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RESUMO

Atividade gastroprotetora de Xylopia langsdorffiana A.
St.-Hil. & Tul. (Annonaceae) em modelos animais.
MONTENEGRO, C. A. (2011). Dissertacdo de
Mestrado, LTF/CCS/UFPB.

Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul., espécie pertencente a familia Annonaceae,
conhecida, popularmente, como “pimenteira-da-terra”, foi selecionada para o estudo com
base em critérios quimiotaxondmicos, uma vez que muitos compostos quimicos detentores
de atividades farmacologicas tém sido isolados seja do género ou da prépria espécie.
Dentre esses, destacam-se os diterpenos, considerados biomarcadores das espécies do
género Xylopia. A partir das folhas dessa espécie foram obtidos o extrato etandlico bruto
(EEtOH) e a fase hexanica (FaHex) utilizados na avaliagéo da toxicidade e das atividades
gastroprotetora e cicatrizante, em modelos animais. No ensaio de toxicidade aguda, a dose
Gnica de 2000 mg/kg do EEtOH administrada via oral (v.0.), provocou sinais de irritabilidade
e hiperatividade, aumento no consumo de racao e peso corporeo dos camundongos fémeas,
enquanto que para os camundongos machos ocorreu apenas aumento no consumo de
adgua. Nao foram registradas mortes e nem alteracdes macroscopicas nos 6rgaos dos
camundongos. Para a avaliagdo da atividade gastroprotetora foram utilizados os modelos de
inducdo de Ulcera pelos agentes lesivos HCl/etanol, etanol, estresse (imobilizagédo e frio),
antiinflamatério ndo-esteroidal (AINE — piroxicam) e por contensao do suco gastrico. No
modelo HCl/etanol, o EEtOH-XI (62,5 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) reduziu o indice de lesdo
ulcerativa (ILU) em 29, 38, 52 e 60 %, respectivamente. No modelo de etanol, o EEtOH-XI e
a FaHex-XI (62,5 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) inibiram o ILU em 37, 41, 64, 83 e 23, 51, 81,
84 %, respectivamente. Com relacdo ao modelo de estresse o EEtOH-XI| e a FaHex-XI
(62,5, 125, 250 e 500 mg/kg, v.0.) diminuiram o ILU em cerca de 47, 50, 52, 48 e 32, 43, 56
e 75 %, respectivamente. Resultado semelhante foi evidenciado para o modelo de AINE,
cujas porcentagens de protecdo foram 31, 70, 71, 72 % (EEtOH-XI) e 42, 58, 61 % (FaHex-
Xl nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg). Nas ulceras induzidas por contensdao do suco
gastrico (ligadura de piloro) o EEtOH-XI (500 mg/kg) e a FaHex-X| (250 mg/kg) induziram
protec@o gastrica com a administracdo tanto por via oral (v.0.) (54 e 34 %) quanto por via
intraduodenal (i.d.) (36 e 45 %), respectivamente. Ainda nesse modelo, o EEtOH (500
mg/kg) e a FaHex (250 mg/kg) em ambas as vias de administracdo (v.o e i.d.) ndo alteraram
os parametros do suco gastrico (pH, [H'] e volume gastrico). Na elucidacdo dos mecanismos
de acdo da atividade citoprotetora de Xylopia langsdorffiana, a FaHex-XI (250 mg/kg) n&o
aumentou a producéo de muco aderido a mucosa; o EEtOH-XI (500 mg/kg) e a FaHex-XI
(250 mg/kg) administrados oralmente, induziram gastroprotecdo dependente dos
grupamentos sulfidrilas e da via do 6xido nitrico. J& no modelo de Ulcera induzida por acido
acético, os tratamentos com o EEtOH-XI (500 mg/kg, v.0.) e a FaHex-XI (250 mg/kg, v.0.)
resultaram em 51 e 36 % de cicatrizacdo das Ulceras, respectivamente. Neste modelo,
durante os 14 dias de tratamento, o EEtOH-XI promoveu aumento na ingesta de agua e
racdo enquanto que a FaHex-Xl| reduziu os parametros bioquimicos AST e acido urico.
Estes dados indicam que X. langsdorffiana possui atividade gastroprotetora e cicatrizante,
com a participagdo parcial dos grupamentos sulfidrilas e da via do Oxido nitrico, e,
possivelmente, hd o envolvimento de fatores de crescimento e angiogénese no processo de
cicatrizacdo induzido pelos seus constituintes quimicos, em especial os diterpenos.

