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RESUMO

Combretum duarteanum Cambess, popularmente conhecida como mofumbo,
€ uma espécie exclusiva da América Latina, geralmente associada a ambientes da
caatinga, com uso popular para fins medicinais, dentre elas para o tratamento de
inflamagéo e infecgdes. Tais efeitos geralmente estdo associados aos seus
principais constituintes, dentre eles os flavonodides, taninos e terpenos. O extrato
etandlico bruto (EEtOH-Cd) e a fase hexanica (FaHex-Cd) obtidos das folhas de C.
duarteanum Cambess, foram avaliados quanto a sua toxicidade e efeitos
farmacoldgicos frente a atividade gastroprotetora e cicatrizante, assim como 0s
provaveis mecanismos de acao relacionados. A administracdo oral (v.0.) de 2000
mg/Kg do EEtOH-Cd, ndo provocou alteragcbes no comportamento, nos pesos
corporais e nos 0rgaos, bem como nao ocorreram alteragcdes no consumo de agua,
entretanto, o consumo de racao, foi reduzido no grupo dos animais machos. N&o
foram observadas alterac6es macroscoépicas nos 6rgaos, sem ocorréncia de mortes,
sendo portanto, impossivel determinar a DLsgp. O EEtOH-Cd e FaHex-Cd foram
avaliados quanto a sua atividade gastroprotetora nos modelos de inducdo aguda de
Ulcera HCI/Etanol, etanol absoluto, estresse (imobilizagdo e frio) e antiinflamatério
nao esteroidal (piroxicam) nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/Kg (v.0.) e contenséo
do suco géstrico ( 250 mg/Kg v.o. e i.d.) em camundongos Swiss e ratos Wistar
machos. No modelo HCl/etanol, o EEtOH-Cd (62,5 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.)
reduziu o indice de lesdo ulcerativa (ILU) em 28, 36, 55 e 63 %, respectivamente.
Também foi observado no modelo de etanol que o EEtOH-Cd e a FaHex-Cd (62,5
125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) inibiram o ILU em 51, 48, 61, 45 e 37, 44, 79, 86 %,
respectivamente. No modelo de estresse o EEtOH-Cd ( 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.)
reduziu o ILU em cerca de 44, 54 e 69% e a FaHex-Cd (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg,
v.0.) em cerca de 55, 56, 69 e 79 %. Na inducdo aguda de ulcera por AINE, as
porcentagens de protecéao para EEtOH-Cd ( 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) e FaHex-Cd
(250 e 500 mg/kg, v.0.) foram 30, 42, 49 % e 43, 52 %, respectivamente. Nas
Ulceras induzidas por contensdo do suco gastrico (ligadura de piloro) o EEtOH-Cd
(250 mg/kg) e a FaHex-Cd (250 mg/kg) apresentaram protecao gastrica tanto por via
oral (v.0.) (66 e 39 %) quanto por via intraduodenal (i.d.) (41 e 45 %),
respectivamente. Tanto o EEtOH-Cd e FaHex-Cd ndo provocaram alteraracdes no
volume e pH do suco gastrico. Na perspectiva de elucidar os provaveis mecanismos
de acédo envolvidos com a atividade gastroprotetora do EEtOH-Cd (250 mg/kg) e da
FaHex-Cd (250 mg/kg), foram avaliadas as participacbes do muco aderido a
mucosa, do Oxido nitrico e dos grupamentos sulfidrilicos. De acordo com os
resultados obtidos o efeito gastroprotetor ndo inclui a participa¢cdo do muco, porém é
dependente da participacdo do Oxido nitrico e dos compostos sulfidrilicos. No
modelo de Ulcera induzida por acido acético, o tratamento crénico com o EEtOH-Cd
(250 mg/kg, v.0.) ou FaHex-Cd (250 mg/kg, v.0.) reduziu a area de lesdo ulcerativa
em 38 e 48 %, respectivamente. Neste modelo, durante os 14 dias de tratamento, foi
observado que o EEtOH-Cd promoveu aumento na ingesta de agua e racao.
Portanto, estes dados indicam C. duarteanum apresenta atividade gastroprotetora
podendo ter a participacdo dos grupamentos sulfidrilas e da via do 6xido nitrico, bem
como o envolvimento de fatores de crescimento no processo de cicatrizagéo
induzido pelos constituintes quimicos presentes nas amostras vegetais testadas.

Palavras-chave: Ulcera gastrica, Combretum duarteanum, atividade gastroprotetora
e atividade cicatrizante.

Vi



ABSTRACT

Combretum duarteanum Cambess is popularly known as mofumbo, a unique
species from Latin America, usually associated with arid environments. This species
belongs to Combretaceae family, known in various continents of the world for its
popular use in treatment of inflammation and infections, its effects are usually
associated with its major constituents, flavonoids, tannins and terpenes. The crude
ethanol extract (Cd-EtOHE) and the hexane phase (Cd-HexP) obtained from the
leaves of C. duarteanum Cambess were evaluated for toxicity and pharmacological
effects against gastroprotective activity and healing, as well as the likely mechanisms
of related actions. Oral administration (p.o.) 2000 mg/Kg of Cd-EtOHE, in mice did
not show behavioral changes. Regarding water intake, was observed that the extract
did not cause significant changes in both the groups, both in males and in females.
However the feed intake was observed to decrease significantly in the group of
males treated. No animal died and no significant macroscopic changes in daily body
or organ weight were observed, making it impossible to determine the LDso. The Cd-
EtOHE and Cd-HexP were assessed for their gastroprotective activity in models of
acute ulcer induced by HCI/ ethanol, absolute ethanol, stress (immobilization and
cold), nonsteroidal anti-inflammatory drug (piroxicam) at doses with 62.5, 125, 250
and 500 mg / kg (p.o.) and pylorus ligature (250 mg/kg v.o. and i.d.) in Swiss mice
and male Wistar rats. In the model HCI / ethanol, Cd-EtOHE (62.5 125, 250 and 500
mg / kg, p.o.) significantly reduced the ULI the ulcerative lesion index in 28, 36, 55
and 63% respectively. It was also observed in the ethanol model Cd-EtOHE and Cd-
HexP (62.5 125, 250 and 500 mg/kg, p.o.) significantly inhibited the ULI in 51, 48, 61,
45 and 37, 44, 79, 86 %, respectively. In the stress model Cd-EtOHE (125, 250 and
500 mg / kg, po) reduced the ULI in 44, 54 and 69% and Cd-HexP (62.5, 125, 250
and 500 mg / kg po) was about 55, 56, 69 and 79%.In the NSAID-induced ulcers, the
percentages of protection for Cd-EtOHE (125, 250 and 500 mg / kg, po) and Cd-
HexP (250 and 500 mg / kg, po) were 30, 42, 49 and 43%, 52% , respectively. The
results obtained front of the restraint of gastric secretion (pylorus ligation) have
shown that Cd-EtOHE (250 mg/kg) or Cd-HexP (250 mg/kg), showed protection both
given orally (p.o.) (66 and 39%) or by intraduodenal route (i.d.) (41 and 45%),
respectively. The data showed that the Cd-EtOHE and Cd-HexP, did not promote
changes in pH and the volume of gastric juice. To evaluate the gastroprotective
activity and the likely mechanisms of related actions of the Cd-EtOHE (250 mg / kg)
and Cd-HexP (250 mg / kg) were carried out experimental protocols to assess the
contribution of mucus, nitric oxide and sulfhydryl groups. According to the obtained
results, it is possible to suggest that the gastroprotective effect does not include the
mucus participation, but is dependent on the nitric oxide and sulfhydryl compounds
participation. In the model of acetic acid induced ulcer, chronic treatment with Cd-
EtOHE (250 mg / kg, po) and Cd-HexP (250 mg / kg, p.o.) significantly reduced the
ulcerative area in 38 and 48%, respectively. During the 14 days of treatment, we
observed that the Cd-EtOHE increased the water and food intake, but for Cd-HexP
this effect was not observed. These results suggest that the Cd-EtOHE and Cd-HexP
displays gastroprotective activity, which are related the participation of NO, an
increase in endogenous SH compounds, as well as the growth factors involvement in
the healing process induced by the chemical constituents present in the vegetable
samples tested.

Key words: gastric ulcer, Combretum duarteanum, gastroprotective activity and
healing activity.
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1 INTRODUCAO

1.1 Consideragdes Gerais

Historicamente vem sendo demonstrado, ao longo do tempo, a busca do
homem pela superacdo de seus males. Essa busca se passa pelo entendimento do
processo saude-doenca, relacdo causa-efeito, conhecimento do agente etioldgico e
pela contextualizagdo do individuo dentro de um quadro s6cio-econdmico e cultural
Isso tem possibilitado o avanco da pesquisa e descoberta de novos farmacos, bem
como para o entendimento da fisiopatologia das doencas que representam agravo a
saude publica (BATISTA, 2004).

As plantas medicinais se destacam como fontes de novos recursos
terapéuticos e é a partir destas que a industria farmacéutica desenvolve boa parte
dos medicamentos. Até o inicio do século XIX a maioria dos medicamentos
utilizados pelo homem era basicamente de origem natural (BARROS, 2006). Um
terco dos medicamentos mais prescritos e vendidos no mundo foi desenvolvido a
partir de produtos naturais. Devido a esse processo de desenvolvimento, cientistas
puderam compreender fenbmenos complexos permitindo que enzimas, receptores,
canais ibnicos e outras estruturas biolégicas fossem identificados, isolados e
clonados (CALIXTO, 2003).

As plantas constituem uma das fontes mais importantes de novas substancias
utilizadas diretamente como agentes medicinais. Além disto, elas fornecem modelos
para modificacbes estruturais e otimizacdo das propriedades farmacolégicas e
bioquimicas, servindo, inclusive, para a inspiracdo de quimicos organicos,
estimulando-os para enfrentar desafios na construcao sintética de novas arquiteturas
moleculares (BRAZ-FILHO, 2010).

A importancia dos produtos naturais para o desenvolvimento de novos
farmacos fica evidente quando se observa que 40% dos medicamentos disponiveis
na terapéutica atual foram desenvolvidos de fontes naturais (25% de plantas, 13%
de microrganismos e 3% de animais) (CALIXTO, 2003).

A relativa facilidade de coleta, a condicAo ambiental favoravel para
desenvolvimento sustentavel, a biodiversidade estrutural de substancias organicas
naturais e a possibilidade de descoberta de principios ativos entre tais constituintes

guimicos permitem destacar as plantas brasileiras como a principal fonte renovavel
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para o surgimento e desenvolvimento de novos farmacos. Diversas plantas tropicais
tém utilizacado na medicina popular caseira e encontram-se documentadas por dados
etnobotéanicos (BRAZ-FILHO, 2010).

O Brasil poderia se sobressair no cenario mundial na producdo de
fitomedicamentos, por possuir a maior biodiversidade do mundo (cerca de 20% do
namero total de espécies do planeta). Calcula-se que em alguns continentes como a
Africa até 80% da populacédo faz uso de medicamentos de origem vegetal. Na
Alemanha e Franca sdo 75%, no Canada 70% e nos EUA 42% (GREGORIO, 2006).

O uso de plantas tem sido uma préatica comum na populacéo brasileira onde
0s produtos naturais destacam-se como uma alternativa para o tratamento da Ulcera
péptica (ALMEIDA et al., 2002). Seguindo esse principio, este trabalho teve como
objetivo contribuir para o uso seguro de plantas medicinais, colaborar com a
pesquisa cientifica por meio de metodologias padronizadas, no intuito de validar
esses produtos com atividade farmacolédgica sobre o trato gastrintestinal.

1.2 Fisiologia Gastrintestinal
1.2.1 Secrecdo gastrica

O suco gastrico, um liquido encontrado no estdmago, possui ha sua
constituicdo muco fluido, eletrélitos, HCO3', HCI, pepsinogénio, fator intrinseco e
peptideos, sendo o HCI o seu principal constituinte (KONTUREK; KONTUREK;
OCHMANSKI, 2004).

A secrecéo géastrica compreende trés fases distintas: a fase cefalica, controlada
em parte pelo hipotdlamo e mediada pelo nervo vago, a qual € estimulada por
fatores como, pensamento, visdo, cheiro e sabor dos alimentos; a fase gastrica,
induzida pela exposicdo Iluminal dos nutrientes e distencdo do estébmago,
ocasionando a ativacdo de receptores sensoriais do corpo e do antro gastrico,
ativando reflexos vagais e assim aumentando a secrecdo gastrica, e a fase
intestinal, estimulada pela distensdo mecéanica e pela presenca de aminoacidos e
peptideos provenientes do quimo (GOO; AKIBA; KAUNITZ, 2010; FRY, 2009).

Quando os niveis de acido e pepsina suprimem os mecanismos de defesa da

mucosa, ocorrem 0s danos gastricos. Para evitar esses transtornos, o acido gastrico
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deve ser regulado por mecanismos neurais e hormonais (SCHUBERT; PEURA,
2008).

1.2.2 Controle da secrecéo gastrica

O controle da secrecdo de acido gastrico pelas células parietais ocorre por
meio de uma interacdo harmodnica da sinalizagdo neuronal, hormonal e paracrina
que agem diretamente nas células parietais e indiretamente, pela modulacdo da
secrecdo do horménio gastrina e os agentes paracrinos, histamina e somatostatina
no estbmago (HOU.; SCHUBERT, 2006; GOO.; AKIBA.; KAUNITZ, 2010). Essas
vias podem ser ativadas por estimulos originarios diretamente no sistema nervoso
central ou reflexamente por estimulos originarios do estdmago, tais como distenséo,
proteina e acido (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Os principais estimulantes da secre¢do acida sédo (1) a histamina, liberada a
partir de células enterocromafins “like” (ECL) (paracrinos), (2) gastrina, liberado a
partir de células G (hormonal) e acetilcolina (ACh) (3), liberada de neurbnios
entéricos pos-ganglionares (neurdcrinos) (Figura 1). Estes agentes interagem com
receptores acoplados a duas importantes vias de transducdo de sinal: adenilato
ciclase (AC) no caso de histamina e de calcio intracelular no caso de gastrina e
acetilcolina (Figura 1). O principal inibidor da secre¢édo de &cido € a somatostatina,
liberada das células D oxintica e pilorica (paracrinos). Cada um desses agentes atua
diretamente na célula parietal, assim como indiretamente por meio da modulacéo da
secrec¢ao de células neuroendocrinas (SCHUBERT; PEURA, 2008).
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Figura 1. Vias de sinalizagédo dos principais mediadores da secrecao acida (Adaptado de OLBE,
CARLSSON; LINDBERG, 2003).

A ACh liberada do sistema nervoso entérico, estimula diretamente a secrecdo
acida ativando receptores M3 contidos nas células parietais, (YAMAJI et al., 2007)
acoplados a proteina trimérica Gg11, promovendo, por meio da via fosfolipase C
(PLC), a hidrélise de fosfolipidios presentes na membrana, o que leva a formacao de
1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Por conseguinte, o IP3,
promove aumento da concentracdo intracelular de calcio ([Ca®*]) o que acarreta a
ativacdo de proteinas cinases, as quais regulam a fusédo das vesiculas contendo a
H* K*-ATPase com a membrana apical destas células (ATHMANN et al., 2000;
AIHARA et al., 2005; ANDERSON; CARLSSON, 2005) (Figura 1).

A ACh também pode aumentar a secrecdo de acido gastrico indiretamente,
por estimulo das células ECL, secretoras de histamina. Isto se explica pelo fato dos
receptores muscarinicos do tipo M; presentes nas células ECL, ao serem
bloqueados por antagonistas especificos, provocarem inibicdo da liberacdo de

histamina e por consequéncia reducao da secrecédo gastrica (YAMAJI et al., 2007).
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Além disso, a ativacdo dos receptores muscarinicos do tipo M, e M, presentes
nas células D (ATHMANN et al., 2000; AIHARA et al., 2005; CHEN et al., 2006;
SCHUBERT; PEURA, 2008) levam a inibicAo da secrecdo de somatostatina,
removendo a regulacdo deste peptideo sobre as células G, ECL e parietais
(GOWER et al., 2003a e b; HOU; SCHUBERT, 2006).

A gastrina, por sua vez, pode atuar estimulando a secrecdo de acido
diretamente (FRIIS-HANSEN, 2006) ao atuarem nos receptores de colecistocinina 2
(CCK-2), que estdo presentes nas ceélulas parietais (KULAKSIZ et al., 2000;
BAROCELLI; BALLABENI, 2003) e sédo acoplados a proteina Gy, que uma vez
ativada induz aumento de [Ca®']; via PLC, (SCHUBERT, 2004.; ATHMANN et al.,
2000) promovendo a fusdo das vesiculas contendo a H'K'-ATPase com a
membrana apical das células parietais (ANDERSON; CARLSSON, 2005;
SCHUBERT; PEURA, 2008). A gastrina pode atuar ainda indiretamente, por meio da
liberacdo de histamina pelas células ECL (FRIIS-HANSEN, 2006) pela ativacao dos
receptores CCKs, via cascata de sinalizacdo do Ca?* (Figura 1) (KULAKSIZ et al.,
2000; ATHMANN et al., 2000).

A histamina estimula a secrecdo de &cido diretamente pela ligacdo a
receptores H, (VUYYURU et al., 1995; VUYYURU.; SCHUBERT, 1997; ROULEAU
et al., 2004) que estdo acoplados a ambas as vias de sinalizacdo das proteinas
triméricas G4 e Gs (ATHMANN et al., 2000). A principal via de transdugéo envolvida
na secrecdo acida € a Gs que quando ativada culmina no estimulo da adenilato
cilclase (AC), acarretando o aumento dos niveis de adenosina 3",5-monofosfato
ciclico de adenosina (AMP,) intracelular (ATHMANN et al., 2000; CHEN et al., 2006;
SCHUBERT,; PEURA, 2008). Isto promove o estimulo da proteina cinase
dependente de AMP. (PKA), iniciando a cascata de eventos fosforilativos, o que
culmina com a fusdo das vesiculas contendo a H*,K'-ATPase com a membrana
apical das células parietais, com ativacdo dessa bomba (Figura 1) (YAO; FORTE,
2003; SCHUBERT; PEURA, 2008). A histamina também pode atuar indiretamente
pela ativacao de receptores Hs inibindo a secrecdo de somatostatina e, portanto, o
estimulo da secrecéo de histamina e gastrina (VUYYURU et al., 1995; VUYYURU;
SCHUBERT, 1997; ROULEAU et al., 2004).

A inibicdo da secrecdo acida géstrica € o principal efeito fisiolégico da

somatostatina no sistema digestorio. A somatostatina, presente nas células D, atua
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diretamente nas células parietais inibindo a enzima H*, K'-ATPase e indiretamente
por inibir a secrecdo de histamina pelas células ECL e secrecdo de gastrina pelas
células G (SCHUBERT, 2004).

As prostaglandinas (PGs) exercem efeitos inibitérios sobre a célula parietal
(WALLACE, 2001) ao ligar-se ao receptor de PGE, na célula parietal ativando a
proteina G inibitéria (Gi), a qual inibe a enzima adenilato ciclase. As PGs enddgenas
modulam a secrecdo acida pelo bloqueio do aumento de AMPc estimulado por

histamina dentro da célula parietal (ATAY et al., 2000).

1.2.3 Mecanismos de defesa da mucosa gastrintestinal

A mucosa gastrica é continuamente exposta a varias substancias endogenas
e exogenas irritantes, entre as quais o acido cloridrico (HCI), refluxo de sais biliares,
alcool, medicamentos e bactérias capazes de causar reacdes inflamatérias
(WALLACE, 2008) acarretando em injarias na mucosa gastrica. Estas podem ocorrer
quando fatores nocivos “sobrecarregam” os mecanismos de defesa da mucosa
gastrica ou quando os mesmos estdo danificados (WALLACE; GRANGER, 1996).

Em condi¢des normais, a integridade da mucosa € mantida por mecanismos
de defesa, que incluem fatores pré-epiteliais, epiteliais e subepiteliais (figura 2).
Pode-se destacar como fatores defensivos: a maré alcalina, sensores submucosos
de acido, capacidade de renovacdo celular realizada pela proliferacdo de células
progenitoras, fluxo sanguineo pelos microvasos da mucosa, barreira endotelial,
inervacdo sensorial e pela acdo dos moduladores da barreira géastrica (figura 2)
(ZHU; KAUNITZ, 2008; LAINE.; TAKEUCHI.; TARNAWSKI, 2008).
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1- Defesa pre- epitelial (muco e HCO5-

HCI pepsina

3- Defesa- sub-epitelial (fluxo sanguineo)

5- Renovacao celular (TGF-a

6- Moduladores da barreira gastrica
s (PGs, NO, compostos SHs,
i antioxidantes

Figura 2. Representacdo esquematica dos fatores agressores e mecanismos de defesa da
mucosa gastrica. (Adaptado Laine; Takeuchi; Tarnawski, 2008)

1.2.3.1 Defesa pré - epitelial: barreira de muco-bicarbonato-fosfolipideos

A barreira de muco-bicarbonato-fosfolipidos é considerada a primeira linha de
defesa da mucosa contra agentes agressores enddgenos (acido e pepsina) e
exdégenos (etanol, AINEs e bactérias). Esta barreira recobre a superficie da mucosa
e retétm o bicarbonato secretado pelas células epiteliais, o que auxilia na
manutencdo de um pH neutro, atuando como uma barreira fisica contra a pepsina
luminal e, portanto, evitando a digestdo proteolitica do epitélio superficial (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005).

