportados ao extrato, ou seja, as fragcbes também nado obtiveram resultados
estatisticamente significativos em nenhum dos parametros analisados.

lgualmente ao extrato, as fragbes hexénica e metandlica no ensaio de
doseamento de muco apresentaram efetividade, ou seja, apresentaram aumento
estatisticamente significativo (p<0,01) na producdo de muco quando comparadas ao
grupo controle.

No modelo de avaliacdo da participacdo do 6xido nitrico endégeno envolvido
na gastroprotegéo, foi possivel verificar que o pré-tratamento com L-NAME atenuou
o efeito gastroprotetor da fracdo metanélica de maneira estatisticamente significativa
(p<0,01), apresentando % de lesdes ulcerativas superior ao grupo que recebeu pré-
tratamento com salina indicando desta forma, que o NO esta envolvido na protecéao
da mucosa gastrica, ou seja, o efeito gastroprotetor da fracdo metandlica € em parte
dependente da liberacao/producao de NO. Para a fragcao hexanica nao foi observada
perda da protecdo no grupo pré-tratado com L-NAME, mostrando assim estar
exercendo sua atividade protetora gastrica através de outra via de gastroprotecéo.
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Na avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas (SHs) enddgenos
envolvidos na gastroprotecéo, utilizando NEM (quelante de grupamentos SHs), foi
possivel verificar que tanto a fracado hexanica quanto a metandlica ndo agem por
esta via de gastroprotecdo, uma vez que nao foi observada a perda da
gastroprotec¢do nos grupos pré-tratados com NEM.

Na avaliagcdo da ulcera crénica induzida por acido acético tanto a fracao
hexanica como a fracdo metandlica apresentaram reducdo estatisticamente
significativa (p<0,01) da area total lesada e % de area lesada quando comparadas
ao grupo controle, mostrando desta forma serem eficazes no processo curativo de
lesbes crbnicas.

Outro aspecto importante a ser considerado na selecao de um extrato vegetal
para a cura de patologias é a sua toxicidade. O teste de toxicidade aguda do extrato
bruto hidroalcodlico de A. satureoides foi realizado através da administracdo do
extrato bruto em suspensao aquosa, utilizando a via oral, em dose Unica de 2 g/kg
de massa corpérea. Durante o experimento nenhum animal veio a 6bito e nenhum
sinal de comportamento alterado foi observado. Durante os 14 dias de avaliagdo do
experimento de toxicidade aguda houve um ganho de massa corpérea tanto dos
animais do grupo controle quanto do grupo tratado com extrato de A. satureoides,
nao ocorrendo diferenca estatistica significativa durante o ensaio. Ao final do
experimento nao foram observadas alteracbes macroscoépicas aparentes nos 6rgaos
dos animais. Devido a isto, analises histolégicas nao foram realizadas.

Os dados obtidos corroboram com Rivera et al. (2004), que avaliou a
toxicidade do extrato aquoso de A. satureoides e concluiu que a mesma oferece
uma ampla margem de seguranca e nao pode ser considerada como causa de
disfuncdes hepaticas e ou nutritivas.
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7 CONCLUSOES

De acordo com os estudos realizados com o extrato hidroalcodlico e as
fraces hexanica e metandlica obtidos a partir das inflorescéncias de A. satureoides

(Lam.) D.C. (marcela), foi possivel concluir que:

1) O extrato e fracbes apresentaram atividade gastroprotetora frente a dois dos
principais agentes indutores de lesbes gastricas, o etanol e os farmacos
antiinflamatérias ndo-esteroidais (AINEs);

2) A atividade antitlcera do extrato hidroalcodlico e das fragbes hexanica e
metandlica de A. satureoides esta provavelmente relacionada com o aumento da
producédo de muco, ndo estando relacionada com a diminui¢cdo da secrecao gastrica
acida.

3) O mecanismo de acgao do extrato esta levemente relacionado com a via do éxido
nitrico. Por outro lado, a fracdo metandlica mostrou estar relacionada com esta via,
diferente da fracdo hexanica que provavelmente exerce sua acado a partir de outra

via.

4) O mecanismo de acao do extrato e das fracbes hexanica e metandlica parece nao

estar envolvido com os grupamentos sulfidrila.

5) No ensaio de Ulcera crbnica induzida por acido acético, o extrato e as fracdes

apresentaram atividade curativa de lesdes ulcerativas.

6) No experimento de toxicologia aguda, utilizando o modelo de dose-fixa, nao foram
observados alteracdes frente as analises realizadas (comportamental, evolucao do

peso corporal e analise macroscopica dos 6rgaos);

7) A analise fitoquimica do extrato e fracbes evidenciou que as principais classes
sao: flavondides, terpenos e esterdides, e que podem ser 0s responsaveis em parte

pela acao gastroprotetora do extrato.
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