Palavras-chave: Xylopia langsdorffiana, diterpenos, Ulceras, gastroprotecao, cicatrizacao.



ABSTRACT

Gastroprotective activity of Xylopia langsdorffiana A.
St.-Hil. & Tul. (Annonaceae) in animal models.
MOTENEGRO, C. A. (2011). Master's thesis,
LTF/CCS/UFPB.

Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul., species belonging to the Annonaceae family,
popularly known as "pimenteira da terra" was selected for the study on the basis of the
chemotaxonomic criteria, because many chemical compounds with pharmacological
activities have been isolated. Among these, the diterpenes are highlighted, considered as
important biomarkers of the species from genus Xylopia. The crude ethanol extract (EEtOH)
and the hexane phase (FaHex) were obtained from the leaves of this species and were used
to evaluate the toxicity, gastroprotective and healing activities in animal models. In acute
toxicity test, the single dose of 2000 mg/kg of EEtOH administered p.o. caused signs of
hyperactivity and irritability, increase in food consumption and body weight in female mice,
while for male mice was observed only increase in water consumption. During the study, no
deaths and no macroscopic changes were observed in the organs of the mice. For the
evaluation of gastroprotective activity were used the models to induce ulcers by HCl/ethanol,
ethanol (in rats), stress (immobilization and cold), nonsteroidal anti-inflammatory drug
(NSAID) piroxicam in mice and contention of the gastric juice. In the HCl/ethanol-induced
ulcer model the EEtOH-XI (62,5 125, 250 and 500 mg/kg, p.o.) reduced the ulcerative lesion
index (ULI) in 29, 38, 52 and 60 %, respectively. It was also observed in the ethanol-induced
ulcer model that the EEtOH-XI and FaHex-XI (62,5 125, 250 and 500 mg/kg, p.o.) inhibited
the ULl in 37, 41, 64, 83 and 23, 51, 81, 84 %, respectively. In the stress-induced ulcer
model the EEtOH-XI and FaHex-XI| (62,5, 125, 250 and 500 mg/kg, p.0.) decreased the ULI
for 47, 50, 52, 48 and 32, 43, 56, 75 %, respectively. Similar results were evidenced in
NSAID-induced lesion model, which percentages of protection were 31, 70, 71, 72 %
(EEtOH-XI) and 42, 58, 61 % to FaHex-XI doses of 125, 250 e 500 mg/kg. In the contention
of the gastric juice (pyloric ligation) the EEtOH-XI (500 mg/kg) and FaHex-XI (250 mg/kg)
showed gastric protection with the administration both orally (p.o.) (54 and 28 %) and
intraduodenally (i.d.) (36 and 45%), respectively. In this model, the EEtOH (500 mg/kg) and
FaHex (250 mg/kg) in both routes of administration did not alter the parameters of gastric
juice (pH, [H'] and gastric volume). In the elucidating the mechanisms of cytoprotective
activity of Xylopia langsdorffiana the FaHex-XI (250 mg/kg) did not increase the production of
mucus to the mucosa; the EEtOH-XI (500 mg/kg) and FaHex-XI (250 mg/kg) administered
orally induced gastroprotection dependent on sulfhydryl groups and nitric oxide. In the acetic
acid-induced ulcer model, the treatment with EEtOH-XI (500 mg/kg, p.o.) and FaHex-XI (250
mg/kg, p.o.) resulted in 51 and 36% of ulcer healing, respectively. In this model, during the
14 days of treatment, it was observed that the extract increased the water and food intake
and the hexane phase reduced the biochemical parameters AST and uric acid. These data
indicate that X. langsdorffiana has gastroprotective and healing activity, with partial
participation of sulfhydryl groups and nitric oxide and possibly the involvement of growth
factors and angiogenesis in the healing process induced by the chemical constituents,
particularly diterpenes, present in the vegetal samples tested.