O muco gastrico € um importante fator protetor aderido & mucosa e consiste
em um gel viscoso, elastico e transparente, formado por agua (95%) e glicoproteinas
(mucinas, 5%) que abrange toda a mucosa gastrica (REPETTO.; LLESUY, 2002).
Fica armazenado em granulos citoplasmaticos na regido apical das células epiteliais
superficiais até que ocorra exocitose. A sua secrecdo é estimulada por horménios
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gastrintestinais, incluindo gastrina e secretina, assim como PGE; e agentes
colinérgicos (MONTROSE et al., 2006).

A secrecdo de HCOj3 cria um gradiente de pH na superficie epitelial do
estbmago e do duodeno, importante para protecdo da mucosa contra os efeitos de
varias substancias nocivas, entre as quais, o 4cido gastrico (ALLEN; FLEMSTROM,
2005). Dentre os mediadores da secre¢do de HCOj3 inclui-se as PGs, 0xido nitrico
(NO), fator liberador de corticotrofina (CRF), melatonina, uroguanilina e orexina A
(MONTROSE et al., 2006.; KONTUREK et al., 2004).

1.2.3.2 Defesa epitelial
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Outra linha de defesa da mucosa gastrica é constituida por uma camada
continua de células epiteliais que formam uma barreira que impede a retrodifusdo de
acido gastrico e pepsina, secretam muco, bicarbonato e produz PGs, proteinas de
choque térmico (HSPs), fator trefoil (TFFs), e catelicidinas (ROKUTAN, 2000;
MIZUSHIMA, 2007; HIARATA et al., 2009).

As HSPs sao fundamentais para a manutencdo da homeostase celular
durante o crescimento normal das células e para a sobrevivéncia durante varios
eventos celulares de estresse. Elas sao geradas por células epiteliais gastricas em
resposta ao estresse oxidativo, agentes citotéxicos, aumento de temperatura,
evitando a desnaturacdo de proteinas e lesdo celular (ROKUTAN, 2000;
MIZUSHIMA, 2007; HIARATA et al., 2009). A HSP70, por exemplo, atua prevenindo
a desnaturacdo de proteinas protegendo a célula contra a injaria, em resposta as
acOes nocivas. O aumento na expressao dessas proteinas pode estar implicado
como um fator adicional no mecanismo de defesa da mucosa gastrintestinal
(REPETTO; LLESUY, 2002), além de acelerar o processo de cicatrizagdo de Ulceras
gastricas (OKABE; AGAMASE, 2005).

Os TFFs gastrico medeiam a reparacdo da mucosa, estimulando a migracao
celular, apoptose, inibem a inflamagédo e aumentam a fungdo da barreira de muco
(GIARAUD et al., 2007; HERNANDEZ et al., 2009).

As catelicidinas e as [B-defensinas sdo importantes peptideos catidnicos
expressos pelo epitélio gastrintestinal que desempenham func¢des no sistema imune

inato na superficie mucosa impedindo a colonizacdo bacteriana e acelerando a
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cicatrizacdo da ulcera (YANG et al.,, 2006; WEHKAMP; SCHAUBER; STANGE,
2007).

1.2.3.3 Defesa sub-epitelial

1.2.3.3.1 Fluxo sanguineo mucoso

Com a adequada perfusao vascular, os danos epiteliais ndo progridem para
as camadas mais profundas da mucosa (WALLACE, 2008). A microcirculacdo da
mucosa € essencial para o transporte de oxigénio e nutrientes, remocao de
substancias toxicas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008), secrecdo de
bicarbonato e participacdo da cicatrizacdo da Ulcera péptica (KAWANO; TSUJI,
2000).

A mucosa gastrica pode ser exposta a altas concentracdes de acido sem que
ocorram lesdes significativas no epitélio (WALACE, 2008). A exposi¢cao da mucosa
gastrica a agentes irritantes ou a ocorréncia de retrodifusdo de acido leva a um
acentuado aumento no fluxo sanguineo. Isto parece ser essencial para a defesa da
mucosa, Visto que a sua abolicdo por meio da restricdo mecanica do fluxo sangtiineo
ocasiona necrose hemorragica. Os nervos sensoriais medeiam a resposta
hiperémica (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

O sistema nervoso central (SNC) e entérico controlam o fluxo sanguineo
mucoso via regulacdo autdcrina e paracrina de horménios, fatores de crescimento,
producdo local de eicosanoides e prostaglandinas (Bl; KAUNITZ, 2003,
MONTROSE et al., 2006). As terminagfes nervosas sensoriais aferentes podem
detectar a presenca do acido e responder liberando nas proximidades das arteriolas
mucosas 0 peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), resultando no
relaxamento da musculatura lisa das arteriolas, aumentando o fluxo sanguineo da
mucosa (WALLACE, 2008).

LesBes na mucosa gastrica sdo frequentemente associadas aos distlrbios na
microcirculagdo. Os danos promovidos pelo etanol envolvem a degranulagdo de
mastocitos, que liberam mediadores vasoconstritores. A degranulacao de mastocitos
e a liberacdo de fator ativador de plaquetas (PAF) provocadas pelo Helicobacter
pylori também levam a reducdo do fluxo sangiiineo da mucosa gastrica, em ratos

(HOLZER, 2000). Os disturbios microcirculatérios que acompanham os danos na
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mucosa podem estar relacionados a um desequilibrio nos mensageiros endoteliais

vasculares, como a endotelina-1, NO, e prostaciclina (PGl,) (HOLZER, 2000).

1.2.3.3.2 Renovacao celular

A renovacao celular da mucosa gastrica mantém a integridade estrutural da
mucosa. O epitélio é continuamente renovado por um processo bem coordenado e
controlado da proliferacdo das células pré-genitoras, que permite a substituicdo da
superficie epitelial danificada ou envelhecida (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI,
2008). O epitélio gastrico é completamente renovado de 3-7 dias, entretanto, para
células glandulares sdo necessarios meses (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI,
2008).

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

A expressdo de proteinas anti-apoptoéticas do tipo survivina em células
progenitoras gastricas evitam a apoptose e promove a mitose (CHIOU et al., 2005;
JONES et al., 2008). A gastrina e prostaglandina E, (PGE,) também exercem uma
acao tréfica sobre a mucosa gastrica por transativarem EGF-R indutor de uma
proteina quinase ativada por mitdbgeno, estimulando a proliferacao celular (PAl et al.,
2002).

1.2.3.3.3 Inervacéao sensorial

O trato gastrintestinal apresenta riqueza em sistemas neuronais. A mucosa
gastrica e 0s vasos submucosos sdo inervados por neurbnios primarios sensoriais
aferentes os quais constituem um sistema de emergéncia que € posto em
funcionamento quando a mucosa gastrica € ameacada pelo &cido gastrico e outros
agentes quimicos nocivos (HOLZER, 1998; EVANGELISTA, 2006.; OHNO et al.,
2008).

11
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A ativagao desses sistemas de emergéncia afeta diretamente o tonus das
arteriolas submucosas, que regulam o fluxo sanguineo mucoso. Terminacdes
sensoriais dos nervos aferentes na superficie da mucosa podem detectar a presenca
de acido gastrico, liberando neurotransmissores como a substancia P e o CGRP
resultando no relaxamento da musculatura lisa em torno das arteriolas, o que
acarreta elevagcdo do fluxo sanguineo da mucosa. O efeito relaxante do CGRP no
musculo liso vascular € largamente mediado por NO, mas também ha indicios de
participacdo de PGs vasodilatadoras nessa resposta (HOLZER, 1998.;
EVANGELISTA, 2006.; OHNO et al., 2008).

1.2.3.4 Fatores moduladores da barreira gastrica

1.2.3.4.1 Prostaglandinas (PGs)

As prostaglandinas sdo substancias produzidas em quase todas as células
(exceto as hemacias), derivadas do metabolismo do &cido araquiddnico, pela agéo
da enzima cicloxigenase (COX) (EBERHART; DUBOIS, 1995, BOTTING, 2006).
Existem trés isoformas desta enzima: COX-1 (constitutiva) que produz PGs
envolvidas na manutencdo das funcdes fisioldégicas, como a protecdo da mucosa
gastrintestinal, a COX-2 induzivel em muitas das células em resposta a injdria do
tecido por agentes pré-inflamatérios e mitogénicos (HALTER et al., 2001), e a mais
recente isoforma, a COX-3, expressa no cortex cerebral de cdes e em baixas
quantidades em outros tecidos. Em humanos, essa enzima € expressa no cortex
cerebral e no coracdo (CHANDRASEKHARAN et al., 2002).

As PGs podem estimular e facilitar quase todos os mecanismos de defesa da
mucosa. A geracao continua de PGI, e PGE, na mucosa gastrica é essencial para a
manutencdo da integridade da mucosa e protecdo contra agentes necrosantes e
ulcerogénicos. As PGs inibem a secrecao gastrica, aumentam o fluxo sanguineo da
mucosa, melhoram a barreira muco-bicarbonato-fosfolipidios, aceleram o reparo
epitelial e participam da restituicAo e cura da mucosa (TAKEDA et al., 2004;
PESKAR, 2005; KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; STARODUB et
al., 2008).

As prostaglandinas formadas sob acdo da COX-1 estdo envolvidas com a

citoprotecdo gastrica a qual é constituida de regulagbes da acidez gastrica, fluxo
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sanguineo e motilidade, além das produc¢des de muco e bicarbonato, enquanto que
as provenientes de COX-2 séo responsaveis pelo processo inflamatério, regulacao
da aderéncia leucocitaria nos vasos, angiogénese e reparo celular pelos fatores de
crescimento (KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005).

O efeito biolégico das PGs é mediado por receptores de membranas
especificos, denominados receptores EP (EP1, EP2, EP3 e EP4), que séo
acoplados as proteinas G de membrana e responsaveis por diferentes vias de
transducéo de sinal intracelular (SUGIMOTO; NARUMIYA; ICHIKAWA, 2000).

A acéo protetora da mucosa pelas PGs é principalmente mediada pela via de
receptores EP-1, que também aumentam a secrecdo de bicarbonato e do fluxo
sanguineo na mucosa danificada e diminui a motilidade gastrica (TAKEUCHI et al.,
1999; ARAKI et al., 2000.; TAKEUCHI et al.,, 2002). E receptores EP-3 e EP-4
afetam a secrecdo de acido e de muco, respectivamente (TAKAHASHI et al., 2002;
KATO et al., 2005).

1.2.3.4.2 Oxido Nitrico (NO)

Outro importante fator de protecdo para a mucosa gastrica é o éxido nitrico,
um mediador enddégeno gasoso, incolor altamente lipossolivel que produz varios
efeitos semelhantes aos das PGs no trato gastrintestinal (TGI) (WALLACE, 2008).

O NO é originado de reacdes que convertem o aminoacido arginina em
citrulina pela acdo da enzima sintase de oxido nitrico (NOS). No organismo humano,
sao conhecidas pelo menos trés isoformas dessa enzima: duas constitutivas, nNOS
(neuronal), expresso no SNC e periférico e eNOS (endotelial), localizado nas células
endoteliais e uma induzida, INOS localizada nos macréfagos, neutrofilos, células da
musculatura vascular e endotelial, sendo responsavel pela producdo de grande
quantidade de NO, por uma via independe da Ca?*-calmodulina (DUSSE; VIEIRA;
CARVALHO, 2003; BEGNAMI et al., 2004; BARRETO; CORREIA; MUSCARA, 2005;
MONCADA; HIGGS, 2006).

No musculo liso gastrintestinal, o NO promove relaxamento pela ativacao direta
da enzima ciclase de guanilil soltvel que produz o monofosfato ciclico de guanosina
(GMPc) e indiretamente por causar hiperpolarizagdo da membrana (TODA,
HERMAN, 2005).

13
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Na mucosa géstrica normal, o NO também é responséavel por inibir a secrecao
acida, estimular a sintese de PGs, resultando nos efeitos citoprotetores (MARTIN;
JIMENEZ; MOTILVA, 2001) como: a producédo de muco e bicarbonato, aumento do
fluxo sanguineo por vasodilatacdo, inibicdo do acumulo de neutrdfilos inflamatorios
por regular a expressao de moléculas de ades&do no vaso e participacdo no processo
de cicatrizacdo de Ulceras (BROZOZOWSKI et al., 1997; KATO et al.,, 1998;
TATEMICHI et al., 2003).

O NO em baixas concentracdes tem demonstrado acdo antioxidante,
protegendo as células dos efeitos deletérios do perdxido de hidrogénio (H,O,) ou
peroxidos alquil, resultando na prevencdo ou inibicdo da peroxidacdo lipidica
(KRONCKE; FEHSEL; KOLB-BACHOFEN, 1997; MARTIN; JIMENEZ; MOTILVA,
2001). Entretanto, o excesso na producdo de NO esta associado com estados
inflamat6rios na mucosa gastrica caracterizados pelo aumento na permeabilidade
epitelial e perda da funcdo da barreira de muco. Assim, os niveis de producdo de
NO, a isoforma geradora de NO e o estado redox das células epiteliais podem
determinar os efeitos do NO sobre a permeabilidade da mucosa e

consequentemente sobre sua protecdo (SHAH et al., 2004).

1.2.3.4.3 Grupamentos sulfidrilas (SHs)

Os compostos SHs sdo substancias que apresentam em sua cOmposicao
grupamentos tidis (SHs), que estdo presentes no muco gastrico e em diversas
enzimas do sistema antioxidante, podendo ser classificados em néo protéicos
(tripeptidio glutationa — GSH) e protéicos, a exemplo de compostos das proteinas de
alto peso molecular, como a glutationa complexada a albumina (FAURE; LAFOND,
1995; JORDAO-JUNIOR et al., 1998).

A GSH é um tripeptideo com alta capacidade doadora de elétrons (alto
potencial redox negativo) devido ao grupamento tiol (-SH) na porgéo cisteina Esta
presente em grande quantidade na mucosa gastrica (KONTUREK et al., 1987), onde
desempenha um importante papel na manutencdo da integridade gastrica,
particularmente quando as espécies reativas de oxigénio (ROS) estédo envolvidas na
fisiopatologia do tecido lesado (KIMURA et al., 2001),

Os compostos sulfidrilicos podem atuar direta ou indiretamente em diversos
processos biolégicos, como sintese de proteinas, manutencdo do fluxo sanguineo,
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integridade da camada de muco-bicarbonato gastrico e metabolismo (ROVER;
HOEHR; VELLASCO, 2001). GSH pode estar envolvido na regulagédo da expressao
de genes em resposta ao estresse. Além disso, € necessario para a conversao da

prostaglandina H, em prostaglandina E, e D, (LU et al, 2000)

1.2.3.4.4 Sistema antioxidante

Do ponto de vista quimico, os radicais livres sao intermediarios que possuem
um ou mais elétrons desemparelhados, localizados no atomo de hidrogénio,
carbono, enxofre, nitrogénio ou oxigénio. Esta condi¢cdo quimica causa um estado
eletronicamente instavel resultando em extrema reatividade dessas moléculas
(HENKEL, 2011).

As espécies reativas de oxigénio (ROS) sao radicais livres, biologicamente
importantes, em que o elétron desemparelhado encontra-se no atomo de oxigénio
(ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001; BARREIROS; DAVID; DAVID, 2006.;
HENKEL, 2011). Tem-se como exemplo de ROSs: hidroxi-radicais (OH’) e anion
superéxido (O) (HENKEL, 2011). A partir do O, também sédo geradas outras
moléculas ndo radicalares, como o peroxido de hidrogénio (H.O,) que participam da
liberagcdo de radicais livres. (CHEESEMAN, 1993; de ZWART et al., 1999; NAITO;
YOSHIKAWA, 2002)

Quando a mucosa gastrica € atacada por fatores agressores, a exemplo do
alcool, AINEs e H. pylori, sdo liberados inimeros mediadores inflamatorios
responsaveis pela infiltracdo de neutrdéfilos (PAN et al., 2008). Dentre eles estdo a
interleucina 1l-beta (IL-1B) e o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) que séo as
principais citocinas pré-inflamatoérias, importantes na producéo da inflamacao aguda
(KONTUREK et al., 2000). Estes neutrofilos produzem uma grande quantidade de
ROS pela bomba respiratéria (PAN et al., 2008).

Quando concentracédo de radicais livres excede a capacidade antioxidante da
célula, ocorre o estresse oxidativo, que tem como conseqiiéncia o ataque oxidativo a
lipidios de membrana, a proteinas estruturais e funcionais e a acidos nucléicos
acarretando danos as células da mucosa gastrica (ARUOMA, 1995.; McCORD,
2000; ANDREOLLI, 2000).

O organismo possui varios sistemas de defesa antioxidante que atuam na
detoxificagdo das espécies reativas de oxigénio de formas diferenciadas (ZOPPI et
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al., 2003). O sistema antioxidante pode ser classificado em enzimatico e nédo
enzimatico. O sistema enzimatico € a primeira linha de defesa, sendo constituido por
superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GSH-Px) e
glutationa redutase (GSH-Rd) (Figura 3) (CNUBBEN et al., 2001; POHLE et al.,
2001)

O sistema ndo enzimético, segunda linha de defesa, é representado por
captadores de radicais livres de baixo peso molecular como os tidis, glutationa,
vitamina E, vitamina C, carotendides e metionina (CNUBBEN et al., 2001; POHLE et
al., 2001).

Os radicais livres podem reagir com captadores de radicais, como por exemplo,
superéxido dismutase gerando peréxido de hidrogénio (H202), que sera oxidado pela
glutationa peroxidase (GPx) ou catalase a H,O e CO; (PAN et al., 2008). A enzima
SOD catalisa a dismutacéo do <O, e tem como cofatores o cobre e 0 zinco, no caso
das isoformas citoplasmaticas (CuZnSOD) e extracelular (ECSOD), ou manganés,
no caso da enzima mitocondrial (MnSOD). CAT degrada o H,0,, requerendo ferro
como cofator (CONNER; GRISHAM, 1996; HALLIWELL, 1997; HAVSTEEN, 2002;
IMAI; NAKAGAWA, 2003; BAKER, 2004; KOCH et al., 2004; RUKKUMANI et al.,
2004)

A reducdo do H,O, em agua é acompanhada da conversdo de glutationa da
forma reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG), sendo essa reacdo mediada
pela GPx (KWIECIEN, et al., 2002). A manutencédo dos altos niveis de GSH e o0s
baixos niveis de GSSG ajuda a prevenir os danos oxidativos as macromoléculas
celulares (Figura 3) (BLAIR, 2010).

CAT -
(GSSG)
L 4 —
A
9+ Gy

Figura 3 Sistema antioxidante enzimatico e ndo enzimatico. Legenda: SOD= superéxido
dismutase; CAT = catalase; GPx =Glutationa peroxidase; GSH = glutationa ndo protéica ou

reduzida;, GSSG = glutationa oxidada; GSH-Rd=Glutationa redutase; NADP+= fosfato de
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dinucleotideo adenina nictinamida; NADPH = fosfato de nicotinamida adenina reduzida
(adaptado de KWIECIEN et al.,2002.

1.3 Fisiopatologia da ulcera péptica
1.3.1 Etiologia

A Ulcera péptica € uma afeccdo do trato gastrintestinal caracterizada por
inflamacdes severas, pontos hemorragicos e lesdes necrotizantes (CALAM; BARON,
2001). Pode acometer a parede esofagica, gastrica ou intestinal, envolvendo a
camada da mucosa, podendo penetrar na muscular da mucosa e camadas da
submucosa e muscular da parede do trato gastrintestinal (Figura 4) (TARNAWSKI,
2005).

Z/ / Ulcera

esofagica

Ulcera
gastrica

Intestino
delgado

duodenal

Figura 4. Ulcera péptica (adaptado de JAIN et al., 2007)

Individuos com Ulcera péptica podem apresentar uma variedade de sintomas
no trato gastrintestinal, incluindo dor epigastrica, nauseas, vomitos, sensacdo de
plenitude e refluxo. Além disso, a Ulcera péptica € a causa mais comum de
hemorragias e perfuracdo no trato gastrintestinal superior, que estdo associados a
altas taxas de morbidade e mortalidade (BARKUN; LEONTIADI, 2010).

As lesdes gastricas se desenvolvem a partir do desequilibrio entre os fatores
citoprotetores (muco, bicarbonato, fosfolipidios ativos, prostaglandinas, sistema

antioxidante e fatores de crescimento) e agressores endogenos (HCI, pepsina,
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refluxo biliar, leucotrienos, espécies reativas de oxigénio e os exdgenos (etanol,
estresse, antiinflamatorios néo-esteroidais, Helicobacter pylori) (BANDYOPADHYAY
et al., 2001; RAINSFORD, 2001; MAITY et al., 2003).

Entre os fatores de risco que podem influenciar a formacdo de Ulceras
gastricas pode-se citar: o tabagismo, consumo excessivo de &lcool, uso cronico de
medicamentos, principalmente os AINEs, o estresse emocional e os fatores
psicossociais, infeccdo por H. pylori, ingesta de determinados tipos de alimentos e
predisposicdo genética. Isolados ou em associacdo, esses fatores contribuem de
maneira significativa para o aumento da secre¢do de &cido cloridrico na mucosa
gastrica e para a reducao dos fatores gastroprotetores promovendo a formacao de
lesBes ulcerativas (WOLFE; SANCHS, 2000; YUAN; PADOL; HUNT, 2006).