Key words: Xylopia langsdorffiana, diterpenes, ulcers, gastroprotection, healing.
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1 INTRODUCAO
1.1 Consideracgfes Gerais

Desde os tempos antigos, as plantas tém se mostrado poderosos agentes
destinados ao tratamento dos males que acometem a humanidade. A busca por
alivio e cura das doencas por meio da ingestdo de ervas, nas mais diferentes formas
de preparacdes (infusos, decoctos, tinturas, alcoolaturas, extratos, etc.), talvez,
tenha sido um dos primeiros recursos terapéuticos utilizados (VIEGAS-JUNIOR;
BOLZANI; BARREIRO, 2006). Sendo assim, por suas propriedades curativas ou
toxicas, as plantas adquiriram fundamental importancia na medicina tradicional
(MARTINS et al., 2003).

O Brasil € o pais com a maior diversidade vegetal do mundo e possui cerca
de 20 % do numero total de espécies do planeta (CALIXTO, 2003; OMENA, 2007;
SOUZA; FELFILI, 2006), contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000 (SANDES; DI BLASI, 2000). Com sua
biodiversidade, apresenta um grande potencial para a descoberta de principios
ativos (SIMOES et al., 2004).

A importéncia ecolégica, medicinal e econdbmica de espécies nativas
brasileiras, bem como o risco de sua extin¢cao pela acao predatéria do homem, tem
motivado o estudo com plantas, visando sua preservacao e aproveitamento racional
(SOUZA et al., 2003). Ainda, com seu amplo patriménio genético e sua variedade
cultural, este pais tem em maos a oportunidade para estabelecer um modelo
singular e excepcional no sistema unico de saude (SUS), com o uso sustentavel de
plantas medicinais (BRASIL, 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), 65 a 80 % da
populacdo, principalmente em paises em desenvolvimento, usam como
medicamentos extratos ou por¢cbes oriundas de plantas para tratar suas
enfermidades, devido a falta de recursos e o dificil acesso & medicina moderna
(CALIXTO, 2005; GURIB FAKIM, 2006). No entanto, as plantas medicinais da flora
brasileira sdo utilizadas com pouca ou nenhuma comprovacao de suas propriedades
farmacoldgicas (VEIGA JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).
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Cerca de 50% das drogas introduzidas no mercado, durante os ultimos anos,
sdo derivadas, direta ou indiretamente, de pequenas moléculas biogénicas
(VUORELA et al, 2004). As plantas e os fitoterapicos, hoje, representam uma classe
de produtos com grande potencialidade de crescimento no Brasil, uma vez que as
vendas tém crescido de 10 a 15% ao ano, porém, com participacdo de 2%, em
média, no mercado farmacéutico (BRASIL, 2010).

O estimulo a pesquisa, producdo e comercializacdo de espécies vegetais
brasileiras gera trabalho, renda, desenvolvimento e integracdo regional, enfim,
possibilidades econdmicas importantes ao desenvolvimento do pais, visando a
sustentabilidade (BRASIL, 2010). Dessa forma, os produtos naturais oferecem
maiores oportunidades para encontrar moléculas potencialmente ativas que levem a
novos farmacos Gteis no tratamento de diversas afec¢cdes (GULLO; HUGHES, 2005),
incluida a terapéutica da Ulcera péptica.

As lesOes ulcerativas sdo as mais comuns dentre as doengas gastrintestinais,
afetando um nudmero consideravel de pessoas em todo o mundo, sendo
consideradas afecc¢des dos tempos modernos, por estarem relacionadas ao estilo de
vida estressante da populacédo, aos vicios como o tabagismo e o consumo de alcool,
além do uso prolongado de antiinflamatérios nao-esteroidais (AINES) e da infeccao
bacteriana ocasionada pelo Helicobacter pylori (ANDREO et al., 2006; JAMAL et al.,
2006; VONKEMAN et al., 2007).

As intervencdes terapéuticas na Ulcera péptica estédo centradas na reducao da
acidez gastrica bem como no fortalecimento da protecdo da mucosa gastrica
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2006). No entanto, essas injurias podem persistir
entre 10-20 anos, caracterizadas por episédios de cicatrizacdo intercalados pela
recidiva (BAKUMOV et al., 2003), o que torna nitida a ineficiéncia dos medicamentos
disponiveis no mercado.