O consumo excessivo de alcool pode resultar em danos como edema da
mucosa, lesbes hemorragicas, esfoliacdo epitelial e infiltracdo de células
inflamatérias no estémago (DINOSO; MING ;MCNIFF, 1976.; GUSLANDI, 1987;
ZHAO et al., 2009). Varios fatores incluindo liberacdo de mediadores vasoativos
(leucotrieno e histamina) levando a geracdo de ROS, peroxidacao lipidica,
retrodifusdo de acido gastrico, danos genéticos e diminuicdo nos niveis de
prostaglandinas podem estar envolvidos na via ulcerogénica ( MAROTA et al., 1999;
BAGCHI et al., 1998; ZHAO et al., 2009).

Outro fator de risco relacionado a formacéo de Ulcera gastrica no homem, é o
estresse que esta associado diretamente ao estiio de vida do individuo
(FILATEROVA et al., 2007). O estresse gastrico envolve reacdes fisioldgicas como:
o acumulo neutrofilico, producdo de citocinas pré-inflamatérias, geracdo de ROS,
diminuicdo do fluxo sanguineo mucosal e aumento da secrecao acida. Porém, nao
se sabe qual destes fatores tem maior importancia para o desenvolvimento das
lesbes gastricas induzidas pelo estresse (ODASHIMA et al., 2005).

O uso continuo de AINEs no tratamento da dor, febre e inflamacdo também
constitui fator de risco para producao da lesédo gastrica (BAYIR et al., 2006). Estudos
tém revelado que multiplos elementos patogénicos podem estar envolvidos na
formacao de Ulceras pelos AINEs, como: deplecdo de prostaglandinas por inibicéo
da enzima ciclooxigenase (COX) (WHITTLE, 1981; WALLACE et al., 2000; TANAKA
et al., 2002), supressao da microcirculagdo gastrica (SUZUKI et al., 2000), aumento
de apoptose (SLOMIANY et al., 1997), ativacdo de neutrofilos (WALLACE et al.,
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1990), formacdo de ROS (WALLACE, 2001) e secrecdo aumentada de &cido
(MOTAWI et al. 2008).

A inibicdo da ativacdo de COX causada por AINEs induz a diminuicdo na
biossintese das prostaglandinas prejudicando a integridade da camada muco-
bicarbonato na superficie epitelial, bem como a liberagcdo de muco
(LICHTENBERGER et al., 1995; HAWKINS; HANKS, 2000; HAWKEY;LANGMAN,
2003) além de ocasionar reducdo do fluxo sanguineo na mucosa gastrica com
consequente formacao da lesdo (WALLACE et al., 2000).

A patogénese da lesdo gastrintestinal induzida por AINES também depende
de vias independentes de PG, como fosforilagdo oxidativa, redugcéo na proliferacao
celular da mucosa e ativacdo de neutrdfilos, seguido pelo aumento de adeséo
endotelial. Estes mecanismos, juntamente com os relacionados a inibicdo da sintese
de PG, conduzem a oclusao de microvasos e superproducdo de metabdlitos reativos
de oxigénio capazes de induzir les&o tecidual oxidativa (FORNAI et al., 2005).

O H. pylori é um bastonete gram-negativo, flagelado em forma de espiral, que
cresce em meio microaerofilo e costuma colonizar o estbmago e duodeno humanao.
Apesar de o estbmago ser um ambiente inadequado para a colonizacao bacteriana
devido a sua alta acidez, o H. pylori consegue sobreviver e se desenvolver por uma
intensa atividade da enzima urease que aumenta o pH local tornando-se um micro
ambiente adequado para o seu desenvolvimento (USTUN et al., 2006).

Sabe-se que em paises desenvolvidos a média de colonizag&o pelo H. pylori
esta proximo aos 40%, podendo chegar a aproximadamente 80% em regides
carentes destes paises e nos paises em desenvolvimento (BONAMIGO et al., 1999;
SIQUEIRA et al., 2007).. Nao existem diferencas significativas entre os géneros na
soroprevaléncia, porém sabe-se que a mesma aumenta progressivamente com a
idade. Atualmente é reconhecida como principal fator de risco para o
desenvolvimento de Ulceras gastroduodenais por estar presente em 95% dos casos
de Ulceras duodenais e 60-80% das Ulceras gastricas (PASSOS, 2007; LINZ;
SCHUSTER, 2007).

O H. pylori apresenta como fatores de viruléncia os fatores de colonizacéo
gastrica: os flagelos, a enzima urease e fatores de adesao (codificados pelos genes
BabA e BabB); e os fatores lesivos a mucosa: produtos da urease, LPS,

guimiocinas, citotoxinas (CagA e VagA), proteinas pré-inflamatérias, proteinas do
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choque térmico (“heat shock protein” — HSPA e HSPB), proteases que hidrolisam
proteinas do muco, e producdo de NO que promove lesdes nas ceélulas do
hospedeiro (KONTUREK et al., 2006).

A infeccdo ndo é autolimitada e pode ser crénica, acompanhando o
hospedeiro durante décadas ao longo da vida, muitas vezes de forma assintomética,
exceto quando desencadeia uma inflamacdo crénica na mucosa gastrica
(BONAMIGO et al., 1999; SIQUEIRA et al., 2007).

As lesbes gastricas provocadas pelo H. pylori resultam principalmente da
capacidade de chegar até as células da mucosa gastrica, acompanhados pelo
aumento da expressao e liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, como interleucina
18 (IL-1B), interleucina 8 (IL-8) e TNF-a. Esta agdao atua de forma a afetar a
secrecdo de acido gastrico e altera a taxa de gastrina-somatostatina, bem como,
altera a atividade secretora das células mucosas, produtoras de muco/ HCOg3, e a
qualidade de aderéncia da camada de muco, resultando em gastrites agudas e
consequentemente, cronicas (KONTUREK et al., 2005).

Dentre as causas que estdo associadas ao aumento nas taxas de ocorréncia
de ulceracdo gastrintestinal na populacdo mundial, esta o habito de fumar (MAITY et
al., 2003). Tais danos estao relacionados aos efeitos que 0s compostos presentes
no cigarro (nicotina) podem acarretar ao organismo como, 0 aumento da secrecao
acida e do pepsinogénio pelo estimulo vagal e aumento da liberacdo de histamina.
Esse agente agressor ainda € responsavel pela diminuicdo do muco, bicarbonato e
sintese de PGE; (MAITY et al., 2003), dos fatores de crescimento, aumento da
resposta inflamatdria (SHIN et al., 2002; MAITY et al., 2003), com consequente
aumento de ROS (MAITY et al., 2003).

1.4 Epidemiologia da ulcera péptica

Estudos epidemiolégicos mostram que a Ulcera péptica € um agravo a saude
publica, uma vez que afeta entre 8 a 10% da populacdo dos paises considerados
industrializados. No continente americano quase 2 milhdes de adultos sofrem de
Ulcera ativa em alguma fase da vida sendo que somente nos Estados Unidos pode-
se estimar cerca de 4 milhdes (FERREIRA, 2005).

No Brasil, apesar de ser uma doenca frequente, ndo se conhece precisamente

sua real incidéncia, sendo estimado cerca de 1 a 20%, devido a variacdo nas
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populacbes estudadas e as diferencas na coleta dos dados e nos critérios de
diagnostico (BERSTAD; BERSTAD, 1993.; ’ACCAMPORA et al., 2008.; CASTRO
et al., 2009).

A Ulcera péptica alcanca aproximadamente entre 11 a 20% dos homens e 8 a
11% das mulheres (FERREIRA, 2005) e a propor¢cédo do sexo masculino e do
feminino para Ulceras duodenais € cerca de 3:1 e para as Ulceras gastricas € cerca
de 2:1 (LIU; CRAWFORD, 2005).

Dados afirmam que as Ulceras gastricas sdo mais freqlentes nos paises
orientais, especialmente no Japdo, enquanto que as Ulceras duodenais sdo mais
frequentes em populacdes ocidentais (YUAN; PADOL; HUNT, 2006).

Atualmente, as pesquisas cientificas envolvendo Ulcera péptica estdo
direcionadas ao estudo de H. pylori, considerada uma das maiores responsaveis
pela incidéncia dessa doenca no homem pela sua disseminacao nas vias oral-oral e
fecal-oral ( WATANABE; CHIBA, 2002). A infeccéo por H. pylori é usualmente maior
que 80 % em paises em desenvolvimento; entretanto, apenas 15 % das pessoas
infectadas por H. pylori desenvolve Ulcera péptica (MAJUMDAR et al.,, 2007). A
erradicacdo do H. pylori reduz drasticamente a reincidéncia de 67 % para 6 % em
pacientes com Ulceras duodenais e de 59 % para 4 % em pacientes com Ulceras
gastricas (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007)

O uso cronico de antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES) € a causa mais
comum de Ulceras pépticas em pacientes sem infec¢cdo por Helicobacter pylori
(RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007). O uso de AINEs é o responsavel por
aproximadamente metade das Ulceras perfurativas, ocorrendo mais comumente em
pacientes idosos que estdo fazendo uso de aspirina ou outros AINEs para doencas
cardiovasculares ou artropatia (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

1.5 Terapéutica da Ulcera péptica

A terapéutica das doencas ulcerosas surge como forma de aliviar os
transtornos causados por essa doenca que acomete populacdes do mundo inteiro. O
tratamento farmacolégico da Ulcera gastrica esta baseado no uso de substancias
que inibem a secrecdo acida no estbmago ou que promovem o estimulo dos

mecanismos protetores da mucosa gastrica (ALKOFAHI; ATTA, 1999).
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Com base na compreensédo dos mecanismos relacionados a fisiopatologia da
Ulcera péptica e particularmente para o controle da secre¢cdo do acido géstrico,
existe no mercado mundial uma variedade de estratégias terapéuticas (JAIN et al.,
2006). Entéo, varias classes de medicamentos, como antiacidos, antagonistas do
receptor H,, inibidores da bomba de protons e agentes citoprotetores foram e tém
sido desenvolvidos (Figura 5) (BHATTACHARYA et al., 2007).

Os antiacidos foram desenvolvidos na perspectiva de neutralizar a acidez
gastrica. Como representantes pode-se citar o bicarbonato de sodio, carbonato de
calcio, hidroxido de aluminio e hidréxido de magnésio (JAIN et al., 2007). Devido aos
seus efeitos adversos (diarréia, prisdo de ventre, interferéncia na absorcdo de
drogas e raros disturbios acido-base) esses medicamentos sao raramente utilizados
como terapia primaria nos transtornos ocasionados pela acidez gastrica
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

Na perspectiva de inibir a secrecdo acida gastrica, surgiram o0s
anticolinérgicos (pirenzepina e telenzepina). Entretanto, o uso dessa classe tornou-
se pouco usual, devido principalmente a sua relativamente baixa eficacia, uma vez
que interagem com receptores muscarinicos do tipo M; e apresentarem acentuados
efeitos colaterais (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005), a exemplo de taquicardia
(AIHARA, et al., 2003), secura na boca, cefaléia e confusdo mental,
(HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).

Os antagonistas dos receptores H, (cimetidina, ranitidina, famotidina,
nizatidina e roxatidina) surgiram como forma de inibir completamente a interagéo da
histamina com receptores H, reduzindo assim, tanto volume quanto concentragéo de
jons H ™ do suco gastrico. Eles sio seletivos e tém pouco ou nenhum efeito sobre
receptores H;. Também inibem a secre¢do acida ocasionada pela gastrina,
agonistas muscarinicos, alimentos, distensdo fundica, bem como outros agentes
farmacoldgicos. Inibem ainda a secrecéo acida basal e noturna. Este efeito contribui
de maneira importante para a sua eficacia clinica (JAIN et al., 2007). A incidéncia
global dos efeitos adversos é baixa e os efeitos dos antagonistas do receptor H, séo
de pouca intensidade. Esses incluem diarréia, cefaléia, tontura, fadiga, dor muscular,
prisdo de ventre, e ainda, pode ocorrer ginecomastia em homens e galactorréia em
mulheres (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).
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Nos ultimos anos uma atencdo especial tem sido dada aos agentes anti-
secretores da classe benzimidazol sulféxido, principalmente devido ao seus efeitos
de inibicdo do bombeamento de protons pela H*, K *-ATPase como um meio de
controlar o pH gastrico (JAIN et al., 2007). Os inibidores de bomba (omeprazol,
lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e esomeprazol) sdo pré-farmacos, os quais
necessitam de ativacdo em ambiente acido (AIHARA, et al., 2003; HOOGERWEREF;
PARSRICHA, 2005). Esses agentes penetram na célula parietal a partir do sangue
(HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005) e se acumulam nos canaliculos secretores
(AIHARA, et al.,, 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005) onde devido a sua
fraca natureza basica, sdo ativados resultando na formacdo de uma sulfenamida
tiofilica ou &cido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio da ligacdo covalente
com o grupo sulfidrii de cisteina no dominio extracelular da H*, K'-ATPase,
promovendo a inibicdo da bomba de préton (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).
A sua utilizagdo na clinica requer monitoramento clinico, pois 0 uso prolongado
desses medicamentos pode resultar em hipergastrinemia, hipersecrecdo acida
rebote, ma absorcéo, infeccéo e cancer (AIHARA, et al., 2003.; JAIN et al., 2007).
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Figura 5. Terapéutica da Ulcera péptica ( adaptado de RAFFA, RAWLS, BEYZAROQV, 2006)

Nos casos em que a doenca ulcerativa péptica estd associada a infeccao por
H. pylori, a terapéutica utilizada constitui em uma combinacéo de inibidor de bomba

de protons (omeprazol) ou antagonista do receptor H; (ranitidina), associado a dois
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antibioticos, claritomicina e amoxicilina ou claritomicina e metronidazol, ou ainda, o
inibidor de bomba associado aos dois antibidticos e em conjunto com sais de
bismuto (CHENTER; RODRIGUES-JUNIOR, 2002; MAJUNDAR et al., 2007). O
objetivo do tratamento € erradicar a bactéria e consequentemente, evitar a
reincidéncia da ulcera (HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005; MAJUNDAR et al.,
2007). Entretanto, essa terapia apresenta fatores limitantes como nausea, diarréia e
tontura (JAIN et al., 2007).

Nos ultimos anos, a terapia da Ulcera gastrica, além de focada em drogas que
possuem como acdo farmacoldgica a inibicdo da secrecdo acida e a remocao de
agentes lesivos (AINEs e H. pylori) (SCHUBERT; PEURA, 2008), envolve também
agentes que possam aumentar os fatores protetores da mucosa, como O0s
citoprotetores (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Entre os representantes
dessa classe o sucralfato, sais de bismuto, misoprostol (analogo da PGE; de uso
hospitalar) e a carbenoxolona (ferramenta farmacoldgica), todos esses também
podem produzir efeitos colaterais (MOSSNER; CACA, 2005).

A terapéutica da Ulcera gastrica tem apresentado um grande avanco nos
altimos anos no desenvolvimento de novos farmacos, entretanto, apresenta fatores
limitantes quanto a eficacia, producao de efeitos colaterais (DEBASHIS et al., 2002)
e alta taxa de recorréncia de ulcera (40-80 %) um ano apds o tratamento com 0s
antagonistas dos H; e os inibidores da bomba de prétons (PPIs) (SZABO; VINCZE,
2000).

Diante dessas consideracdes se faz necessario investir na pesquisa de novos
alvos terapéuticos, a exemplo de plantas medicinais, na perspectiva de garantir alta

eficacia, poucos efeitos colaterais e auséncia de recidiva.

1.6 Plantas como uma nova alternativa terapéutica

1.6.1 Plantas medicinais

Pesquisas pré-clinicas confirmam a eficacia de varias plantas medicinais no
tratamento de doencas gastrintestinais, sendo as suas propriedades terapéuticas
atribuidas a diferentes compostos organicos e inorganicos como alcaloides,
cumarinas, terpendides, taninos, acidos fendlicos e micronutrientes antioxidantes,

como cobre e manganés (CHECHINEL-FILHO.; YUNES, 2001; MOTA et al, 2009).
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Estudos farmacologicos mostram que muitas plantas medicinais tém sido Uteis
no tratamento de desordens gastricas atuando por diferentes mecanismos, como:
Syngonanthus arthrotrichus Silveira (BATISTA et al., 2004) e Byrsonima crassa
(SANNOMIYA et al., 2005), com compostos que atuam como “varredoras” de
espécies reativas de oxigénio na superficie da mucosa gastrica, Cissus
quadrangularis cuja acao gastroprotetora esta associada com sua capacidade de
suprimir citocinas proé-inflamatoérias e de agir como um antioxidante (JAINU; DEVI,
2006), além daquelas j& estudadas pelo nosso grupo como: Praxelis clematidea
(FALCAO, 2007), Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTOS, 2008)
e M. obtusifolia (MOTA, 2009).

O estudo de plantas medicinais € multidisciplinar, envolvendo as areas da
botanica, quimica, farmacologia e toxicologia. Qualquer pesquisa nha atividade
farmacolégica de compostos naturais depende da integracdo das &reas
mencionadas (RATES, 2001).

1.7 Consideracfes sobre a familia Combretaceae e sobre a espécie
Combretum duarteanum

Combretaceae € uma grande familia de ervas, arbustos escandentes e
arvores, que possui cerca de 13 géneros e 500 espécies, com distribuicdo tropical,
ocorrendo em ambientes quentes de todos o0s continentes, com centros de
diversidade na Africa e Asia (STACE, 2004.; LOIOLA et al., 2009).

O tratamento mais completo para Combretaceae no Brasil foi realizado por
Eichler (1867), que reconheceu nove géneros e 65 espécies. Entretanto, de acordo
com Marquete e Valente (2006), atualmente estima-se a ocorréncia de 78 espécies
subordinadas a seis géneros no pais.

Os maiores géneros dessa familia sdo: Combretum, Terminalia e Quisqualis.
Os outros géneros sdo: Anogeissus, Buchenavia, Bucida, Calopyxis, Calycopteris,
Conocarpus, Dansiea, Guiera, Laguncularia, Lumnitzera, Macropteranthes,
Melostemon, Pteleopsis, Quisqualis, Strephonema, Terminaliopsis e Thilo
(KLOPPER et al., 2006).

Na Paraiba foram registradas 11 espécies subordinadas a cinco géneros:
Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard, Combretum duarteanum Cambess., C.
fruticosum (Loefl.) Stuntz, C. glaucocarpum Mart., C. hilarianum D. Dietr., C.
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lanceolatum Eichler, C. laxum Jacg., C. leprosum Mart., C. pisonioides Taub.,
Conocarpus erectus L. e Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn. A maioria das
espécies possui distribuicdo restrita, algumas ocorrem em manguezais, outras em
ambientes de Caatinga ou em area de Floresta Atlantica (LOILA et al., 2009).

Estudos fitoquimicos realizados para o género Combretum tém demonstrado
a ocorréncia de muitas classes de constituintes, incluindo terpenos, estilbendides,
flavondides, taninos e lignanas (FACUNDO et al., 1993.; MASIKA; AFOLAYAN,
2002; KATERERE et al., 2003.; CHOWDHURY; ISLAM, 2004; ELOFF; KATERERE;
MCGAW, 2008).

Metabdlitos secundarios foram isolados de vérias espécies pertencentes a
esse género, entre eles destacam-se triterpenos pentaciclicos obtidos da C. molle,
C. edwardsii, C. eleagnoides, C. apiculatum, C. kraussi, C. padoides e Anogeissus
leiocarpus (ROGERS; VEROTTA, 1996; KATERERE et al., 2003; ANGEH et al.,
2007; CHAABI et al., 2008)., alcaléides de C. micranthum (CORSINO et al., 1998),
flavondides de C. leprosum (FACUNDO et al.,1993) e C. erythrophyllum (MARTINI et
al., 2004) e estilbendides de C. apiculatum, C. psidioides e C. molle (LETCHER,;
NHAMO, 1971, 1972, 1973; LETCHER et al., 1972).

Varios estilbendides e dihidroestilbendides (as combrestatinas) com atividade
citotdxica, assim como triterpenoides e seus glicosideos com atividade moluscicida,
antifangica, antimicrobiana e antiinflamatoria foram isoladas de espécies de
Combretum (PETTIT et al., 1988; ROGERS, 1989a,b).

As espécies de Combretaceae nao se destacam pelo valor econdmico,
poucas sao cultivadas como ornamentais. Algumas sao referidas pelo seu emprego
na medicina popular (BRAGA 1960; AGRA 1996; FYHRQUIST et al. 2002) no
tratamento de disturbios abdominais, infeccées bacterianas, cancer, tosses, diarréia,
disenteria, febre, Ulceras gastricas, doencas cardiacas, hipertensdo, ictericia,
hemorragias, doencas de pele, pneumonia, sifilis, dentre outras (OLIVER-BEVER,
1986; IWU, 1993; HUTCHINGS et al., 1996; NEUWINGER, 1996; FYHRQUIST et
al., 2002) ou pelo seu potencial farmacolégico para possiveis atividades
antiinfecciosas, incluindo antibacteriana, antifingica e antiparasitaria (FERREA et al.
1993; BABA-MOSSA et al. 1999; ELOFF; KATERERE; MCGAW, 2008).

Tem sido demonstrado que alguns extratos ou principios ativos obtidos de

espécies de Combretum possuem um amplo espectro de atividades bioldgicas
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incluindo, propriedades anticancerigenas, citotoxicas, analgésicas, antiinflamatoria,
hepatoprotetora, antibacteriana, antiviral e antiprotozoarica (NABHA et al., 2000;
MCGAW et al., 2001; GRIGGS et al., 2001; ASRES et al., 2001; ADNYANA et al.,
2001; FYRQUIST et al., 2002; ANCOLIO et al., 2002; ALI et al., 2002; LIRA et al.,
2002; OLAJIDE et al., 2003; CIRLA; MANN, 2003; NAM, 2003; YOUNG; CHAPLIN,
2004; MARTINI et al., 2004; BENSSONG et al., 2005).

Algumas espécies de Combretaceae, como Combretum dolichopetalum
(ASUZU; NJOKU, 1992), Combretum leprosum (NUNES et al., 2008), Terminalia
pallida (GUPTA et al. 2005) e Guiera senegalensis (ANIAGU et al. 2005)
apresentaram propriedades antiulcerogénicas frente a modelos de inducdo aguda de
Ulcera (etanol absoluto e AINES) assim como em modelos que avaliam a atividade
antisecretoria (ligadura de piloro) e indutora da producéo de muco.

Combretum duarteanum Cambess, espécie selecionada para o estudo, é
conhecida popularmente como mofumbo, cipiiba e cipauba. S&o arbustos eretos a
escandentes, exclusivos da América do Sul, com registro na Bolivia, Paraguai e
Brasil (EXELL, 1953). Segundo Loiola & Sales (1996), ocorre no Brasil nas regides
Norte (Para), Nordeste (Bahia, Ceara, Maranhdo, Paraiba, Pernambuco e Piaui),
Centro-Oeste (Distrito Federal, Goids e Mato Grosso) e Sudeste (Minas Gerais e
Sao Paulo). A presenca desta espécie esta associada a ambientes de caatinga e foi
relatada para os estados da Bahia, Paraiba e Pernambuco (LOIOLA, SALES 1996).
Sua ocorréncia na Paraiba esta restrita a Caatinga, encontrada geralmente em
afloramentos rochosos.

Essa espécie ainda é pouco estudada, havendo relatos do uso na medicina
popular para o tratamento de dores, inflamacdes e problemas relacionados ao TG,
sendo, portanto, o seu critério de escolha para o estudo, o etnofarmacoldgico.
Estudos fitoquimicos ainda estdo sendo realizados pelo grupo do Prof. Dr. Josean
Fechine Tavares, porém hé indicativos da presenca de triterpenos pentaciclicos e
flavondides (dados ndo mostrados) o que corrobora os estudos fitoquimicos

realizados em outras espécies do género Combretum.
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Figura 6. Fotos de Combretum duarteanum Cambess (Josean Fechine Tavares, 2010).
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivos Gerais

Este projeto teve como objetivo avaliar a atividade gastroprotetora do extrato

etandlico bruto (EEtOH-Cd) da fase hexanica (FaHex-Cd) obtidos das folhas de

Combretum duarteanum Cambess, em modelos animais que mimetizam a Ulcera

gastrica no homem.

2.2 Objetivos Especificos

>

Executar triagem farmacoldgica comportamental e determinacdo da Dose
Letal 50 % do EEtOH-Cd;

Avaliar, pela triagem farmacologica, o efeito gastroprotetor do EEtOH-Cd
frente ao agente lesivo HCl/etanol;

Avaliar o EEtOH-Cd e da FaHex-Cd em modelos classicos de inducdo aguda
de Ulceras (etanol, estresse e antiinflamatorio ndo-esteroidal);

Investigar o efeito do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd sobre os parametros
bioquimicos da secregdo gastrica (pH, concentracdo de ions H*, volume de
suco gastrico);

Elucidar os possiveis mecanismos de acao envolvidos no efeito gastroprotetor
da C. duarteanum.;

Investigar a atividade cicatrizante do EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre o modelo
de inducédo de Ulcera por acido acético;

Avaliar a toxicidade do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd durante 14 dias de
tratamento da Ulcera induzida com &cido acético, por meio do consumo de
agua e racdo, peso corporeo, peso dos 0Orgdos e analises bioquimicas e

hematoldgicas.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Local da pesquisa

O presente trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Ensaios Toxicologicos
(LABETOX) do Laboratério de Tecnologia Farmacéutica “Prof. Delby Fernandes de
Medeiros” (LTF) da Universidade Federal da Paraiba no periodo de marco/2009 a
dezembro/2010.

3.1.2 Material botanico

O material vegetal utilizado nos experimentos de toxicidade aguda,
investigagdo da atividade gastroprotetora e cicatrizante em animais foram obtidos
das folhas da espécie Combretum duarteanum Cambess, coletada no municipio de
Serra Branca, Estado da Paraiba, em 2007. Esta espécie foi identificada pela Dra.
Maria de Fatima Agra e uma exsicata encontra-se depositada no Herbario Prof.
Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB, sob codigo de identificacdo M. F. Agra et al.,
6767.

O extrato etandlico bruto (EEtOH) e a fase hexanica (FaHex) obtidos das
folnas de Combretum duarteanum Cambess foram fornecidos pelo colaborador da

fitoquimica, Prof. Dr. Josean Fechine Tavares e sua equipe, todos do LTF/UFPB.

3.1.3 Obtencéo do extrato etandlico bruto e da fase hexanica de Combretum
duarteanum Cambess

O material vegetal seco e pulverizado das folhas de Combretum duarteanum
(1,034g) foi submetido a maceragao exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, resultando
numa solucédo etandlica, a qual foi filtrada e concentrada em um rotaevaporador,
obtendo-se o EEtOH-Cd.

O EEtOH-Cd (260,57 g) foi submetido a uma particdo liquido-liquido utilizando

seguidamente os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol, para
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obtencdo das fases hexanica (65,48 g), cloroformica (28,71 g), acetato de etila
(15,57 g) e n-butandlica (2,54 g), respectivamente (Figura 7).

Material seco e pulverizado das folhas de C. duarteanum (1. 034 g)

Maceracao em etanol (EtOH) a 95% (3x)
Concentracdo em rotaevaporador

Extrato etanélico bruto - EEtOH (260,6 g, 25,2 %)

EEtOH
EtOH:H,0 (7:3)

Solugéo hidroalcodlica

Hexano
Fase hexanica (65,48 g, 25,13 %) ‘ Fase hidroalcodlica |
Cloroférmio
Fase cloroférmica (28,71 g, 11,02%) Fase hidroalcodlica Il
Acetato de etila
Fase acetato de etila (15,57 g, 6,36%) Fase hidroalcodlica Il
n-Butanol
Fase n-butanélica (2,54 g, 0,97%) Fase hidroalcodlica IV

Figura 7. Marcha fitoquimica para obtengdo do EEtOH e da FaHex obtidos das folhas de
Combretum duarteanum. (Realizada pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Josean
Fechine Tavares/LTF/UFPB).

3.1.4 Animais

Os animais utilizados nos modelos experimentais de toxicidade aguda,
investigacdo da atividade gastroprotetora e cicatrizante promovidas por Combretum
duarteanum foram camundongos (Mus musculus) albinos machos e fémeas,
linhagem Swiss pesando entre 25-35 g (figura 8A) ou ratos (Rattus norvegicus)
albinos machos, linhagem Wistar pesando entre 180-250 g (figura 8B), procedentes
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do Biotério “Prof. Thomas George” do LTF/UFPB. Os animais foram aclimatados as
condicdes do biotério local, por cerca de sete dias, antes dos ensaios experimentais
sob temperatura (23 + 2° C) e ciclos claro-escuro controlado de 12 horas. Os
animais foram alimentados com racao Purina tipo pellets e &gua ad libitum.

Para a realizagdo dos experimentos, os animais foram submetidos a um jejum
(12-36h) que variou de acordo com o preconizado nas metodologias empregadas. Os
animais (n = 5-7) foram distribuidos em grupos controle negativo (solucdo tween 80
12%), controle positivo (droga de referéncia ou ferramenta farmacologica) e amostra
vegetal (EEtOH-Cd ou FaHex-Cd).

Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, seguindo os
principios internacionas para o estudo com animais de laboratorio (ZIMMERNAM,
1983) e quando necessario de acordo com o protocolo experimental, foram
anestesiados com cloridrato de quetamina 5 % (anestésico) e cloridrato de xilazina 2
% (relaxante muscular), no intuito de diminuir a dor e o sofrimento.

Para a realizacdo deste trabalho, os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA/LTF/UFPB com o
registro n 0211/09 (ANEXO 1).

Figura 8. Animais utilizados: (A) camundongo Swiss (Mus musculus) e (B) rato
Wistar (Rattus norvegicus). Fotos pertecentes ao arquivo do grupo de farmacologia
de TGI.

3.1.5 Drogas utilizadas

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizadas as seguintes
drogas: carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, U.S.A), cimetidina (SIGMA Chemical),
piroxicam 20 mg (HEXAL, Brasil), N-etilmaleimida (SIGMA Chemical Co, U.S.A), N-
nitro-L-arginina-metil-éster (SIGMA Chemical Co, U.S.A), cloreto de sédio P.A.
(QUIMEX-MERCK, Brasil), hidroxido de sodio (QUIMEX-MERCK, Brasil),
fenoftaleina (RIEDEL-DE HAEN, Germany), tween 80 (MERCK, Germany), etanol
(MERCK, Germany) e alcian Blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A), acido acético
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(SYNTH), &cido cloridrico (MERCK, Germany), quetamina 5% (VETANARCOL),
xilazina 2 % (DORCIPEC), cloreto de magnésio (MERCK) e sacarose (SIGMA
Chemical Co, U.S.A).

O EEtOH-Cd e a FaHex-Cd foram solubilizados em solucédo tween 80 12%.
As substancias utilizadas como controle positivo, carbenoxolona e cimetidina, assim
como o0s bloqueadores do o6xido nitrico e grupamentos sulfidrilicos, N®-nitro-L-
arginina-metil-éster (L-NAME) e o N-etilmaleimida (NEM), respectivamente, foram

solubilizadas em solucéo salina 0,9%.

3.2 Métodos
3.2.1 Ensaio toxicolégico de Combretum duarteanum Cambess

3.2.1.1 Estudo comportamental e determinacdo da Dose Letal 50% (DL 5p)
(ALMEIDA et al., 1999)

O extrato etandlico bruto obtido das folhas de Combretum duarteanum
Cambess foi submetido ao ensaio toxicoldgico agudo com o objetivo de avaliar as
alteracdes comportamentais frente ao SNC e ao SNA, utilizando como protocolo
experimental o modelo descrito por Almeida et al. (1999), além de avaliar o consumo
de &gua e racdo, alteracbes e peso dos 6rgaos alvos e o indice de letalidade (DLsp).

Para a realizacdo desse experimento, foram utilizados camundongos albinos
machos e fémeas da linhagem Swiss pesando entre 25-35 g, os quais foram divididos
em 4 grupos, 2 grupos de animais machos e 2 grupos de animais fémeas e
submetidos a um jejum de 12 horas. Cada grupo recebeu o veiculo tween 80 12%
ou o EEtOH-Cd em uma unica dose de 2000 mg/kg (OECD, 2001), por via oral
(gavagem).

Apoés o tratamento foram observados os efeitos gerais nas primeiras quatro
horas, nos intervalos de 30 minutos, 1 hora, 2 horas, 3 horas e 4 horas no primeiro
dia, e uma vez ao dia, até completar 72 horas, e comparando ao respectivo grupo
controle (tween 80 12 %).

Como parametro foi avaliado o consumo de racdo na forma de pellets pelos
animais, no intervalo de 1-14 dias, apos a administracdo da dose do EEtOH-Cd. A
racao foi colocada diariamente e, no dia seguinte foi avaliado o consumo. A ingesta

de agua foi mensurada da mesma forma.
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A pesagem dos camundongos foi realizada antes da administracédo do EEtOH
e no 14° dia ap6s o tratamento. Ao término desse periodo os animais foram
eutanasiados e seus Orgaos (coracao, figado, baco e rins) pesados e examinados

macroscopicamente.

3.2.2 Investigacdo da atividade gastroprotetora de Combretum duarteanum
Cambess

Para uma avaliacdo prévia da atividade gastroprotetora conferida pela
espécie vegetal C. duarteanum Cambess, foi realizada uma triagem farmacol6gica
com diferentes doses do EEtOH-Cd (62,5, 125, 250 e 500 mg/Kg), utilizando o
modelo de inducédo aguda de Ulcera por etanol acidificado (HCl/etanol).

ApoOs a triagem farmacologica preliminar, foram realizados experimentos que
tinham como objetivo demonstrar a atividade gastroprotetora do EEtOH-Cd e da
FaHex-Cd por meio dos modelos de inducdo aguda de Ulceras por etanol absoluto,
estresse por imobilizacdo e frio, AINEs (piroxicam) e contensdo de suco gastrico,
mimetizando as principais causas das injurias gastricas no homem.

Para corroborar os resultados obtidos nos experimentos anteriores, foi
realizada a avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico (volume do suco

gastrico, pH e concentragdo de ions H" no modelo de ligadura de piloro.

Com intuito de elucidar os mecanismos de acdo envolvidos no efeito
gastroprotetor do EEtOH e da FaHex da espécie vegetal selecionada foi avaliada a
producdo de muco aderido a mucosa, a participacdo do NO e dos compostos
sulfidrilas.

Por fim, verificou-se a atividade cicatrizante das amostras vegetais de

Combretum duarteanum utilizando o modelo de indug&o de Ulcera por acido acético.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, o estdmago
aberto ao longo da grande curvatura, as lesbes ulcerativas foram quantificadas
utilizando uma lupa OLYMPUS Optical TL3 — SZ40 e expressas como indice de
lesdo ulcerativa (ILU) (Figura 9), conforme o niumero e a severidade das injarias
(SZELENYI; THIEMER, 1978):
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Nivel 1: pontos hemorragicos e ulceracdes até 1mm;
Nivel 2: ulceragbes com 2 mm;
Nivel 3: ulceragBes profundas a partir de 3 mm.

ILU =X (lesdes nivel 1 x 1) + (lesdes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)

Figura 9. (A) lupa OLYMPUS Optical TL3 — SZ40 e (B) estdmago de rato ulcerado
com etanol absoluto (—), para determinagdo do ILU (Foto: Arquivo do grupo de
farmacologia do TGI).

3.2.2.1.1 Inducdo da ulcera géstrica por HCI/Etanol (Triagem farmacolégica)
(MIZUl; DOUTEUCHI, 1983, modificado)

Os camundongos machos (n=6-7) foram submetidos a jejum de 24 horas,
divididos em grupos, conforme os pré-tratamentos, por via oral (v.0), com
carbenoxolona 100 mg/Kg (controle positivo), tween 80 12% 10 mL/Kg (controle
negativo) e EEtOH-Cd nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Apds 50 min foi
administrado solucdo do agente lesivo 0,3M HCI/Etanol 60% - 0,2 mL, por via oral.
Uma hora apo6s, os camundongos foram eutanasiados, os estbmagos retirados e
abertos ao longo da grande curvatura para determinacdo do indice de lesao
ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.2 Inducdo da Uulcera gastrica por etanol absoluto (MORIMOTO et
al.,1991, modificado)

Os ratos Wistar machos (n=5-7) foram submetidos a jejum de 24 horas e pré-
tratados por v. 0. com carbenoxolona 100 mg/ Kg (controle positivo), tween 80 12%
10 mL/ kg e com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg.
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Apés 1 hora, foi administrado 4mL/Kg de etanol absoluto (agente lesivo) aos animais
v. 0. Decorrida mais 1 hora, os ratos foram eutanasiados por deslocamento cervical,
0s estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacao
do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.3 Inducédo da Ulcera géstrica por estresse (imobilizagdo e frio) (LEVINE
et al., 1971, com modificagdes)

Os camundongos (n=5-7) submetidos a um jejum de 24 horas, foram pré-
tratados, por via oral, com cimetidina 100 mg/Kg antagonista dos receptores H»
(controle positivo), tween 80 12% (10 mL/kg e EEtOH-Cd ou FaHex-Cd nas doses
62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Trinta minutos apds a administracdo dos tratamentos, 0s
animais foram imobilizados pelas patas dianteiras e traseiras, colocados em contensores
de policloreto de vinila (PVC) (9 cm de comprimento x 3,5 cm de didmetro) e submetidos
a uma temperatura de 4° C (x 1°C) por um periodo de 3 horas para inducao das Ulceras
gastricas. Ao final desse periodo, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, os estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para
determinacao do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.4 Inducdo da Uulcera gastrica por Antiinflamatério-n&o-esteroidal
(Piroxicam) (PUSCAS et al., 1997, com modificacfes)

Os camundongos (n=5-7) foram submetidos a um jejum de 24 horas,
posteriormente pré-tratados, por via oral, com cimetidina 100 mg/Kg, tween 80 12%
(10 ml/Kg) e EEtOH-Cd ou FaHex-Cd nas doses de 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg.
Apds 30 min do pré-tratamento, os animais receberam piroxicam 30 mg/Kg (agente
lesivo) por via subcutanea (s.c) e 4 horas apés essa administracdo, os camundongos
foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos no sentido da grande
curvatura para determinacao do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.5 Inducédo da Ulcera gastrica por contensdo do suco géastrico (SHAY et
al., 1945, com modificagdes).

ApoOs jejum de 36 horas, os ratos (n = 5-7) foram anestesiados com cloridrato

de xilazina 2 % (relaxante muscular) e com cloridrato de quetamina 5 % (anestésico)
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e submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apofise xifoide para ligadura do
piloro e a administragdo intraduodenal das substancias conforme o pré-tratamento:
com cimetidina 100 mg/kg (controle positivo), tween 80 12% (10 mL/kg) e com a
dose mais efetiva do EEtOH-Cd ou da FaHex-Cd. O pré-tratamento oral foi realizado
30 min. antes da ligadura do piloro. Logo apds esse procedimento cirirgico, as
incisbes dos animais foram suturadas e decorridas quatro horas, os ratos foram
eutanasiados, os estbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para
determinacao do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico apoés
ligadura do piloro (v.o. ei.d.) (SHAY et al., 1945, modificado)

ApoOs a ligadura do piloro descrita acima, as substancias foram administradas
conforme o pré-tratamento: cimetidina (100mg/kg), tween 80 12 % (controle
negativo), e a dose mais efetiva do EEtOH-Cd ou da FaHex-Cd, via i.d. No entanto,
0 pré-tratamento oral foi realizado 30 minutos antes da ligadura do piloro. Quatro
horas apds a ligadura do piloro as incis6es foram abertas e os estdbmagos retirados
cuidadosamente. O conteudo estomacal foi coletado e foram determinados os
parametros biogquimicos do suco gastrico (volume, pH e concentracdo de ions
hidrogénio).

O contetdo do estdbmago foi pesado e, em seguida, calculado o volume do
suco gastrico expresso em g/4h. O pH foi verificado com o auxilio de um pHmetro
digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil) ap6s centrifugacédo do conteudo estomacal a 3000
rpm por 10 minutos e expresso em unidades. Em seguida, foram retirados 10 mL do
sobrenadante e distribuidos em aliquotas de 5 mL em 2 erlenmeyer para que fosse
prosseguida a titulagdo do suco gastrico e determinada a concentracdo de H”
expressa em mEg/mL/4h. A titulacdo foi realizada utilizando-se hidroxido de sodio
(NaOH) 0,01N e fenolftaleina, uma solucéo indicadora, com auxilio de uma bureta
digital Solarus® (HIRSHMANN LABORGERATE, U.S.A)).
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3.2.2.2 Avaliagdo dos mecanismos de acao envolvidos na atividade
gastroprotetora de Combretum duarteanum Cambess

3.2.2.2.1 Determinacdo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica
(RAFFATULLAH et al., 1990, modificado)

Apoés o jejum de 24 horas, os ratos (n = 7-8) foram anestesiados, o abdémen
foi incisado e o piloro ligado. Os animais foram tratados com: tween 80 12% (10
mL/kg), carbenoxolona 200 mg/kg e com a dose mais efetiva do EEtOH-Cd (250
mg/Kg) ou da FaHex-Cd (250 mg/Kg), via intraduodenal. Apés 4 horas os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical e os estdbmagos retirados e abertos no
sentido da grande curvatura. A porcéo glandular do estdbmago foi separada, pesada
e imersa, por duas horas, em 10 mL de solug&o de alcian blue. O excesso de alcian
blue foi removido lavando-se o estdbmago por duas vezes sucessivas, com 7 mL de
solucéo sacarose 0,25 mol/L; sendo a primeira por 15 min e a segunda por 45 min.
O corante, complexado ao muco aderido a parede estomacal, foi extraido com 10
mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L, agitando-se intermitentemente por um minuto ,
a cada 30 min, durante 2 horas. Desse material, foi retirada uma aliquota de 4 mL e
adicionada a 4 mL de éter etilico e esta mistura foi agitada por 2 min. A emulséo
obtida foi centrifugada por 10 min a 3600 rpm e o sobrenadante, descartado. As
absorbéancias foram lidas em espectrofotometro a 598 nm e determinada a
concentracdo de alcian blue por intercalacdo em uma curva padrdo com Vvarias
concentracbes de alcian blue. Os resultados foram expressos em mg de alcian

blue/g de tecido.