Tratar a sintomatologia da Ulcera péptica com vegetais € uma pratica comum
na medicina tradicional em todo o mundo (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA,
2005) e seguindo esse principio, este trabalho visa contribuir para o uso seguro de
plantas, colaborar com a pesquisa cientifica por meio de metodologias
padronizadas, tendo como finalidade a busca de novas alternativas terapéuticas

para as doencas do trato gastrintestinal, em especial a Ulcera péptica.
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1.2 Formacéao e Secrecio Acida Gastrica

Funcionalmente, o estbmago é responsavel por armazenar o alimento,
absorver ferro, vitamina B12 e calcio, digerir proteinas, formar o quimo, permitir
lentamente a passagem do bolo alimentar para o intestino delgado e eliminar
microorganismos (SCHUBERT, 2003; MOSSNER; CACA, 2005).

O pepsinogénio, o bicarbonato (HCO3’), o muco fluido, os eletrolitos, o fator
intrinseco e o acido cloridrico (HCI) constituem a secrec¢do gastrica (KONTUREK;
KONTUREK; OCHMANSKI, 2004), fisiologicamente importante no processo
digestério, por induzir a ativacdo de zimogénios (pepsinogénio) e matar bactérias,
assegurando um ambiente intragastrico estavel (JAIN et al., 2007).

As células parietais localizadas na mucosa gastrica oxintica secretam acido
cloridrico a uma concentragdo de aproximadamente 160 mM (SCHUBERT, 2007). A
fim de evitar danos aos tecidos, essa secrecdo € fortemente regulada pela
interrelacéo de trés vias de ativacdo da célula parietal: estimulacdo neuronal com
liberacdo de acetilcolina (ACh) via nervo vago, estimulacdo enddcrina através da
liberacdo de gastrina das células G e estimulacao paracrina culminando na liberacéo
de histamina a partir das células enterocromafins “like” (ECL) (SCARPIGNATO;
PELOSINI; DI MARIO, 2006; JAIN et al., 2007, SCHUBERT, 2007; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

Esses secretagogos ativam receptores acoplados as duas principais vias de
transducao de sinal: calcio intracelular (Ca") por ativacéo da fosfolipase C (PLC) no
caso da acetilcolina e gastrina e adenilil ciclase (AC) para a histamina
(SCARPIGNATO; PELOSINI; DI MARIO, 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008). Quanto
a inibicdo da secrecdo acida gastrica, a somatostatina, liberada a partir de células D
piléricas e oxinticas, é a principal detentora dessa funcdo. Cada um desses agentes
age diretamente na célula parietal bem como, indiretamente, modulando a secrecao
nas células neuroenddécrinas (SCHUBERT; PEURA, 2008).

O SNC é considerado o principal colaborador para o inicio da secre¢do &cida,
sendo 0 nervo vago o responsavel por monitorar 0 meio mecanico e quimico do
estbmago, transmitindo informacdes ao ceérebro (SCHUBERT, 2007). Na via
neuronal, a Ach estimula diretamente a secre¢do de acido gastrico ao se ligar aos

receptores muscarinicos M3 localizados na membrana basolateral das células
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parietais (JAIN et al., 2007; SCHUBERT, 2007). Esses receptores estao acoplados a
proteina Ggi1 induzindo a ativagdo de fosfolipase C (PLC) com geracdo de
1,4,5-trisfosfato de inositol (IP3) e liberacdo de calcio intracelular (HOU; SCHUBERT,
2006).

A Ach também estimula, indiretamente, a secrecdo ao interagir com
receptores M, e My nas células D relacionados com a inibicdo da secrecdo de
somatostatina (JAIN et al., 2007; SCHUBERT 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008),
além de, induzir a liberacdo de gastrina pelas células G do antro e de histamina das
células ECL no fundo géstrico. (JAIN et al., 2007).

A gastrina, o principal estimulante da secre¢cdo acida durante a ingestao de
alimentos, € produzida nas células G do antro gastrico e em quantidades muito
menores e variaveis, no intestino delgado proximal, célon e pancreas (SCHUBERT;
PEURA, 2008). A sua liberacdo estd sob regulacdo neuronal, distensédo local e
conteudo gastrico (JAIN et al., 2007).