3.2.2.2.2 Avaliacdo da participacdo do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecéo
(SIKIRIC et al., 1997)

Ratos Wistar machos (n=6-7) foram colocados em jejum por 24 horas e
divididos em 8 grupos conforme o pré-tratamento: 4 grupos receberam tween 80
12% (10 mL/kg) e 4 grupos receberam N“-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) 70
mg/kg (i.p.), um agente blogueador da enzima sintase de 6xido. Apds 30 minutos da
administracdo, cada quatro grupos foram tratados por via oral com o veiculo tween
80 12 % , carbenoxolona 100 mg/kg , e com a dose mais efetiva do EEtOH-Cd ou

FaHex-Cd. Apds 1 hora do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg de etanol
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(agente lesivo) por via oral. Decorridos mais uma hora os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, os estomagos retirados e abertos para
determinacao do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.2.3 Avaliagdo da participagcdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) na
gastroprotecdo (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Ratos Wistar machos (n=6-7) foram colocados em jejum por 24 horas e
distribuidos em oito grupos, conforme o pré-tratamento: 4 grupos receberam tween
80 12% e os outros 4 grupos receberdo N-etilmaleimida (NEM) 10 mg/kg (i.p.), um
bloqueador dos grupamentos sulfidrilas. Ap6s 30 minutos da administracdo, cada
quatro grupos foram tratados por via oral com tween 80 12%, carbenoxolona (100
mg/kg) e com a dose mais efetiva do EEtOH-Cd ou da FaHex-Cd. Apds 1 hora, os
ratos receberam etanol absoluto 4 mL/kg (agente lesivo) por via oral. Decorridos 60
min, os animais foram eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos para
determinacao do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.3 Avaliacédo da atividade cicatrizante de Combretum duarteanum Cambess

3.2.2.3.1 Ulcera gastrica induzida por acido acético (OKABE; AMAGASE, 2005,
com modificagdes)

ApoOs jejum de 24 horas, ratos Wistar machos (n=9) foram divididos
aleatoriamente nos grupos sham, tween 80 12 %, cimetidina (100 mg/Kg) , EEtOH-
Cd (250 mg/Kg) ou FaHex-Cd (250 mg/Kg), anestesiados com cloridrato de xilazina
2 % (relaxante muscular) e cloridrato de quetamina 5% (anestésico) e tiveram o
abdémen aberto para exposicdo do estbmago. Um tubo plastico de 5,0 mm de
diametro, com um pellet de algodao inserido no seu interior, foi firmemente aplicado
a superficie serosa da parede do estbmago, para que fosse administrada uma
solucéo de 100 pL de acido acético (P.A) por 60 segundos. Logo apos, o acido foi
removido completamente, para em seguida proceder a sutura do abdémen. Apés 48
h da exposicdo do estbmago ao acido acético, as substancias para o tratamento
foram administradas aos animais por via oral uma vez ao dia durante 14 dias
consecutivos. Ao final do tratamento, apds jejum de 12 horas, os animais foram

eutanasiados por deslocamento cervical e seus estdbmagos foram removidos e
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abertos no sentido da grande curvatura, para a determinacdo da &rea da lesdo
ulcerativa - ALU (mm?) com a ajuda de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo
Corporation da Caliper-Japao).

As formulas utilizadas para obtencdo da ALU e % da taxa de cura foram as

seguintes:

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

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

¢ = comprimento (mm) ; |=largura (mm)

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

ALU (T) = area da lesao ulcerativa do grupo tratado

ApGs a determinacdo da ALU, a regido que circunscreve a lesdo foi removida
para posterior analise histoldgica. Ao final dos 14 dias de tratamento o sangue foi
coletado e os érgéos retirados para avaliacdo da toxicidade, conforme descrito a

seqguir.

3.2.2.4 Avaliagcdo da toxicidade do EEtOH e da FaHex de Combretum
duarteanum por doses repetidas durante 14 dias no modelo de acido
acético

Para corroborar os resultados anteriores, foram avaliados os possiveis efeitos
das amostras vegetais sobre 0s animais submetidos ao tratamento diario com o
EEtOH-Cd ou FaHex-Cd durante 14 dias. Foram avaliados: consumo de agua e

racao, peso corporal e dos 6rgaos e parametros bioguimicos e hamatolégicos.

3.2.2.4.1 Avaliacdo do consumo de agua e ragao

Durante os 14 dias de tratamento foram avaliados a quantidade de agua e
racao. A racgao foi colocada diariamente e, no dia seguinte foi avaliada a quantidade

consumida pelos ratos. Para avaliar o consumo de &agua, seguiu-se a mesma
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metodologia colocando-se mamadeiras graduadas e, no dia seguinte, o volume de

agua ingerido pelos animais foi mensurado.

3.2.2.4.2 Avaliacao ponderal

A pesagem dos ratos foi realizada no 1° dia antes de iniciar os respectivos
tratamentos com a dose mais efetiva do EEtOH ou a FaHex, cimetidina 100 mg/kg
(controle positivo) e solucéo tween 80 12 % 10 mL/kg (controle negativo), e no altimo

dia, correspondente ao 14° dia.

3.2.2.4.3 Avaliacédo do peso dos 6rgéos

Outro parametro avaliado no modelo de inducédo de ulcera por acido acético
foi o peso dos oOrgdos. Ao final do experimento, os ratos foram eutanasiados e

tiveram seus 6rgaos (coracgdo, figado, rins, baco e pulmao) pesados.

3.2.2.4.4 Avaliacao dos parametros biogquimicos e hematoldgicos

Ao final do tratamento durante o periodo de 14 dias, 0os animais passaram por
um jejum de 12 horas, em seguida foram eutanasiados e amostras de sangue foram
coletadas por puncdo cardiaca. Para analises bioquimicas, o sangue foi
acondicionado em tubos contendo gel separador, que foram centrifugados por 10
minutos a 3500 rpm, para obtencdo do soro, destinado as dosagens dos seguintes
parametros: uréia, creatinina e acido urico marcadores da funcédo renal, bem como
aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), marcadores da
funcao hepatica.

Para a andlise hematologica o sangue foi coletado em tubos contendo
anticoagulante (EDTA) para avaliacdo dos seguintes parametros: contagem de
hemacias, hematécrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM), contagem global e diferencial de leucocitos. Foram realizados
esfregacos sanguineos que apos coloracdo foram analisados em microscopio Optico

para confirmag&o e controle da contagem diferencial de células sanguineas.
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Os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-
se kits especificos para o analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus®
(Roche Diagnostic System) (Figura 10A) e para o analisador hematoldgico celular
automatico Animal Blood Counter (Vet) (Figura 10B), respectivamente. Os
esfregacos sanguineos foram corados automaticamente no HEMATEL 200® e
analisados em microscopio oOptico TAIMIN®, para confirmacdo e controle da

contagem de células.

Figura 10. (A) Analisador bioguimico automético Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic
System); (B) Analisador hematolégico celular automético Animal Blood Counter (Vet) (Foto:
Joéo Carlos Pita).

3.3 Anédlise Estatistica

Para os resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda foi
realizado o teste “t” de Student. Ja para os resultados farmacoldgicos obtidos em
ensaios de inducdo de Ulcera géastrica utilizou-se a analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido por pés-teste (Dunnett e/ou Tukey). Todos os resultados foram
expressos como média + desvio padrao (d.p.) da média e o nivel de significancia
minimo foi de p<0,05.

Todos os resultados foram analisados com o software, GraphPad Prisma
5.0, San Diego, CA, EUA.
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4 RESULTADOS
4.1 Ensaio Toxicolégico de Combretum duarteanum Cambess

4.1.1 Estudo comportamental e determinacédo da Dose Letal 50% (DL sp)
(ALMEIDA et al., 1999)

Com base nos parametros citados por Almeida et al. (1999) os camundongos
tratados com o EEtOH-Cd na dose de 2000 mg/kg (v.0.), ndo apresentaram
alteracdes comportamentais, no peso corporal, peso dos érgaos e nem quanto a
ingesta de agua quando comparados com seus respectivos grupos controle negativo
(solucao tween 80 12%), durante o tempo de observagao preconizado.

Entretanto, ao ser avaliado o consumo de racdo, foi observado reducgéo
significativa no grupo dos machos tratados com EEtOH-Cd, quando comparado ao
seu respectivo grupo controle, enquanto que nenhuma alteracéo foi observada no
grupo das fémeas (Tabela 1).

O extrato ndo provocou alteracdo macroscépica nos 6rgdos dos animais
avaliados e ndo causou mortes nos animais durante os 14 dias apos a
administracéo, impossibilitando determinacéo da DLso.

A anadlise desses parametros sugere que, nas condi¢des avaliadas, o EEtOH-

Cd (2000 mg/kg) apresenta baixa toxicidade.
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RESULTADOS

Tabela 1. Efeito da administracdo oral do EEtOH obtido das folhas de Combretum
duarteanum na evolucdo ponderal, peso dos 6rgdos, consumo de agua e racao em

camundongos machos e fémeas

Parametros Sexo Tratamentos
Evolugdo Ponderal (g) Controle EEtOH-Cd
Tween 80 (12%) (2000 mg/Kg)
Fémeas
Inicial 26,43 + 0,3445 27,07 + 0,6532
Final 30,82 + 1,230 32,05 + 1,592
Machos
Inicial 30,17 + 1,602 32,00 + 1,581
Final 37,00 + 2,280 36,00 + 4,359
Peso dos 6rgaos (g)
Fémeas
Figado 14,07 £ 0,2529 14,24 + 0,3441
Coracao 3,504 £ 0,1537 3,661 £ 0,1416
Rins 5,787 + 0,3383 5,989 + 0,5243
Baco 4,183 + 0,3011 4,469 + 0,4051
Machos
Figado 14,39 £ 0,5720 14,55 + 0,7260
Coragao 3,603 + 0,1261 3,485 + 0,0517
Rins 6,708 + 0,3836 6,540 = 0,3580
Baco 4,130 + 0,07321 4,218 + 0,1256
Consumo de agua (mL)
Fémeas 45,86 + 3,860 47,00 + 5,335
Machos 53,64 + 7,500 52,50 £ 6,430
Consumo de racéao (g)
Fémeas 35,60 £ 2,704 35,99 £ 3,167
Machos 43,92 + 4,991 35,81 + 3,251***

Os resultados estdo expressos como média + d.p (n=6). Teste “t” de Student

comparados a tween 80 12%. Para a avaliacdo dos 0Orgdos, os valores estdo
expressos como média + d.p. do arco-seno da divisdo do peso dos 6rgdos pelo peso UM
dos animais; teste “t” de Student p>0,05.

47



LIMA, G. R. M RESULTADOS

4.2.1 Inducdo da ulcera géstrica por HCI/Etanol (Triagem farmacolégica) (MIZUI;
DOUTEUCHI, 1983, modificado)

Os resultados obtidos nesse modelo demonstraram que o EEtOH-Cd (62,5,
125, 250, 500 mg/Kg v.0) e carbenoxolona (100 mg/Kg), reduziram
significativamente o ILU em 28, 36, 55, 63 e 41 % respectivamente, quando
comparados ao controle negativo (Tabela 2). Estes resultados sugerem a atividade
gastroprotetora do EEtOH-Cd nas doses avaliadas.

Tabela 2. Efeito da administracdo oral do EEtOH obtido de C. duarteanum e carbenoxolona
nas lesdes gastricas induzidas por HCl/etanol em camundongos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibic&o (%)
Tween 80 12% - 153,6 £ 42,45 -
Carbenoxolona 100 91+32 41+
EEtOH-Cd 62,5 110,3+ 26,9 28*
125 99 + 12,30 36**
250 68,50 + 16,80 55xx*
500 56,17 + 15,3 63***
Os resultados estao expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via ANOVA:
F = 36, seguido do teste de Dunnett: *p<0,05,** p < 0,01, ***p<0,001, comparado com o

(5,31) L
grupo controle negativo (solugéo tween 80 12%) (n= 6-7). ILU= Indice de Leséo Ulcerativa.

4.2.2 Inducdo da ulcera géstrica por etanol absoluto (MORIMOTO et al.,1991,
modificado)

Os resultados obtidos para a espécie C. duarteanum no modelo de inducao
de Ulcera por etanol (v.0.) em ratos demonstraram que o EEtOH-Cd (62,5, 125, 250
e 500 mg/Kg) e carbenoxolona (100mg/kg) inibiram significativamente as lesGes
ulcerativas em 51, 48, 61, 45 e 60%, respectivamente, quando comparados ao grupo
controle negativo. Estes resultados se encontram demonstrados na tabela 3 e figura
11.
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Tabela 3. Efeito da administracdo oral do EEtOH, da FaHex obtidos das partes aéreas de C.
duarteanum e carbenoxolona em Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibicéo (%)
(a)Tween 80 12% 213,0+71,88 .
Carbenoxolona 100 85,67 + 30,17 60***
EEtOH-Cd 62,5 103,8 + 39,63 B1**

125 111,6 + 45,91 48***
250 82,33+ 24,78 B1***
500 117 + 46,3 45%*

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibicéo (%)
(b)Tween 80 12% 346 £ 40,8 -
Carbenoxolona 100 193 + 42.8 A4xr*
FaHex-Cd 62,5 219 + 59 Q7rHk

125 193.6 + 18.4 44
250 7371+ 8.4 Tgrex
500 47.14 +13.5 86***

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de variancia de uma via
(ANOVA): Fs25 = 33 (n= 5-6) para o EEtOH e Fs33 = 38 (n=5-7) para a FaHex; (p<0,05),
seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo **p<0,01, ***p<0,001. ILU=

indice de Lesao Ulcerativa.

Figura 11 Estdbmagos de ratos pré-tratados v.o. com solugcdo tween 80 12 % (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), EEtOH-Cd (62,5 mg/kg) (C), EEtOH-Cd (125 mg/kg)
(D), EEtOH-Cd (250 mg/kg) (E), EEtOH-Cd (500 mg/kg) (F).
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Resultados semelhantes foram observados quando avaliado a FaHex-Cd
(62,5, 125, 250 ou 500 mg/kg) ou carbenoxolona (100 mg/kg), demonstrando uma
inibicdo significativa das lesBes ulcerativas em 37, 44, 79, 86 e 44%
respectivamente, quando comparado ao controle negativo (Tabela 3b e figura 12).

—

Figura 12 . Estdbmagos de ratos pré-tratados v.o. com solucdo tween 80 12 % (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), FaHex -Cd (62,5 mg/kg) (C), FaHex-Cd (125 mg/kg) (D),
FaHex -Cd (250 mg/kg) (E), FaHex -Cd (500 mg/kg) (F)

Portanto, esses resultados sugerem gque tanto o EEtOH-Cd quanto a FaHex-
Cd, apresentaram atividade gastroprotetora, frente as lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto.

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, foi realizada uma
comparacao estatistica entre as diferentes doses dos grupos tratados com EEtOH-
Cd ou FaHex-Cd, utilizando o teste de Tukey, 0 que permitiu escolher a dose mais
efetiva do EEtOH-Cd (250 mg/kg) e da FaHex-Cd (250 mg/kg) em inibir as
ulceracbes gastricas. Essas doses foram selecionadas para os experimentos de
avaliacdo dos parametros bioquimicos e modelos de elucidacdo dos mecanismos de

acao.
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4.2.3 Inducdo da Ulcera géstrica por estresse (imobilizacdo e frio) (LEVINE et al.,
1971, com modificacdes)

No modelo de inducdo aguda de Ulcera géastrica induzida pelo estresse por
imobilizacdo e frio em camundongos, os resultados obtidos demonstraram que o
EEtOH-Cd e a cimetidina (100 mg/kg) inibiram significativamente as lesfes
ulcerativas em 44, 54, 69 e 50% (doses de 125, 250, 500 mg/Kg para o EEtOH e
cimetidina, respectivamente) quando comparados ao grupo controle negativo
(Tabela 4a). Resultado semelhante ocorreu para FaHex-Cd, nas doses de 62,5, 125,
250, 500 mg/Kg em que foi observada uma reducdo significativa das lesdes
ulcerativas em 55, 56, 69, 79 e 24%, para as doses avalidadas e cimetidina,
respectivamente (Tabela 4b). Esses resultados sugerem que as amostras vegetais
obtidas de C. duarteanum, protegem a mucosa gastrica dos camundongos das

injurias relacionadas ao estresse.

Tabela 4. Efeitos da administragcédo oral do EEtOH, da FaHex obtidos das partes aéreas de
C. duarteanum e da cimetidina nas lesdes gastricas induzidas por estresse por imobilizacao
e frio em camundongos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibic&o (%)
(a)Tween 80 12% 199,7+24,11 -
Cimetidina 100 99,6+18,62 50***
EEtOH- Cd 62,5 167,0+44,07 16

125 111,2+22,46 QAhF**
250 92,5+25,03 54xxx
500 62,67+18,46 69***

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibic&o (%)
(b)Tween 80 12% 226,8+41,38 -
Cimetidina 100 172,6+22,93 24**
FaHex-Cd 62,5 103,3+6,7 55xx*

125 99,17+19,7 56***
250 70,318,6 B69***
500 48,0+12,4 79xxx

Os resultados estdo expressos como meédia + d.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA): Fiag = 34 (n=5-6) para o EEtOH e Fiag = 34 (n=5-7) para a FaHex;
(p<0,05),seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo **p<0,01, ***p<0,001.
ILU= indice de Les&o Ulcerativa.
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424 Inducdo da Uulcera gastrica por Antiinflamatério-n&o-esteroidal

(Piroxicam) (PUSCAS et al., 1997, com modificagbes)

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, foi possivel observar que
0o EEtOH-Cd nas doses de 125, 250 e 500 mg/Kg e a cimetidina (100 mg/kg)
reduziram significativamente o indice de lesdo ulcerativa em 30, 42, 49 e 54 %,
respectivamente, quando comparadas com o controle negativo (Tabela 5a).
Comportamento também observado para a avaliagdo da FaHex-Cd (250 e 500
mg/Kg) e da cimetidina (100 mg/kg), v.o, em 43, 52 e 32 %, respectivamente,
guando comparadas ao seu respectivo controle negativo (Tabela 5b), o que sugere

um efeito gastroprotetor dos mesmos, ho modelo de indugéo de Ulcera avaliado.

Tabela 5. Efeito da administracdo oral do EEtOH, da FaHex obtido das folhas de C.
duarteanum e da cimetidina em Ulceras gastricas induzidas por antiinflamatério néo
esteroidal (piroxicam 30 mg/kg) em camundongos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibicdo (%)
(2)Tween 80 12% 72,3+21,61 -
Cimetidina 100 33,315,04 B4xxx
EEtOH-Cd 62,5 71,33+10,0 1,3

125 50,6+11,8 30*
250 41,86+10,0 42xxx
500 37+11,12 4Orxx

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibicdo (%)
(b)Tween 80 12% 116,5+6,03 -
Cimetidina 100 79,4117 32*
EEtOH-Cd 62,5 109,4+19 6

125 102,2+22,7 12
250 66+14 43rrx
500 56+25 52%x*

ANOVA Fia3) = 38 para o EEtOH (n=6-7) e Fiag = 33 para a FaHex (n= 5-6);
(p<0,05),seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo *p<0,05, ***p<0,001.

ILU= indice de Les&o Ulcerativa
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4.2.5 Inducédo da ulcera géstrica por contensdo do suco géastrico (SHAY et al.,
1945, com modificacdes)

Os resultados obtidos para as amostras vegetais de C. duarteanum frente a
contensdo da secrecao gastrica utilizando o modelo de ligadura de piloro em ratos
demonstraram que o EEtOH-Cd (250 mg/kg) e a cimetidina (100 mg/kg),
administradas por via oral, inibiram, significativamente, em 66 % e 25 o indice de
lesbes ulcerativas, respectivamente. Resultado semelhante também foi observado
para a FaHex-Cd (250 mg/kg) e o cimetidina (100 mg/kg) que reduziu o ILU em 41 e

23 % quando comparados aos respectivos controle negativo (Tabela 6).

Tabela 6. Efeitos da administracdo oral do EEtOH, da FaHex obtidos das folhas de C.
duarteanum e da cimetidina nas lesdes gastricas induzidas induzidas por contensdo da
secrec¢ao gastrica pela ligadura de piloro em ratos.

Dose Inibicdo
Tratamento ILU
(mg/Kg) (%)
(a)Tween 80 12% 189,6 + 21,59 -
Cimetidina 100 142,5 + 512,14 25%**
- * %%
EEtOH-Cd 250 64,71 + 8,056 66
Dose Inibicdo
Tratamento ILU
(mg/Kg) (%)
(b)Tween 80 12% 268,6 + 38,14 -
Cimetidina 100 207,8 £ 22,07 23*
FaHex-Cd 250 158,7 + 37,85 4 F**

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA): F(;15 = 17 para o EEtOH (n=5-7) e F(;14 = 16 para a FaHex (n=5-6); (p<0,05),
seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo *p<0,05, ***p<0,001. ILU=
Indice de Lesé&o Ulcerativa

Em se tratando dos resultados obtidos para as amostras de C. duarteanum
administradas por via intraduodenal, o EEtOH-Cd (250 mg/kg) e a cimetidina (100
mg/kg), inibiram em 39 e 32 % o indice de lesGes ulcerativas, respectivamente,
condicdo esta também observada para a FaHex-Cd (250 mg/kg) e o respectivo
controle positivo que reduziram o ILU em 45 e 27 % quando comparado ao controle

negativo (Tabela 7).
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Tabela 7. Efeitos da administracéo intraduodenal do EEtOH, da FaHex e da cimetidina, nas
lesBes gastricas induzidas induzidas por contensdo da secrecéo gastrica pela ligadura de
piloro em ratos

Dose Inibicao
Tratamento ILU
(mg/Kg) (%)
(&)Tween 80 12% 213,8 + 18,28 -
Cimetidina 100 146,1 + 24,63 32%x*
- *kk
EEtOH-Cd 250 131,0 £ 23,22 39
Dose Inibicao
Tratamento ILU
(mg/Kg) (%)
(b)Tween 80 12% 179,6 + 17,03 -
Cimetidina 100 130,7 + 13,31 27***
FaHex-Cd 205 99,14 + 11,88 45¥x%

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA): F(216) = 18 para o EEtOH (n = 6-7) e Fp15 = 20 para a FaHex (n=7); (p<0,05),
seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle negativo, ***p<0,001. ILU= indice de
Leséo Ulcerativa.