Esse agonista medeia o0s seus efeitos principalmente via receptor CCK-2
acoplado a proteina Ggy;11, ativando PLC e liberando calcio para o meio intracelular
(KULAKSIZ et al., 2000; HOU; SCHUBERT, 2006; SCHUBERT, 2007; SHUBERT;
PEURA, 2008). Gastrina ainda induz a expressdao da enzima histidina
descarboxilase (HDC), que promove a descarboxilacdo da L-histidina e, assim,
controla a sintese de histamina nas células ECL (LINDSTROM et al., 2001; ZANNER
et al., 2002) e essa é, atualmente, considerada a principal via pela qual esse
hormbénio estimula a secrecdo de &cido (SCHMITZ et al.,, 2001; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

A histamina estimula as células parietais, diretamente, por meio da ligacéo
aos receptores H, acoplados a ativagcdo da AC e geragcdo de adenosina 3’ 5
monofosfato-ciclico (AMP.). Esse agente também induz a secrecdo de &cido,
e, portanto, a estimulacédo da secrecao de histamina e de acido (HOU; SCHUBERT,
2006; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Todas essas ac¢des culminam na secrecdo acida, via estimulacdo da bomba
de préotons (H-K*-ATPase) que se da pela fuséo das vesiculas, contendo as H*-K*-
ATPase, a membrana apical da célula parietal, formando extensas invaginacoes.

Esta enzima possui 2 subunidades que catalizam a troca de K* luminal por H*
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citoplasmatico (SCHUBERT; PEURA, 2008) (Figura 1), ocorrendo a secrecdo de
ions hidrogénio no lumen géstrico, em troca de ions potassio (HERSEY; SACHS,

1995; SCARPIGNATO; PELOSINI; DI MARIO, 2006).

Interstitium Histamina Adenilato cilclase Somatostatina / Prostaglandinas
H, receptor + lmm - Receptor
Proteina ATP somatostatina
Q‘/ ‘ / . Pm.‘m \\‘,
g Q’/
§ tcCAMP
g ¢~ Proteina
Gq
Receptor })*\/ v

M O HPy Ativa proteinas

o \ cinases

PIP, tCa**
hS = ;
Proteina Ativagao de
g Gq proteinas cinases
- +
7] e
e Canal de K* K\\ Canal de CI
Receptor
CCK,
Lumen K+ H* Cr
H*'/K* -ATPase
Figura 1 - Mecanismo  molecular envolvido na  secre¢do  gastrica. (Fonte:

http://www.misodor.com/estomago%?20cirurgical.html (Adaptado) - Acesso em: 14 jan 2011).

Quanto a inibicdo da secrecdo acida, esta pode se dar por meio da
somatostatina, da colecistocinina (CCK), do peptideo atrial natriurético (ANP) e das
prostaglandinas.

Uma diminuicdo do pH estimula a liberagdo de somatostatina das células D,
localizadas na mucosa antral e fandica e seus efeitos na secrecdo acida séo
mediados por receptores SST, acoplados a proteina Gi, inibindo, assim, a atividade
da AC e reduzindo os niveis de AMPc (HERSEY; SACHS, 1995; SCARPIGNATO;

PELOSINI; DI MARIO, 2006).
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A CCK liberada a partir de células intestinais enteroendocrinas, em resposta a
presenca de lipidios luminais, estimula a somatostatina e, portanto, inibe a secre¢céo
acida. Receptores CCK-1 estdo presentes tanto nos terminais nervosos vagais
aferentes quanto nas células D gastricas contendo somatostatina (SCHUBERT,
2007).

Os peptideos natriuréticos compreendem uma familia de proteinas
estruturalmente relacionadas, que inclui o ANP, peptideo natriurético cerebral e o
peptideo natriurético tipo C. O ANP esta presente em células ECL da mucosa
gastrica. O percentual de células que sintetizam ANP € maior no fundo, intermediério
no antro, e menor no corpo (LI et al., 2006). Em todas as regides, o ANP estimula a
secrecdo de somatostatina (GOWER et al., 2003). No estbmago, mais precisamente
na regido fundica, a estimulacdo da somatostatina leva a inibicdo de histamina
enquanto que no antro inibe a secrecdo de gastrina, e, consequentemente, a
secrecdo acida (SCHUBERT, 2007).