Os dados sugerem que as amostras vegetais protegem a mucosa gastrica

das les@es induzidas por contensdo do suco gastrico.

4.2.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco géstrico apés ligadura do
piloro v. 0. (SHAY et al., 1945, com modificacdes)

No modelo de ligadura de piloro, também foram avaliados parametros
bioquimicos do conteido estomacal dos ratos, como: pH, concentracio de jons H" e
o volume do suco gastrico, apds a administracdo oral da solucédo tween 80 12%,
cimetidina (100 mg/kg), EEtOH-Cd (250 mg/kg) e FaHex-Cd (250 mg/kg) em ratos.

Os dados obtidos mostraram que o EEtOH-Cd e a FaHex-Cd, nas doses
avaliadas, ndo promoveram alteraces nos parametros bioquimicos observados,
porém nos grupos dos animais nos quais foram administrados cimetidina, ocorreram
alteracOes significativas no pH, volume gastrico e na concentracdo de acido total,

guando comparados aos seus respectivos controles negativos (Tabela 8).
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Tabela 8. Efeito da administracdo oral do EEtOH, da FaHex obtidos de C. duarteanum e
cimetidina sobre os parametros bioquimicos do suco gastrico apés a ligadura de piloro em
ratos

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h)  Volume gastrico (g)
Tween 80 12% 3,1+0,2 12,4+ 3,82 1,66+04
Cimetidina (100 mg/kQg) 6,54 £ 0,89*** 4.8+ 1,72* 0,62 £ 0,26***
EEtOH-Cd (250 mg/kg) 3,46+ 0,36 12,2 +3,.2 1,28 + 0,33
Tween 80 12% 3,28+£0,24 143+ 2,8 1,19+ 0,4
Cimetidina (100 mg/kg) 6,77 + 0,41% 6,6 + 2,3%** 0,62 + 0,22*
FaHex-Cd (250 mg/kg) 3,1+0,.21 15,07 + 1,9 1,28 +0,3

Os resultados estéo expressos como meédia * d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F, 16 =
18 (EEtOH) / F(zy 17) = 19 (FaHeX) para pH, F(zy 16) = 18 (EEtOH)/ F(zy 17) = 19 (EEtOH) para [H+], F (2.16) =
18 (EEtOH) / F(;, 15y = 17 (EEtOH) para volume gastrico, seguido do teste de Dunnett *p<0,05,
**p<0,01, ***p<0,001, (n=5-7).

Os resultados apresentados sugerem que o efeito gastroprotetor exercido

pelo EEtOH e a FaHex nao esté relacionado a reducéo da secrecao acida gastrica.

4.2.7 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco géastrico apés ligadura do
piloroi.d

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos do conteudo estomacal dos ratos,
como volume do suco gastrico, pH e concentragdo de H*, ap6s a administragéo
intraduodenal da solugéo tween 80 12% (controle negativo), cimetidina (100 mg/Kg),
EEtOH (250 mg/Kg) ou FaHex (250 mg/Kg) obtidos das folhas de Combretum
duarteanum, n&o foram observadas alteracOes significativas dos parametros
avaliados. Nos grupos dos animais que receberam cimetidina (100 mg/kg) ocorreu
alteracOes dos parametros avaliados (Tabela 9). Esses resultados sugerem que a
acao gastroprotetora do EEtOH e da FaHex da espécie em estudo ndo esta

relacionada a reducéo da secrecdo acida gastrica.
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Tabela 9. Efeito da administracao intraduodenal do EEtOH, da FaHex obtidos das partes de
C. duarteanum e cimetidina sobre os parametros bioquimicos do suco gastrico apds a
ligadura de piloro em ratos

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h)  Volume géstrico (g)
Tween 80 12 % 3,67 £ 0,50 12,5+ 2,54 0,62 £0,19
Cimetidina (100 mg/kQg) 4,48 + 0,70* 8,44 £ 2,50* 0,52+0,18
EEtOH-Cd (250 mg/kg) 3,50 + 0,2 13,76 + 2,29 0,59 + 0,12
Tween 80 12 % 2,79 +0,29 13,42 + 1,80 0,92 + 0,27
Cimetidina (100 mg/kQg) 3,4 £ 0,23%** 9,29 £ 1,29*** 0,60 = 0,18~
FaHex-Cd (250 mg/kg) 2,70+ 0,21 14,90 + 0,91 0,88+ 0,19

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA) F(g’ 16) = 18 (EEtOH)/ F(zy 18) = 20 (FaHeX) para pH, F(2, 15) = 17 (EEtOH)/ F(zy 18) = 20
(FaHex) para [H']; F (214) = 16 (EEtOH) / F(, 16)= 18 (FaHex) para volume gastrico, seguido do
teste de Dunnett *p<0,05, ***p<0,001. (n = 6-7)

4.3 Avaliacdo dos Mecanismos de Acdo Envolvidos na Atividade
Gastroprotetora de Combretum duarteanum Cambess

Na perspectiva de elucidacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na
atividade gastroprotetora de EEtOH e FaHex obtidos de Combretum duarteanum
foram avaliadas a participacdo do muco aderido a mucosa, dos grupamentos

sulfidrilas e do 6xido nitrico.

4.3.1 Determinacdo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica
(RAFFATULLAH et al., 1990, modificado)

Os resultados obtidos no modelo que investiga a participagdo do muco na
gastroprotecdo induzida pela FaHex-Cd e carbenoxolona mostraram que ndo houve
alteracdo significativa na concentracdo de muco, induzida pela amostra vegetal,
qgquando comparada ao controle negativo, ao passo que a carbenoxolona (200
mg/kg), conforme esperado, aumentou 0s niveis do muco quando comparado ao

grupo tween 80 12% (Graéfico 1).
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Grafico 1. Efeito da administragdo oral da FaHex-Cd e carbenoxolona na producdo de
muco. Os resultados estdo expressos como média + d.p. Analise de variancia de uma via
(ANOVA) (p<0,05), seguido do teste de Dunnett **p<0,01, (n=7-8).

O resultado sugere que o efeito gastroprotetor da FaHex-Cd nao esta

relacionado ao aumento da concentracdo de muco aderido a mucosa gastrica.

4.3.2 Avaliacdo da participacdo do oOxido nitrico (NO) na gastroprotecao
(SIKIRIC et al., 1997)

Os dados obtidos no modelo que investiga a participacdo de NO na protecéo
induzida por EEtOH-Cd (250 mg/kg) e FaHex-Cd (250 mg/kg), mostram que nos
ratos dos grupos previamente tratados com solucdo tween 80 12 % e depois
tratados com EEtOH ou carbenoxolona, ocorreu uma inibigéo significativa do ILU em
67 % e 50 %, respectivamente. Entretanto, quando foram avaliados os grupos pré-
tratados com o L-NAME (blogueador da sintase de oxido nitrico) e posteriormente
tratados com EEtOH ou carbenoxolona foi observada uma exacerbacao do ILU com
inibicdo de apenas 44 e 37 %, respectivamente, quando comparados ao seu
controle negativo (Grafico 2 e Figura 13). Os resultados obtidos sugerem que o NO

participa do efeito gastroprotetor promovido pelo EEtOH nas condi¢bes avaliadas.
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A’?

Figura 13. Estbmagos de ratos ulcerados e tratados com tween/tween (A)
tween/carbenoxolona (B), tween/EEtOH (C), tween/FaHex (D), L-NAME/tween (E), L-
NAME/carbenoxolona (F), L-NAME/EEtOH (G), L-NAME/FaHex (H).

5001 . p<0,001
) ; p<07001- N I Tween 80 - 12%
—~ 4004 p<0,001 . 3 Carbenoxolona 100 mg/Kg
_g— B EEtOH Cd - 250 mg/kg
H 3004 37% 44% @@ Tween 80 - 12% + L-NAME
b +++ = 3 carbenoxolona 100mg/Kg+L-NAME
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Tratamentos

Grafico 2. Efeito da administracdo oral do EEtOH obtidos das partes aéreas de C.
duarteanum e da carbenoxolona em Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos pré-
tratados com L-NAME. Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de
variancia de uma via (ANOVA): F,17)= 19/ F(2,14) = 16 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett
*** n<0,001 comparando-se ao grupo solucdo tween 80 a 12% + solugéo tween 80 12%; +++
p<0,001 comparando-se ao grupo L-NAME + solucdo tween 80 a 12%; teste de Tukey,
comparando o0s grupos que receberam o mesmo tratamento p<0,001. (n = 6-7)

Quando se avaliou os grupos previamente tratados com solucdo tween 80

12 % e depois tratados com FaHex ou carbenoxolona, foi observado que ocorreu
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uma inibicdo significativa do ILU em 61 e 40 %, respectivamente. Entretanto, quando
foram avaliados os grupos pré-tratados com o L-NAME (bloqueador da sintase de
oxido nitrico) e posteriormente tratados com FaHex ou carbenoxolona ocorreu uma
exacerbacdo do ILU com inibicdo de 36 e 34 % respectivamente, quando
comparados ao seu controle negativo. Portanto, de acordo com os resultados
obtidos, pode-se sugerir que existe a participacdo do NO no efeito gastroprotetor

promovido pela fase hexanica da amostra vegetal (Grafico 3 e figura 13).
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Grafico 3. Efeito da administracdo oral da FaHex obtidos das partes aéreas de C.
duarteanum e carbenoxolona em ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos pré-
tratados com L-NAME. Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de
variancia de uma via (ANOVA): F17)= 19/ F(2.14)= 16 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett
*** p<0,001 comparando-se ao grupo solucéo tween 80 a 12% + solucdo tween 80 12%; ++
p<0,01 comparando-se ao grupo L-NAME + solugédo tween 80 a 12%; teste de Tukey-
Kramer, comparando 0s grupos que receberam o mesmo tratamento p<0,001. (n=6-7)

4.3.3 Avaliagdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) na
gastroprotecdo (MATSUDA,; LI; YOSHIKAWA, 1999)

Ao analisar os dados obtidos no modelo que avalia o envolvimento dos
grupamentos sulfidrilas no efeito gastroprotetor do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd, foi
observado que nos grupos de animais previamente tratados com solucao tween 80
12 % e depois tratados com EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou carbenoxolona (200 mg/kg),
ocorreu uma inibicdo significativa do ILU em 67 % e 47 %, respectivamente.
Entretanto, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com o NEM (bloqueador

de grupamentos sulfidrilas) e tratados com EEtOH-Cd ou carbenoxolona, foi
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observado uma exacerbacao do ILU com 39 e 46 % de inibicdo quando comparados

ao seu controle negativo (Gréfico 4 e figura 14).

Figura 14. Estbmagos de ratos ulcerados e tratados com tween/tween (A)
tween/carbenoxolona (B), tween/EEtOH (C), tween/FaHex (D), NEM/tween (E),
NEM/carbenoxolona (F), NEM/EEtOH (G), NEM/FaHex (H).
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Grafico 4. Efeito da administracdo oral do EEtOH obtido das folhas de C. duarteanum e da
carbenoxolona em Ulceras géstricas induzidas por etanol em ratos pré-tratados com NEM.
Resultados expressos como média + desvio padréo (n=6-7). ANOVA: F 15 = 17/ Fp16) = 18
(p<0,05), seguido do teste de Dunnett *** p<0,01 comparando-se ao grupo tween 80 12% +
tween 80 12%; +++ p< 0,001 comparando-se ao grupo NEM + tween 80 12%; teste de
Tukey-Kramer, comparando os grupos que receberam o mesmo tratamento p< 0,001. (n=6-

7).

Resultados semelhantes foram observados nos grupos de animais

previamente tratados com solugéo tween 80 12 % e depois tratados com FaHex ou
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carbenoxolona, onde ocorreu uma inibicao significativa do ILU em 46 e 37 %,
respectivamente. Porém, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com o
NEM (blogueador de grupamentos sulfidrila) e que receberam o mesmo tratamento
do grupo anterior, foi observada uma exacerbacao do ILU para 40 e 37 % de inibicédo
quando comparados também ao seu controle negativo (Gréafico 5 e Figura 14).

Os resultados obtidos na realizagdo deste protocolo experimental
demonstraram que a via dos grupamentos sulfidrila estd envolvida no efeito

gastroprotetor promovido por C. duarteanum.
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Grafico 5. Efeito da administragcéo oral da FaHex obtido das folhas de C. duarteanum e da
carbenoxolona em Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos pré-tratados com NEM
Resultados expressos como média + desvio padréo (n = 6). ANOVA: F15 = 17/ F2,16) = 18
seguido do teste de Dunnett *p<0,1, ** p<0,01 comparando-se ao grupo tween 80 12% +
tween 80 12%; ++p<0,01, +++ p< 0,001 comparando-se ao grupo NEM + tween 80 12%;
teste de Tukey, comparando 0s grupos que receberam o mesmo tratamento p< 0,001

4.4 Avaliacdo da Atividade Cicatrizante de Combretum duarteanum Cambess

Com a finalidade de avaliar o processo de cicatrizacdo produzido pelas
amostras vegetais obtidas de C. duarteanum foi determinada a area de leséo
ulcerativa (ALU) e como parametros adicionais foi avaliada a toxicidade do EEtOH e

da FaHex por doses repetidas durante 14 dias no modelo de acido acético.
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4.4.1 Ulcera gastricainduzida por acido acético (OKABE; AMAGASE, 2005, com
modificacdes)

No modelo de indugdo de Ulcera géastrica por acido acético, foi observado
reducdo na area da lesao ulcerativa em 38, 48 e 60,5 %, ap0Os tratamento de 14 dias
com EEtOH-Cd (250 mg/Kg, v.0), FaHex-Cd (250 mg/kg, v.0.) e cimetidina (100
mg/kg, v.0.), respectivamente (Grafico 6). O grupo Sham, constituido por animais em
que a Ulcera nao foi induzida, ndo apresentou lesdo, como esperado. De acordo com
esses resultados tanto o extrato etandlico bruto como a fase hexanica apresentaram

atividade cicatrizante da Ulcera gastrica induzida pelo acido acético.

501
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)
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10-

100 %
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Grafico 6. Efeito cicatrizante do EEtOH e da FaHex obtidos de Combretum duarteanum no
modelo de Ulcera gastrica induzida por acido acético em ratos. Os dados estdo expressos
como média = d.p. (n=6-11). ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey. Tween 80 12
% vs EEtOH e FaHex *** p<0,001. Os numeros percentuais indicam a porcentagem de
protecdo em relacdo ao grupo tween.

4.4.1.1 Avaliagdo da toxicidade do EEtOH e da FaHex Combretum duarteanum
por doses repetidas durante 14 dias no modelo de acido acético

4.4.1.1.1 Avaliacdo do consumo de agua e ragéao

Complementando a avaliagcdo da atividade cicatrizante, foi realizado o
acompanhamento do consumo diario de agua e racdo dos animais testados e
observou-se um aumento significativo na ingesta de agua e racdo pelos ratos
tratados com EEtOH-Cd (250 mg/kg, v.0.), quando comparado ao controle negativo.
Essa alteracdo néo foi constatada para os grupos tratados com a FaHex-Cd (Tabela
10).
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Tabela 10. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de Combretum
duarteanum durante 14 dias sobre o consumo de agua e racdo dos ratos no modelo de
Ulcera induzida por acido acético

Tratamento Dose Consumo de agua (mL) Consumo de ragéo (g)
Sham - 31,30+ 2,53 25,64 + 2,37
Tween 80 12 % 10 mL/kg 33,60+ 2,30 22,93+ 2,75
Cimetidina 100 mg/kg 32,28+ 3,71 23,80 + 5,03
EEtOH-Cd 250 mg/kg 39,69 + 2,15%** 27,52 + 3,78**
FaHex-Cd 250 mg/kg 31,63 +2,23 22,89 + 3,00

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 6-11). ANOVA de uma via, seguido do
teste de Dunnett, **p<0,01, ***p<0,001 comparados ao tween 80 12 %.

4.4.1.1.2 Avaliacdo ponderal

Além dos resultados acima descritos, foi avaliada a toxicidade produzida por
doses repetidas do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd (250 mg/kg, v.0.) durante 14 dias de
tratamento. Com isso foi observado que as amostras vegetais ndo promoveram
alteracdes significativas no peso corporal dos ratos, quando comparados ao controle

negativo (Tabela 11).

Tabela 11. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de Combretum
duarteanum durante 14 dias sobre o peso dos ratos no modelo de Ulcera induzida por acido
aceético

Tratamento Peso inicial (9) Peso final (9) Aumento (%)
Sham 245,7 + 20,14 298,2 + 17,60 17,58 + 5,21
Tween 80 12 % 204,6 £ 21,3 255.7 + 15,65 19,95 + 7.36
Cimetidina 223,3+14,41 276,7 + 25,15 19,03 + 4,55
EEtOH-Cd 221,3+ 14,17 278,3+ 17,65 25,79 + 3,13
FaHex-Cd 203,6 £ 25,31 257,7 £ 22,31 27,25+ 5,21

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 5-11). Analise de Variancia de uma via
ANOVA, seguido do teste de Dunnett, p<0,05 comparados ao tween 80 12 %.

4.4.1.1.3 Avaliacdo do peso dos 0rgaos

O tratamento durante 14 dias com o EEtOH-Cd ou FaHex-Cd (250 mg/kg, v.0.)
também ndo promoveu alteracdo significativa no peso dos Orgdos dos ratos
ulcerados com &cido acético, em comparagdo ao grupo controle negativo (Tabela
12).
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Tabela 12. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de Combretum
duarteanum durante 14 dias sobre o peso dos 6rgaos dos ratos no modelo de Ulcera
induzida por acido acético

Orgéos Sham Tween 8012 % Cimetidina EEtOH FaHex
(100 mg/kg) (250 mg/kg) (250 mg/kQg)

Coracéao 3,40+ 0,72 3,85+0,12 3,72+0,24 3,99 + 0,44 3,90+ 0,36
Figado 11,00 £ 0,74 10,89+ 0,74 11,36 + 0,43 10,89+0,66 10,61+ 0,66
Rins 5,09+0,13 5,34 +0,17 531+0,23 5,14 +0,16 5,39+0,26
Baco 2,78+ 0,36 3,06 + 0,31 2,80 +0,17 2,80+0,13 2,95+0,44
Pulméo 4,33+0,72 4,95+ 0,64 4,70 + 0,45 4,26 + 0,20 512+0,71

Dados da razdo do peso dos 6rgaos dividido pelo peso corpéreo e transformado em
arcoseno. Os dados estdo expressos como média + d.p. (n = 6-11). Andlise de Variancia de
uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, p>0,05 comparados ao tween 80 12 %.

4.4.1.1.4 Avaliacdo dos parametros bioquimicos

Em relagcdo a andlise dos parametros bioquimicos avaliados, nenhuma
alteracdo foi observada quando EEtOH-Cd e FaHex-Cd foram comparados ao

controle negativo (Tabela 13).

4.4.1.1.5 Avaliacdo dos parametros hematolégicos

Com relacdo aos parametros hematolégicos, nenhuma alteragdo foi
observada quando EEtOH-Cd e FaHex-Cd foram comparados ao controle negativo
(Tabela 14).
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Tabela 13. Efeito da administracéo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de C. duarteanum durante 14 dias sobre os parametros bioquimicos em

ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético

Parametros Tratamentos

Bioquimicos Sham Tween 80 12% Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (250 mg/kg) FaHex (250 mg/kQg)
Glicose (mg/dL) 198,3 + 36,70 133,5 + 34,46 208,9 + 51,01** 169,4 £ 22,71 139,3 + 25,02
Triglicerideos
(mg/dL) 93,00 + 22,49 99,80 + 17,64 93,29 + 16,03 91,20 + 14,17 88,67 + 7,53
Colesterol (mg/dL) 58,09 + 12,10 68,43 + 11,84 62,71 + 13,82 66,14 + 5,67 67,78 £ 11,77
Uréia (mg/dL) 46,36 + 8,33 42,57 £ 5,97 40,11 + 5,86 38,67 £ 6,12 41,11+ 7,52
Creatinina (mg/dL) 0,54 £ 0,09 0,51 £ 0,07 0,51 £ 0,061 0,50 + 0,06 0,51+0,12
Acido urico (mg/dL) 0,37+0,13 0,52 + 0,08 0,51+0,12 0,52 + 0,15 0,44 + 0,12
AST (U/l) 78,67 + 10,46 124,0 + 37,38 106,1 + 19,42 92,00 + 17,93 113,9 £ 20,72
ALT (U 40,45 £ 9,29 49,00 £ 6,16 45,44 + 12,76 40,14 + 8,24 40,57 + 3,26

Os valores estao expressos como média + d.p. (n = 5-11). Analise de Varidncia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, p<0,05
comparados a solucéo tween 80 12 %.
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Tabela 14. Efeito da administragéo oral do EEtOH e da FACOEt obtidos de C.duarteanum durante 14 dias sobre os parametros hematologicos
em ratos no modelo de Ulcera induzida por &cido acético

Parametros Tratamentos
Hematolégicos Sham Tween 80 12 %  Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (500 mg/kg) FaHex (250 mg/kg)
Hemacias (10°/mm?) 7,74+ 0,33 7,50 + 0,39 7,42 +0,31 7,56 + 0,35 7,45+ 0,53
Hemoglobina (g/dL) 14,50 £ 0,57 13,91 £ 0,66 14,10 £ 0,57 14,08 £ 0,50 13,87 £ 0,52
Hematocrito (%) 43,11 + 2,25 41,53+ 2,17 42,08 + 2,11 41,69 + 1,56 40,81 + 2,05
VCM (us) 55,66 + 1,79 55,43 + 2,20 56,71+ 1,28 55,20 + 1,66 54,86 + 2,94
HCM (ug) 18,75+ 0,45 18,60 £ 0,74 19,03 £ 0,37 18,57 £ 0,43 18,68 £ 0,92
CHCM (%) 33,70 £ 0,57 33,54 +£ 0,29 33,49 £ 0,69 33,66 + 0,77 34,04 + 0,55
Leucocitos (103/mm3) 8,47 +1,51 9,68+ 1,51 10,48 + 1,53 9,22+0,94 8,61+ 1,10
Neutrofilo (%) 21,00 £ 5,10 31,00 £ 5,35 23,88 + 4,82* 26,67 + 1,97 27,86 + 6,62
Eosinoéfilo (%) 1,00 £ 0,00 1,86 £ 0,90 1,33+0,50 1,43 £ 0,53 1,00 = 0.00
Linfécitos (%) 73,36 £ 5,33 61,86 + 6,41 70,56 + 6,00 66,43 + 4,03 69,56 + 9,71

Os valores estédo expressos como média + d.p. (n = 5-11). Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, p<0,05

comparados a solucao tween 80 12 %.
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5 DISCUSSAO

A reducgdo na producgdo de acido géastrico assim como o estimulo dos fatores
protetores da mucosa gastrica sdo 0s principais alvos da terapia da Ulcera péptica
(VYAWAHARE et al., 2009). Atualmente existem varios medicamentos sintéticos
disponiveis no mercado para o tratamento da Ulcera (BHATTACHARYA et al., 2007).
Porém, apesar da eficacia clinica, seus possiveis efeitos colaterais, interacdes
medicamentosas e o0s altos indices de reincidéncia representam um grande
obstaculo na terapéutica (MILLER; FARAGHER, 1986.; VYAWAHARE et al., 2009 ).
Sendo ainda importante destacar que a introducdo de novos medicamentos para o
tratamento da Ulcera exige um alto custo financeiro (VYAWAHARE et al., 2009).

Por estes motivos, nos ultimos anos tem crescido o interesse por novas
alternativas terapéuticas. As plantas medicinais estdo entre as mais atrativas fontes
de novos medicamentos, mostrando resultados promissores para o tratamento de
Ulcera gastrica (VYAWAHARE, 2009). Muitos estudos comprovam os efeitos
gastroprotetores de extratos e outros derivados vegetais de varias espécies de
plantas medicinais (BORRELLI, 1ZZ0O, 2000; VYAWAHARE, 2009).

Quais extratos sao realmente ativos, como e quando podem ser prescritos e
como devem ser preparados sao questdes que misturam o conhecimento popular ao
cientifico e que devem ser respondidas por comprovacdes cientificas e da ampliacao
dos estudos das plantas brasileiras (MACIEL et al, 2002).

Diante dessas consideragdes, o0 presente trabalho foi realizado com o intuito
de investigar a toxicidade e validar o uso popular de C. duarteanum frente a
atividade gastroprotetora e cicatrizante, avaliando assim o efeito do EEtOH e da
FaHex obtidos das folhas desta espécie, em modelos de inducdo aguda de Ulceras
tendo como agentes lesivos o HCl/etanol, etanol absoluto, AINEs (piroxicam),
estresse por imobilizacao e frio e contensdo do suco gastrico, modelos estes que
mimetizam as principais causas de ulcera no homem, além de investigar os
mecanismos envolvidos na agao gastroprotetora e avaliar o processo de cicatrizagao
da ulcera induzida por acido aceético.

Procedimentos clinicos com plantas medicinais tém sido largamente utilizados
desde os primoérdios da histéria humana, muitas vezes sem restricbes e de forma
indiscriminada (VENDRUSCOLO et al., 2005). No entanto, o uso popular, e mesmo

o tradicional, ndo séo suficientes para validar eticamente as plantas medicinais como
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medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA.; NASCIMENTO, 2006; AGRA et al.,
2007; 2008). E fundamental o estabelecimento da seguranca, eficacia e garantia da
qualidade destas preparacdes, pois seu uso inadequado, sem o conhecimento
toxicolégico necessario, pode originar efeitos adversos retardados e/ou
assintomaticos (VENDRUSCOLO et al., 2005).

Os estudos toxicolégicos tém entre muitas finalidades contestar a idéia
errbnea de que produtos fitoterapicos, por serem naturais, sdo isentos de efeitos
toxicos ou adversos, e que 0 uso popular de plantas medicinais € suficiente para
validar a eficacia destes medicamentos (LAPA, 1999; LAPA, 2001; CRAVEIRO et
al., 2008; MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008).

A toxicidade aguda é utilizada para avaliar as substancias de acordo com o
seu potencial de letalidade ou sinais toxicos como estabelecido pela legislacao
vigente em cada pais (MARIZE, 2006), podendo também ser determinadas as
espécies animais mais susceptiveis a acao da substancia avaliada, identificar 6rgaos
alvos e selecionar doses para estudos posteriores (CHAN; HAYES, 1994). Nesta
perspectiva foi realizado o ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo com EEtOH-Cd.

O estudo foi iniciado com a realizacdo da triagem farmacoldgica
comportamental utilizando a metodologia preconizada por Almeida et al (1999), com
objetivo de indentificar as possiveis alteracdes em nivel do SNC e SNA produzidas
pelo EEtOH na dose de 2000 mg/kg (OECD, 2001). Portanto, foi observado que o
EEtOH-Cd na dose unica de 2000 mg/kg (v.0.) ndo provocou nenhuma alteracéo
comportamental dentro dos parametros avaliados.

Em adicdo aos parametros anteriormente avaliados, foi analisado se houve
variacdo do peso corporal, ja que € um parametro considerado indicador de efeitos
adversos, ou seja, 0s animais que sobrevivem ndo podem perder mais que 10 % do
peso inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002). O EEtOH-Cd (2000 mg/Kg v.0.)
nao alterou siginificativamente o peso dos animais tratados em relagcdo aos
respectivos grupos controles aos quais foram comparados (Tween 80 12 %),
estando a variagdo dentro dos limites estabelecidos pela literatura.

Ainda na avaliacdo da toxicidade aguda, quando investigado o consumo de
agua dos animais, néo foi verificada nenhuma alteracao significativa na ingesta de
agua, tanto no grupo dos machos quanto no das fémeas, porém, com relacdo ao
consumo de racao foi detectada alteragGes significativas para os machos, fato néo

ocorrido no grupo das fémeas. Entretanto, apesar do consumo alimentar ser um
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parametro importante no estudo da seguranca de um produto com finalidade
terapéutica (IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003), esse resultado ndo é suficiente para
inferir toxicidade a amostra vegetal estudada, nas condi¢cdes avaliadas.

Conforme preconizado por Dallegrave (2003) alteracbes na massa relativa
dos érgaos relacionam-se diretamente com toxicidade. Assim, para investigar essa
teoria foi avaliado no final do ensaio toxicoldgico agudo se o EEtOH promoveu
alteracdes significativas no peso dos 6rgdos. Dessa forma, foi observado que o
EEtOH ndo promoveu alteracdo significativa e nem alteracdo macroscopica nos
mesmos quando comparado aos 6rgdos dos animais controles.

Por ndo ter ocorréncia de morte dos animais, ndo foi possivel determinar a
DLso. Foi possivel escolher com seguranca as doses do EEtOH e FaHex para
realizacdo da investigacdo da atividade gastroprotetora e cicatrizante. A escolha
dessas doses esta de acordo com o preconizado por Souza Brito (1994), que diz
que a dose utilizada para extratos brutos em triagens farmacoldgicas ndo devem
ultrapassar 1000 mg/kg.

Assim, para uma avaliacdo inicial da atividade do EEtOH-Cd, quanto ao seu
efeito gastroprotetor, foi realizada uma triagem farmacoldgica, utilizando como
agente lesivo da mucosa gastrica o etanol acidificado (HCl/etanol).

Segundo Mizui e Doteuchi (1983) a lesdo causada pelo HCl/etanol, confere
um efeito tépico direto na mucosa gastrica, causando transtornos na integridade da
mucosa, sendo um bom modelo para investigar produtos com possivel atividade
citoprotetora.

De acordo com Szabo (1987) ha pouco envolvimento do &cido gastrico na
formacdo da lesdo, a presenca do HCl apenas acelera o processo. Além disso, o
etanol induz a solubilizacdo dos componentes do muco no estbmago, com
concomitante diminuicdo do potencial transmucoso, aumentando o fluxo de Na* e K*
para o limen, reforcando simultaneamente a secrecdo de pepsina, perda de jons H*
e 0 conteudo de histamina no lumen, além disso, ocorre estresse oxidativo,
peroxidacdo lipidica e fragmentacdo do DNA (SZABO, 1987; GONZALES et al.,
2001).

Os resultados obtidos nesse protocolo experimental mostraram que o EEtOH-
Cd inibiu significativamente as lesdes gastricas produzidas pelo agente lesivo em

camundongo o que permitiu a continuidade do trabalho.
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Entende-se como defesa da mucosa a habilidade da mesma em resistir a
injurias produzidas por secrecfes enddgenas (acido, pepsina e bile) e a ingestao de
agentes irritantes (ex: alcool) (WALLACE, 2001). A formacao de Ulceras gastricas
por agentes necrozantes como o HCI e etanol estdo envolvidos com a diminui¢ao
dos mecanismos de protecédo (KINOSHITA et al., 1995).

O etanol em altas concentragfes danifica diretamente a mucosa gastrica
provocando gastrite aguda, levando a hiperemia, edema, hemorragia, Ulcera, dentre
outros danos (PAN et al., 2008) sendo, por isso, largamente utilizado para induzir
Ulcera géastrica em animais (SHEEBA; ASHA, 2006). A administragcdo intragastrica de
alcool absoluto em ratos, os quais foram mantidos em jejum por 24 horas, é capaz
de produzir lesdes hemorragicas lineares, edema na submucosa, friabilidade da
mucosa, recrutamento de células inflamatérias e a perda de células epiteliais do
estbmago (FRANKE; TEYSSEN; SINGER, 2005). Varios mecanismos estdo
envolvidos no processo patogénico da Ulcera induzida por etanol, dentre os quais
incluem-se a deplecdo de grupamentos sulfidrilicos ndo-protéicos, a modulacdo do
sistema do 6xido nitrico e a reducdo do fluxo sanguineo da mucosa gastrica (LA
CASA et al., 2000).

Nesta perspectiva foi avaliado se o EEtOH-Cd e FaHex-Cd protegem a
mucosa gastrica das lesdes induzidas pela administracdo oral de etanol absoluto.
Com base nos resultados foi observado que tanto o EEtOH-Cd quanto a FaHex-Cd
foram capazes de proteger significativamente a mucosa gastrica dos ratos,
sugerindo que tal efeito farmacoldgico pode estar ligado a varios fatores, dentre os
quais podemos citar estimulacdo dos sistemas antioxidantes, diminuicdo da
peroxidacao lipidica, aumento na producdo de oxido nitrico com restabelecimento
do fluxo sanguineo local, protecdo contra danos genéticos, aumento na producéo de
protaglandinas constitutivas assim como produ¢ao de muco e bicarbonato e melhora
na regeneracao das células epiteliais gastricas.

Com o dano ocasionado pelo etanol ao sistema antioxidante do organismo, 0s
radicais livres de oxigénio tendem a reagir com acidos graxos insaturados na
membrana da célula, afetando a fluidez e a permeabilidade da membrana celular
(BAGCHI et al.,1998; REPETTO et al., 2003). Além disso, a mucosa gastrica é rica
em grupamentos protéicos sulfidrilicos, que podem ser alvo de ROS. Grupos

sulfidrilas de proteinas oxidadas levam a desnaturacdo de proteinas ou inativacao
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de enzimas além de danos ao receptor ou modificagdo da membrana celular,
contribuindo para a lesdo na mucosa (LA CASA et al., 2000; BILICI et al., 2002).

Adicionado a estes fatores, ainda existe uma importante atuacdo do
metabdlito desse agente lesivo, o acetaldeido, resultante da oxidacao do etanol, que
também é responsavel por causar injuria ha mucosa gastrica, por apresentar efeitos
mutagénicos e carcinogénicos em culturas de células e em modelos animais
(VAKEVAINEN et al., 2000), além de formar complexo com a glutationa, diminuindo
0s niveis de antioxidante favorecendo a peroxidacéo lipidica (SALASPURO, 2003) .

O préximo passo desse trabalho foi investigar se as amostras vegetais, em
estudo eram capazes de promover protecdo gastrica frente as lesbes ulcerativas
agudas induzidas pelo estresse e AINE, pois nesses modelos estdo envolvidas a via
do nervo vago bem como fatores citoprotetores da mucosa.

UlceragOes causadas pelo estresse sao lesdes difusas na parede mucosa do
estbmago, ocorrendo algumas vezes no esbfago e intestino. Geralmente sao
ocasionadas por eventos estressantes a exemplo de queimaduras, choque, sepse,
cirurgia e trauma (JIA et al., 2007).

Entre os véarios modelos de estresse animal, o de imobilizacdo e frio tem
produzido resultados mais reprodutiveis e € clinicamente relevante, visto que
comumente é usado para induzir ulceracdo por estresse (SENAY; LEVINE, 1967;
SILENE, 1988; PARE, 1988, JIA et al., 2007 ). Nesse modelo a diminuicdo da
temperatura, ativa o sistema termogénico no cérebro, resultando na secrecdo do
hormoénio liberador da tireotrofina (TRH), que libera o hormoénio estimulante da
tiredide (TSH), via nervo vago, aumentando a secrecao acida (TANAKA et al., 2007).

Este modelo pode danificar o estbmago dos animais por interacao do sistema
neuro-imuno-enddocrino, que estimula o sistema nervoso  autbnhomo
(BANDYPADHYAY et al., 2001), ativa o eixo hipotalamico-pituitério-adrenocortical
(PRUETT, 2003; FILARETOVA, 2006) e estimula o sistema termogénico do cérebro
(TANAKA et al.,, 2007), resultando na modulagcdo do sistema imune e, por
consequéncia, na resposta inflamatéria (HAMAGUCHI et al., 2001; PRUETT, 2003;
ODASHIMA et al., 2005; TANAKA et al., 2007; FILARETOVA et al., 2007).

O TGI, em patrticular o estbmago, é sensivel a varios estimulos estressantes
(FILARETOVA, 2006) como hipovolemia, depressdo cardiaca, vasoconstricado
esplénica e principalmente diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico, que contribui
para isquemia da mucosa e retrodifusdo de acido (MENGUY; DESBAILLETS;
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MASTERS, 1974; KAMADA et al.,, 1982) que tem sido propostos como maior
fenbmeno patofisioldgico nas lesdes induzidas por estresse. A producdo de radicais
livres de oxigénio via sistema xantina oxidase, neutrofilos e peroxidacao lipidica
iniciada pelas espécies reativas de oxigénio tém sido investigadas para explicar os
mecanismos de formacdo das lesbes gastricas induzidas pelo estresse (JIANG et al.,
2005).

A Ulcera gastrica induzida pelo estresse pode ser mediada pela liberacdo do
fator de corticotrofina (CRF) (BHATIA; TANDON, 2005), corticosteroides (MAYER,
2000), prostaglandinas (DHARMANI et al., 2005), secrecao 4cida (HOOGERWERF,;
PASRICHA, 2006) e neurotransmissores (SAAD et al., 2001).

A hipersecrecao de catecolamina resulta na ativacdo do sistema simpéatico-
adrenomedular que contribui para isquemia da mucosa gastrica por produzir
vasoconstricdo esplanica. Entretanto, tanto a estimulacdo simpatica quanto a
parassimpatica do estbmago induz ao aumento da motilidade gastrica e contracédo
muscular, o que leva a vasoconstricdo e isquemia na mucosa gastrica. Além disso, a
hiperatividade do sistema simpatico também provoca constricdo direta dos
microvasos da submucosa géstrica, reduzindo o fluxo sanguineo para mucosa do
estbmago ocasionando a hipdxia e isquemia local (HASE; MOSS, 1973;
KITAGAWA; FUJIWARA; OSUMI, 1979; DAS et al., 1997).

Sob condi¢cBes de isquemia e hipdxia, espécies reativas de oxigénio (ROS)
como anion superoéxido, peroxido de hidrogénio e radicais hidroxil sdo rapida e
continuamente produzidos, resultando no estresse oxidativo, comprovadamente
responsavel pelo desenvolvimento e progressao de necrose epitelial e ulceracdo da
mucosa (DAS et al., 1997; SHIAN et al, 2000, YASUKAWA et al., 2004). Além disso,
esta condicdo isquémica € acompanhada por uma resposta aguda inflamatoria da
mucosa gastrica caracterizada pela acumulacao de células e de varios mediadores
inflamatoérios (LIU et al, 1998; HAMAGUCHI et al., 2001; NISHIDA et al., 1997;
OKAJIMA et al., 2000 )

O recrutamento e ativacdo de neutrofilos contribuem para o processo
fisiopatolégico ocorrido na mucosa gastrica (LIU et al, 1998; HAMAGUCHI et al.,
2001). A sintese e liberacdo de mediadores inflamatoérios, especialmente citocinas
pro-inflamatérias como TNF-a, IL-13, e IL-18, sdo importantes determinantes da
inflamacdo da mucosa seguida da lesdo gastrica ocasionada pelo estresse por
imobilizacéo e frio (NISHIDA et al., 1997; OKAJIMA et al., 2000; NISHIDA; OHTA;
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ISHIGURO, 1998; BREGONZIO et al., 2003; SEKIYAMA et al., 2005; SEINO et al.,
2007).

No modelo de inducdo de Ulcera por estresse (imobilizacéo e frio) o EEtOH e
a FaHex de C. duarteanum foram capazes de inibir o desenvolvimento das Ulceras.
Como no modelo de estresse hd um aumento na secrecdo de &cido, inibicdo da
secrecdo de muco e bicarbonato (pela estimulacdo da via histaminérgica e pela
inibicdo da acdo das PGs), aléem do aumento na producdo de radicais livres, &
possivel inferir até o momento que o EEtOH-Cd e FaHex-Cd conferem atividade
gastroprotetora por mecanismos anti-secretério, citoprotetor e/ou antioxidante, a
serem investigados posteriormente.

De acordo com os resultados obtidos, passou-se a investigar um modelo mais
especifico relacionado com a citoprotecdo, que é o modelo de Ulcera gastrica
induzida por antiinflamatério ndo esteroidal, utilizando para isto EEtOH-Cd e e
FaHex-Cd em camundongos.

Os antiinflamatorios ndo esteroidais causam danos gastrintestinais devido
tanto a acdo local quanto aos efeitos sistémicos, sendo estes mediados
principalmente pelo bloqueio da sintese de prostaglandinas, por inibicdo da enzima
cicloxigenase (COX), COX-1 e COX-2 (MUSUMBA.; PRITCHARD.; PIRMOHAMED,
2009).

Varios mecanismos estdo envolvidos na acéo citotoxica local do AINEs. A
acdo local na mucosa inicia-se pela quebra da barreira celular epitelial gastrica
(TOMISATO et al., 2004). Os AINES tém demonstrado atenuar a barreira
hidrofébica de superficie do estdmago por se associar quimicamente com o0s
fosfolipideos presentes na superficie de gel da camada mucosa gastrintestinal,
danificando as propriedades hidrofébicas da barreira (DARLING et al., 2004;
LICHTENBERGER et al., 2006). Ocasionam ruptura da membrana de fosfolipidios e
aumenta a permeabilidade por induzir modificagbes na hidrofobicidade da
membrana, fluidez, espessura e formagéo de poros. Isto leva a uma exposi¢ao ao
acido, devido sua retrodifusao, levando a morte celular por apoptose e necrose com
desenvolvimento de Ulceras gastricas (LICHTENBERGER et al., 2006). Além disso,
inclui-se a reducéo da secrecao de muco e bicarbonato (PHILLIPSON et al., 2002;
BAUMGARTNER et al., 2004) e diminuicdo da capacidade do EGF em promover
reparacao epitelial, pela inibicio na ativacdo de seus receptores,

consequentemente, desencadear a via de sinalizagéo (PAI et al., 2001).
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A capacidade dos AINES causarem Uulceras tem mostrado boa correlacdo
com sua habilidade em suprimir a sintese de prostaglandina, com maior significancia
em relacdo a COX-1 que a COX-2. A inibicdo da COX-1 também leva a um
decréscimo na producdo de tramboxano causando aumento na tendéncia ao
sangramento podendo ser este o principal fator determinante da propensao de um
AINE provocar complicagbes hemorragicas (MUSUMBA.; PRITCHARD,;
PIRMOHAMED, 2009).