As prostaglandinas (PGs) também modulam a secrecdo acida ao atuarem em
seus diferentes subtipos de receptores EP (EP,, EP,, EP3 e EP,4), destacando-se o
EP3 0 qual, uma vez ativado, desencadeia uma cascata de sinalizagédo semelhante a
da somatostatina, culminando na inibicio do suco gastrico. Todas as vias
convergem e modulam a atividade luminal da H*-K*-ATPase (AIHARA et al., 2003;
SCARPIGNATO; PELOSINI; DI MARIO, 2006).

1.3 Principais Mecanismos de Defesa da Mucosa Géstrica

A defesa da mucosa gastrica abrange processos dinamicos que incluem
mecanismos locais e neuro-hormonais, permitindo ao TGl suportar a continua
exposicao a fatores agressores como, HCI, pepsina, alcool e sais biliares (LAINE,
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; WALLACE, 2008; TULASSAY; HERSZENYI,
2010).

A integridade da mucosa € mantida pelos seguintes mecanismos: fatores pré-
epiteliais (muco, bicarbonato e fosfolipidios), defesa epitelial (células epiteliais),
defesa sub-epitelial (fluxo sanguineo), inervacdo sensorial, reconstituicdo do epitélio

gastrico, oxido nitrico (NO), geragéo de prostaglandinas (PGs) e sistema de defesa
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antioxidante (LAINE, TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; ZHU: KAUNITZ, 2008) (Figura
2).

1- Defesa pré-epitelial (muco e HCO )

pepsina
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Figura 2 - Fatores protetores da mucosa (Adaptado de LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).
A) Defesa Pré-epitelial: Muco-Bicarbonato-Fosfolipidios

A constante renovacdo desta primeira linha de defesa, formada por muco,
bicarbonato e fosfolipidios tensoativos, cobrindo o trato gastrintestinal (TGlI),
funciona como uma barreira entre o contetdo luminal e a mucosa (PHILLIPSON et
al., 2008) e tem por finalidade manter um microambiente neutro, impedindo a agéo
proteolitica da pepsina (ATUMA et al., 2001; ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

O muco, um gel transparente, viscoso e aderente formado por cerca de 95 %
de agua e 5 % de glicoproteinas (mucina), além de pequenas quantidades de
lipidios, acidos nucléicos e proteinas (REPETTO; LLESUY, 2002; ALLEN;
FLEMSTROM, 2005), € secretado pela regido apical das células epiteliais

superficiais estimuladas por hormonios gastrintestinais (secretina), PGE, e agentes
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colinérgicos (MONTROSE et al., 2006). E considerado um importante fator de
protecdo uma vez que reveste toda a mucosa gastrintestinal, protecdo, esta,
atribuida ndo apenas a sua estrutura, mas também a quantidade ou espessura que
cobre a superficie da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Este gel atua como um lubrificante, reduzindo os danos fisicos e dificultando o
acesso das bactérias ao epitélio (LIEVIN-LE; SERVIN, 2006; MEYER-HOFFERT;
HORNEF; HENRIQUES-NORMARK, 2008), além de reter o bicarbonato secretado,
que auxilia na manutengdo do pH neutro (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

A superficie luminal do muco é revestida por uma pelicula de fosfolipidios
surfactantes com fortes propriedades hidrofobicas que impede a difusdo de &cidos
ionizaveis, como HCI do lumen gastrico, em direcdo a mucosa gastrica
(LICHTENBERGER, 1999; KONTUREK; KONTUREK; OCHMANSKI, 2004;
TULASSAY; HERSZENYI, 2010). Entretanto, esses fosfolipidios ndo s&o capazes de
impedir que algumas substancias, como o0s sais biliares e o &cido acetilsalicilico,
atravessem a camada de muco e causem danos ao epitélio gastrico (KONTUREK;
KONTUREK; OCHMANSKI, 2004), uma vez que as mesmas diminuem a
hidrofobicidade desse fator protetor (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

B) Defesa Epitelial

Uma camada continua de células epiteliais superficiais interligadas por “gap
junctions” previne a retrodifusdo do acido gastrico e da pepsina e secreta muco,
bicarbonato, fosfolipidios, prostaglandinas (PGs), “Heat Shock Protein” — Proteinas
de choque térmico - (HSPs), catelicidinas, B-defensinas e peptideos da familia do
fator trefoil (TFFs) (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; MONTROSE et al., 2006; LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008; TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