A integridade da mucosa gastrica depende da continua geracdo de
prostaglandina E;, (PGE,) e prostaciclina (PGI,), mediada pela COX-1 e COX-2, que
catalisam uma etapa limite na conversao de acido araquidénico em endoperéxido de
prostaglandina e prostandides (MUSUMBA.; PRITCHARD.; PIRMOHAMED, 2009).
PGE; e PGlI, sédo potentes vasodilatadores e controlam quase todos os aspectos da
defesa e cicatrizagdo da mucosa gastrica (MUSUMBA.; PRITCHARD,;
PIRMOHAMED, 2009). A diminuicdo nos niveis de prostaglandina pode resultar em
hipermotilidade gastrica, distdrbios microvasculares, promovendo assim a ativacéo e
infiltracdo de neutrofilos, com subsequente producdo de ROS e peroxidacéao lipidica,
0 que ocasiona dano gastrico (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Além disso,
a inibicdo dessa enzima promove a reducédo de muco e bicarbonato (RAINSFORD,
2001) e da acidez géstrica (WALLACE, 2001). A inibicdo de COX-1 também pode
aumentar a expressdo de COX-2, resultando na maior producédo de PGs via essa
enzima (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

No modelo de inducédo de ulcera por AINE (piroxicam) foi observado que o
EEtOH-Cd e FaHex-Cd obtidos de C. duarteanum inibiram significativamente as
lesBes ulcerativas induzidas pelo agente lesivo (antiinflamatério ndo-esteroidal), o
gue sugere atividade gastroprotetora, possivelmente via mecanismos citoprotetores,
visto que as lesdes promovidas por AINEs envolvem principalmente a inibicdo das
PGs, principais mediadoras da citoprote¢cdo na mucosa gastrica.

De acordo com os resultados obtidos nestes modelos classicos de inducéo
aguda de Ulcera gastrica, pode-se concluir parcialmente que tanto o EEtOH-Cd
como FaHex-Cd inibiram as lesdes gastricas produzidas por esses agentes lesivos,
apresentando propriedade gastroprotetora, que estad relacionada a inibicdo da
secrecdo 4cida gastrica, aumento dos mecanismos de protecdo da mucosa

(citoprotecao) e a acdo antioxidante.
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Estes resultados sdo semelhantes aos obtidos com Combretum leprosum em
que o extrato etandlico apresentou atividade gastroprotetora, frente a modelos de
inducdo aguda de ulcera como etanol absoluto e AINEs (NUNES et al., 2008).

Os resultados promissores das amostras vegetais nos levou a investigar outro
modelo que corroborasse os resultados anteriores. Pelo modelo de ligadura do piloro
foram avaliados o ILU e os parametros bioquimicos (pH, concentracdo de ions e
volume gastrico) do EEtOH-Cd e FaHex-Cd nas suas doses mais efetivas.

A selecdo das doses mais efetivas do EEtOH-Cd e FaHex-Cd foi realizada
pelo modelo de Ulcera induzida por etanol, considerando a sua etiologia ampla e
complexa, além de ser um modelo simples e com reprodutibilidade. A dose mais
efetiva tanto para o extrato quanto para a fase foi 250 mg/kg.

O acumulo de acido e pepsina neste modelo leva a uma autodigestdo e
ulceracdo da mucosa gastrica (SHAY et al., 1945; GOEL.; BHATTACHARYA, 1991,
BHARTI.; WAHANE.; KUMAR, 2010) sendo o aumento da acidez gastrica
considerado um fator que contribui na patogénese da ulcera (GOA.; MONK, 1987,
TARIQ et al., 2007). Além disso, a migracdo de neutrofilos na mucosa apds a
ligadura do piloro estd envolvida no dano causado & mucosa do estdbmago,
possivelmente por liberar radicais livres o que pode acarretar peroxidacao lipidica e
danos para a membrana da célula (RASTOGI et al., 1998).

No modelo de ligadura de piloro é possivel avaliar alterac6es nos parametros
bioquimicos do conteudo gastrico (TOMA et al., 2004) como pH, acidez total e
volume gastrico, podendo ser considerada com atividade anti-secretéria as
substancias que afetam a acidez géastrica. Acredita-se que esta hipersecrecdo acida
seja estimulada por reflexo vago-vagal, em decorréncia da distensdo gastrica
provocada pelo aumento do volume gastrico devido a obstrucdo do piloro. Este
procedimento estimula a secrecdo do hormdnio gastrina, cuja funcdo no TGl é
estimular as células parietais a secretar HCl (BAGGIO et al., 2003).

Em tal modelo tanto a administracéo oral quanto a intraduodenal do EEtOH-
Cd e FaHex-Cd (250 mg/Kg) reduziram significantemente o indice de lesao
ulcerativa por contensdo do suco gastrico, culminando em atividade gastroprotetora.
Simultaneamente, a realizacdo desse procedimento experimental, na tentativa de se
obter uma confirmacdo ou uma rejeicédo de tal hipotese, foi realizada a avaliacdo dos

parametros bioquimicos do suco gastrico, onde foi observado que o pH,
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concentracdo de H' e volume do suco gastrico, ndo foram alterados
significativamente quando comparados aos seus respectivos controles negativos.

Esses resultados sugerem que ambos o EEtOH-Cd e FaHex-Cd por
diferentes vias ndo apresentam alteracdes nos parametros bioguimicos da secrecao
gastrica, porém esta ultima ndo pode ser totalmente descartada devido ainda néo ter
sido avaliados outros modelos a exemplo da avaliacdo de bomba H*, K*, ATPase,
visto que é forte indicador da atividade anti-secretoria.

Diante dos resultados, tornou-se necessario compreender oS mecanismos
envolvidos na acao gastroprotetora do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd e para isso, foram
realizados protocolos experimentais que avaliassem a participacdo do muco, oxido
nitrico e grupamentos sulfidrilas na gastroprotecdo promovida pelas amostras
vegetais.

O muco é secretado na superficie do estbmago e age tanto como um
lubrificante reduzindo danos fisicos quanto o acesso das bactérias ao epitélio
(LIEVIN-LE.; SERVIN, 2006; MEYER-HOFFERT et al., 2008 ).

No TGl humano, o muco € mais espesso no estbmago (180 um; variando de
50-450 pym) e colon (110-160 uym) (COPEMAN et al.,, 1994.; KERSS.; ALLEN.;
GARNER, 1982; SANDZEN.; BLOM.; DAHLGREN, 1988; CONE et al.,, 2009). A
superficie luminal da camada de muco é coberta por uma pelicula de fosfolipideos
surfactantes com fortes propriedades hidrofébicas (LICHTENBERGER, 1999.;
HILLS.; BUTLER.; LICHTENBERGER, 1983; LAINE.; TAKEUCHI.; TARNAWSKI,
2008). O gel mucoso é secretado pela superficie apical das células epiteliais e
contem 95% de agua e 5 % de gliproteinas mucinas (ALLEN.; FLEMSTROM, 2005;
ATUMA; STRUGALA; ALLEN, 2001; JORDAN; NEWTON; PEARSON, 1998).

O muco gastrico € a primeira linha de defesa contra o acido, esse muco
aderido juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio, serve como uma
barreira contra a autodigestdo (ALLEN.; FLEMSTROM, 2005). A secre¢do de muco
€ estimulada por horménios gastrintestinais, incluindo gastrina e secretina, assim
como PGE, e agentes colinérgicos (MONTROSE et al, 2006 , ALLEN;
FLEMSTROM, 2005). Substancias ulcerogénicas como aspirina e sais biliares
causam dissipacédo do gel mucoso e parede de fosfolipideo, levando a retrodifusao
de &cido e lesdo da mucosa (ALLEN.; FLEMSTROM, 2005, DARLING; ROMERO;
DIAL, 2004).
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Este fator protetor € habil em agir como agente antioxidante reduzindo os
danos a mucosa ocasionados por radicais livres de oxigénio. Se alguns radicais sao
gerados na superficie epitelial contendo muco, este pode sequestra-los. As
propriedades protetoras da barreira de muco dependem ndo somente da estrutura
do gel, mas também da quantidade ou espessura da parede que recobre a
superficie mucosa (PENISSI.; PIEZZI, 1999).

Os resultados obtidos nesse modelo experimental, que teve como intuito a
determinacdo do muco gastrico aderido a mucosa apés o tratamento com a FaHex-
Cd (250 mg/Kg) indicaram que a mesma nao foi capaz de aumentar de modo
significativo a produgéo de muco. Entretanto, a carbenoxolona aumentou a produgao
de muco significantemente, porém, de acordo com o conhecimento sobre o seu
mecanismo de acéo tal resultado ja era esperado.

Realizada a avaliacdo da participacdo do muco no mecanismo de acao do
efeito citoprotetor de C. duarteanum, a préxima etapa do presente trabalho foi avaliar
a participacdo do Oxido nitrico na citoprotecdo promovida pela espécie vegetal em
estudo.

O oxido nitrico € o mediador de varias funcbes biolégicas no trato
gastrintestinal, incluindo fluxo sanguineo, manutencao da integridade da mucosa e
do tbnus vascular da mucosa. O NO é sintetizado a partir da conversdo da L-
arginina para quantidades equimolares de L-citrulina (LANAS, 2008). A oxidacéo da
L-arginina a L-citrulina e NO é catalisada por uma das trés isoformas da éxido nitrico
sintetase (NOS). Em nivel de trato gastrintestinal, h4 duas isoformas constitutivas
expressas, chamadas de NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (NNOS), as quais
sdo expressas basalmente pelo endotélio vascular e nervos entéricos do trato
gastrintestinal, respectivamente (CHO, 2001). A isoforma induzida (INOS) é
expressa em macréfagos e neutréfilos, mas também pode ser observada nas células
epiteliais e neurdnios (WALLACE.; MILLER, 2000) .

Uma vez que o NO é gerado, ele liga-se ao grupo heme da guanilato ciclase
soltvel e catalisa a conversdo do GTP em cGMP (MONCADA.; HIGGS, 1993). Este
liga-se a dominios alvos de proteinas kinases, canais ionicos e fosfodiesterases,
para obter respostas celulares (LANAS, 2008).

O NO é responsavel tanto pela mediacdo das funcgbes teciduais normais,
guanto pelas leses na mucosa gastrica. O NO produzido pela cNOS é um mediador

das defesas e do reparo na mucosa gastrintestinal, porém o NO produzido via INOS
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tem efeito pré-ulcerogénico (KOBATA et al., 2007) também podendo alterar a
motilidade géastrica (WALLACE, 1999; CHO, 2001).

Com o intuito de avaliar o envolvimento do Oxido nitrico no mecanismo de
acao gastroprotetor provocado pelo EEtOH-Cd e FaHex-Cd, foi realizado o modelo
de Ulcera induzida por etanol em ratos pré-tratados com N-nitro-L-arginina-metil-
ester (L-NAME) uma droga bloqueadora da sintese do NO. Dessa forma, foi
observado que o EEtOH e FaHex reduziram de forma significativa o ILU sugerindo
gue a gastroprotecdo produzida pelo extrato e fase de C. duarteanum Cambess
envolve a participacéo do NO.

Outro agente gastroprotetor importante a ser investigado no mecanismo de
acao desta espécie foram os grupamentos SHs, que atuam mantendo a estabilidade
do muco ao formar pontes de dissulfeto com suas subunidades (CHANDRANATH,
BASTAK; SINGH, 2002) e aumentando a sua producédo (SALIM, 1993).

Os compostos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) séo agentes que
desempenham um papel chave na protecdo da mucosa contra injuria gastrica
produzida pelo etanol (SZABO; VATTAY, 1990; FERREIRA et al.,, 2008). A
concentracdo relativamente elevada de NP-SH, que € principalmente glutationa
reduzida (GSH), além de cisteina (CSH), coenzima A e outros tiois, indica suas
possiveis implicagdes para gastroprotecdo (MILLER et al., 1985; NAGY.; NAGATA.;
SZABO, 2007). O aumento nos danos a mucosa gastrica esta acompanhada pelo
decréscimo na concentracdo de compostos NP-SH, devido aos grupos SH ligarem-
se aos radicais livres formados pela a acdo dos agentes nocivos. Também podem
estar envolvidos no sequestro de radicais livres de oxigénio e no controle da
producdo natural de muco (SALIM, 1993; FERREIRA et al, 2008)..

A GSH protege a mucosa gastrica do estresse oxidativo induzido por etanol
ao se ligar aos radicais livres que sdo formados por este agente nocivo. O etanol
quebra as pontes de sulfetos que unem as subunidades de muco tornando-o soluvel
em agua, reduzindo, assim ,seu efeito protetor (KUSHIMA et al., 2005).

A deplecdo de GSH durante a injuria da mucosa gastrica pode ser devido a:
(1) oxidacao direta de GSH a GSSG; (2) formacao de dissulfetos mistos com grupos
SH ou cisteina; (3) conjugacdo nao enzimatica com GSH (MURPHY.; KEHRER,
1989; NAGY.; NAGATA.; SZABO, 2007). Ao passo que o aumento no nivel de GSH
oxidada é um dos elementos na patogénese da lesdo da mucosa. O GSSG é
rapidamente reduzida a GSH pelo GSSGR dependente de NADPH (JAESCHKE,
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1990; NAGY.; NAGATA.; SZABO, 2007). Quando a oxidacdo de GSH a GSSG
excede a capacidade da GSSGR, GSSG é ativamente transportada para fora das
células. GSSG destroi seletivamente os inibidores de protease de cisteina,
consequentemente ela pode ativar proteases lisossomais (Catepsinas B, H, L) na
mucosa gastrica que participam do desenvolvimento precoce das lesdes gastricas
(SZABO.; NAGY.; PLEBANI, 1992; NAGY et al., 1997.; SZABO.; PIHAN.; DUPUY,
1987; NAGY.; NAGATA.; SZABO, 2007).

Diante os resultados obtidos, foi observado que o EEtOH-Cd e FaHex-Cd
reduziram de forma significativa o ILU, sugerindo que a gastroprotecdo produzida
pelo extrato e fase de C. duarteanum Cambess envolve a participacdo de compostos
sulfidrilicos.

Mediante a relevancia da atividade gastroprotetora do EEtOH e da FaHex
obtidos de C. duarteanum, passou-se a investigar a capacidade das amostras
vegetais de estimularem o processo de cicatrizacao da ulcera no modelo de inducao
por acido acético.

O modelo de acido acético tem sido amplamente utilizado para avaliar o
processo de cicatrizacdo da Ulcera, sendo considerado o modelo experimental que
mais se assemelha a Ulcera cronica no homem em termos de caracteristicas
patolégicas e mecanismo de cicatrizacdo (OKABE, AMAGASE, 2005). O processo
de cicatrizacdo da Ulcera é caracterizado por ser geneticamente programado
incluindo fatores como, inflamacéo, proliferacéo celular, re-epitelizacédo, formacéo de
tecido de granulacdo, angiogénese, interacbes entre varias células e o
remodelamento da matriz e do tecido, todos resultantes na cicatrizagdo (MARTIN;
WALLACE, 2006.; TARNAWSKI, 2005; WALLACE et al., 2006).

Todos esses eventos sao controlados por citocinas, fatores de crescimento e
de transcricdo ativados por lesdo tecidual, atuando via acdo autdcrina e/ou
pardcrina. Dentre os fatores de crescimento destacam-se: o fator de crescimento
epidérmico (EGF), o fator de crescimento de hepatdcitos (HGF), fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), fator de crescimento de fibroblasto (FGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento transformador (3
(TGF-B) bem como COX-2 (MARTIN; WALLACE, 2006.; TARNAWSKI, 2005;
WALLACE et al., 2006).

A estrutura da glandula é gradativamente restabelecida simultaneamente a

circulagcdo da mucosa (WALLACE et al., 2006), sendo acompanhada pelo aumento

80



LIMA, G. R. M DISCUSSAO

nos niveis de gastrina plasmatica e de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-18), as
quais sdo regulados pelos fatores de crescimento, em especial o VEGF. A
angiogénese no tecido de granulacdo na base da Ulcera e a replicacdo das células
epiteliais na margem restabelecem a arquitetura glandular (BRZOZOWSKI, 2003;
WALLACE, 2006).

As plaquetas também contribuem significativamente para o processo de
cicatrizacdo da ulcera, em parte via producdo de inUmeros fatores de crescimento,
gue podem promover a angiogénese e a proliferacdo das células epiteliais (MARTIN;
WALLACE, 2006.; TARNAWSKI, 2005; WALLACE et al., 2006).

Com intuito de avaliar se C. duarteanum estaria acelerando o processo de
cicatrizacdo da ulcera, o EEtOH-Cd e a FaHex-Cd foram administrados durante um
periodo 14 dias apds a inducdo de Ulcera por acido acético. Neste experimento as
amostras vegetais aumentaram o0 processo de cicatrizacdo da Ulcera, visto que
reduziram significativamente a ALU, sugerindo que C. duarteanum apresenta
atividade cicatrizante.

Adicionalmente foram avaliados o consumo de agua e racéo, peso corporeo,
peso dos 6rgaos, além dos parametros bioquimicos e hematoldgicos, servindo como
indicadores de possivel toxicidade apds 14 dias de tratamento com as amostras
vegetais (CALVO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2008).

Foi observado que o EEtOH-Cd promoveu aumento no consumo de agua e
racdo, porém nao alteraram o peso corpéreo e dos érgaos dos animais avaliados. A
determinacdo do consumo de agua e racao é importante no estudo de seguranca de
um produto com finalidade terapéutica, isto explica-se pelo fato de que a ingestao
adequada de &agua e nutrientes sdo essenciais para a manutencdo do estado
fisiolégico dos animais e para se ter uma resposta adequada a droga teste
(STEVENS; MYLECRAINE, 1994; IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003; FERES et al.,
2006).

Com relagédo aos parametros bioquimicos e hematolégicos avaliados, néo foi
constatada alteracdo significativa quando comparados ao grupo controle negativo
(tween 80 12%)).

Diante dos resultados obtidos neste estudo, é possivel sugerir que C.
duarteanum apresenta promissora atividade gastroprotetora, com propriedades
cicatrizantes. Essa atividade esta relacionada a mecanismos citoprotetores cabendo

uma maior investigagcao quanto ao mecanismo anti-secretorio e antioxidante.
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6 CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos nesse trabalho de avaliacdo da atividade

gastroprotetora do extrato etandlico bruto (EEtOH) e da fase hexanica (FaHex)

obtidos das folhas de Combretum duarteanum Cambess, em modelos de inducao de

Ulcera que mimetizam as causas desta afeccdo no homem, foi possivel chegar as

seguintes conclusoes:

v
v

O EEtOH-Cd apresenta baixa toxicidade nas doses avaliadas;

O EEtOH-Cd e a FaHex-Cd apresentaram atividade gastroprotetora frente aos
agentes indutores de Ulcera gastrica;

A acao citoprotetora das amostras vegetais esta relacionada com participacéo
dos grupamentos sulfidrilas e do 6xido nitrico;

O EEtOH-Cd e a FaHex-Cd apresentaram efeito cicatrizante no modelo de
Ulceras induzido por acido acético, possivelmente por atuarem na estimulagéo
de fatores de crescimento e da angiogénese;

O EEtOH-Cd e FaHex-Cd ndo apresentaram sinais de toxicidade de acordo
com os parametros avaliados durante os 14 dias de tratamento da Ulcera
géstrica induzida por &cido acético;

A atividade antiulcerogénica das amostras vegetais pode estar relacionada a

presenca de terpenos.
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7 PERSPECTIVAS

Os resultados promissores obtidos instigaram a continuagéo do trabalho, com

a perspectiva de aprofundar o estudo da atividade antiulcerogénica do EEtOH e da

FaHex obtidos das folhas de Combretum duarteanum, proporcionando um maior
conhecimento sobre a atividade farmacolédgica da espécie, entdo nos propomos a:

v Investigar o mecanismo citoprotetor envolvido na atividade gastroprotetora de

C. duarteanum por meio da determinagdo dos niveis de prostaglandina E;

(PGE>) na mucosa gastrica;

v' Realizar andlise histologica do estdbmago, a partir do modelo de inducdo de
Ulcera por acido acético, avaliar por meio de estudos imunohistoquimicos os
fatores envolvidos no processo de cicatrizacdo de lesbes, na proliferacao
celular e angiogénese por meio da determinacdo de COX,; de PCNA -
marcador de proliferacdo celular que fornece dados do processo de
cicatrizacdo; da HSP 70 (Heat Shock Protein) que tem a fungédo de proteger
de preservar as estruturas das proteinas, reparar ou remover proteinas
danificadas e CXCR4 (receptor de quimiocina CX 4) - marcador endotelial

para avaliar angiogénese;

v" Investigar o mecanismo antioxidante do EEtOH e da FaHex de C. duarteanum

utilizando o modelo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfusao;

v' Pesquisar o efeito antiulcerogénico das amostras vegetais de C. duarteanum

em modelo de lesdes duodenais induzidas por cisteamina em ratos;

v Avaliar o efeito antiinflamatorio intestinal do EEtOH e da FaHex de C.
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Anexo 1: Protocolo utilizado na triagem farmacolégica (ALMEIDA et al, 1999)

) Quantificacdo dos efeitos
ATIVIDADE FARMACOLOGICA | (0) sem efeito, (-) efeito diminuido, (+) efeito presente, (++) efeito intenso

até 30° 1h 2h 3h 4h

1-SNC

a — Estimulante
Hiperatividade
Irritabilidade
Agressividade

Tremores

Convulsdes

Piloerecéo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedagéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

Resposta ao toque diminuido
Perda do reflexo corneal
Perda do reflexo auricular
¢ — Outros comportamentos
Ambulacéo

Bocejo excessivo

Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabeca
Contorcdes abdominais
Abducéo das patas do trem posterior
Pedalar

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipagéo

Defecacdo aumentada
Respiracédo forcada
Lacrimejamento

Miccao

Salivacdo

Cianose

Todnus muscular

Forca para agarrar

3- MORTE
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