HSPs séo proteinas ativadas em resposta a estimulos estressantes, como pH
acido, temperatura elevada e presenca de espécies reativas de oxigénio (EROSs)
(TANAKA et al., 2007; MAUCHLEY et al., 2010) e tém como funcdo impedir que as
células entrem em apoptose, por meio da prevencdo da desnaturacdo protéica
intracelular, estabilizando filamentos de actina, inibindo enzimas-chave envolvidas
no processo de morte celular (GARRIDO et al., 2006; LAINE; TAKEUCHI,
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TARNAWSKI, 2008) e, adicionalmente, favorecendo a cicatrizacdo de Ulceras
gastricas (OKABE; AMAGASE, 2005).

Estudos tém demonstrado que catelicidinas e B defensinas aceleram a
cicatrizacdo de Ulceras em células epiteliais gastricas além de serem importantes
peptideos catibnicos que impedem a colonizacdo bacteriana (YANG et al., 2006).
Em se tratando dos TFFs, esses fatores regulam a reepitelizacdo da mucosa,
exercendo acdo protetora (TAUPIN; PODOLSKY, 2003; LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008).

C) Defesa Sub-epitelial (Fluxo Sanguineo)

A microcirculacdo da mucosa garante o suprimento de oxigénio e de
nutrientes e mantém o pH do microambiente relativamente elevado (WALLACE,
2008; TULASSAY; HERSZENYI, 2010). Na presenca de substancias irritantes ou da
préopria retrodifusdo acida ocorre um aumento significativo no fluxo sanguineo da
mucosa, levando a hiperemia gastrica, evento mediado por nervos aferentes
sensoriais (TULASSAY; HERSZENY]I, 2010) e, em parte, pelo NO (HOLZER, 2006).

Se o fluxo sanguineo para o estbmago € interrompido, o pH diminui
bruscamente causando lesdes hemorragicas e, possivelmente, necrose. Isto é
observado em casos de oclusdo mecéanica da artéria gastrica ou pela administracao
de um vasoconstritor, como endotelina (WALLACE; MCKNIGHT, 1990; WALLACE,
2008).

O controle do fluxo sanguineo se da por acdes do SNC e entérico, pela
regulacdo paracrina de horménios, pelos fatores de crescimento e eicosandides,
tendo destaque para a producao local das PGs (Bl; KAUNITZ, 2003).

As células endoteliais que revestem 0s microvasos geram potentes
vasodilatadores, como oOxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGIl,), que protegem o
epitélio gastrico contra lesbes e danos ocasionados por substancias
vasoconstritoras, tais como leucotrienos C,4, tromboxano A, e endotelina, sendo,
dessa maneira, responsaveis pela manutencdo da viabilidade celular endotelial,
impedindo a agregacado plaquetaria e aderéncia de leucocitos, prevenindo, assim, 0
comprometimento da microcirculacao (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).
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D) Inervagcdo Sensorial da Mucosa Gastrica

Uma resposta imediata as altas concentracdes de acido na mucosa gastrica é
possivel devido aos nervos aferentes sensoriais (WALLACE, 2008) que envolvem
vasos da mucosa e submucosa formando naquela um denso plexo (HOLZER, 2006;
HOLZER, 2007).

Esses neurbnios liberam neurotransmissores como a substéancia P e o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), resultando no relaxamento do
musculo liso que cerca as arteriolas, com consequente elevacao do fluxo sangtineo
na mucosa. O efeito relaxante do CGRP no musculo liso vascular é mediado pelo
oxido nitrico (agindo na guanilil ciclase soltvel - GCs), mas também ha indicios da
participacdo de prostaglandinas nessa resposta vasodilatadora (HOLZER, 1998;
EVANGELISTA, 2006; OHNO et al., 2008; TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

E) Reconstituicdo do Epitélio Gastrico

A reepitelizacdo e manutencao da mucosa gastrica sdo processos dindmicos
associados com a proliferacdo e migracdo de células epiteliais e do tecido
conjuntivo, necessarios a recuperacdo e manutencdo da arquitetura das camadas
gastricas (JOHNSON, 1994; INEU et al., 2008), constituindo um processo chave na
cicatrizacdo de Ulceras pépticas (TARNAWSKI et al., 2001; INEU et al., 2008).

Envolve uma série de eventos complexos que interigam mecanismos de
protecado e reparacdo de danos, resultando na reconstrucéao tissular (HOLZER, 2001;
INEU et al., 2008) e permitindo a substituicdo das células superficiais epiteliais
danificadas ou envelhecidas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A proliferacdo das células pré-genitoras € controlada por fatores de
crescimento (fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de
fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular (VEGF), fator de
crescimento derivado de plaquetas (PDGF), dentre outros) que estimulam
proliferacéo, deslocamento, contratilidade e diferenciacdo celulares (TARNAWSKI et
al., 2001; KUMAR et al., 2005).

Além da recuperacao das estruturas epiteliais, novos microvasos sdo gerados

para assegurar um adequado suprimento de oxigénio e nutrientes para a
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cicatrizacdo da mucosa (TARNAWSKI et al., 2001; GUO et al., 2002; SANCHEZ-
FIDALGO et al., 2004).

A restituicdo da superficie do epitélio depois de um dano ocorre dentro de
minutos, a completa renovacdo se da entre 3-7 dias e a substituicdo das células
glandulares € observada dentro de alguns meses (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI,
2008).

1.3.1 Fatores Moduladores da Mucosa Gastrica
A) Oxido Nitrico

O O6xido nitrico € um mediador gasoso, lipossolivel e instavel, gerado
endogenamente com grande importancia na manutencao da integridade da mucosa
gastrica, compartilhando muitos efeitos bioldgicos com as PGs (MUSUMBA,
PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

Trata-se de uma pequena molécula sintetizada pela enzima Oxido nitrico
sintase (NOS) que existe em trés isoformas, duas enzimas constitutivas (cNOS)
dependentes de Ca?*'/calmodulina - NOS neuronal (nNOS) e a NOS endotelial
(eNOS) - e uma forma induzida (iNOS), que é independente de Ca* (MUSUMBA;
PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

Geralmente, eNOS e nNOS produzem baixas quantidades de Oxido nitrico
que executa muitas funcdes fisiolégicas como a reparacdo e cicatrizacao da Ulcera,
aumentando o fluxo sanguineo da mucosa e promovendo a angiogénese (através do
estimulo do VEGF). Por outro lado, INOS pode participar da cicatrizacdo da Ulcera
por promover o fluxo sanguineo ou, inversamente, induzir a lesdo da mucosa
através do aumento da apoptose, dependendo de fatores como o tipo do tecido, a
quantidade e duracdo da expresséo da NOS e, provavelmente, do estado redox dos
tecidos (CALATAYUD; BARRACHINA; ESPLUGUES, 2001; MUSUMBA,;
PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

O NO é reconhecido por acentuar a secrecdo de muco, bicarbonato e fluxo
sanguineo da mucosa gastrica e por inibir a secrecdo &cida gastrica, evitar a

ativacdo de neutréfilos e aderéncia ao endotélio vascular, proporcionando
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gastroprotecdo (CHANDRANATH et al, 2002; FERREIRA et al, 2008;
BRZOZOWSKI, 2003; BRZOZOWISK et al., 2008).

As diversas funcdes delegadas ao NO estéo relacionadas ao envolvimento da
via da guanilil ciclase solavel (GCs), com a producdo do monofosfato ciclico de
guanosina (GMPc), o qual ativa a proteina cinase dependente de GMPc (PKG),
iniciando uma cascata de fosforilacdo, ativando alvos como fosfodiesterases e
canais iGnicos para a obtencao de respostas celulares as quais irdo contribuir para a
homeostase (DENNINGER; MARLETTA, 2001; MONCADA; HIGGS, 2006; LANAS,
2008).

B) Prostaglandinas (PGs)

As PGs sdo metabdlitos ativos do &cido araquiddnico, formadas pela acéo
das enzimas ciclooxigenases (COX-1 e COX-2) (MOTILVA et al., 2005; POONAM,;
VINAY; GAUTAM, 2005). Aquelas formadas por acdo da COX-1 (enzima
constitutiva) estdo envolvidas com a citoprotecao por meio de regulacdes da acidez
gastrica, fluxo sanguineo e motilidade, além da producdo de muco e bicarbonato,
enquanto que as provenientes da COX-2 (indutiva) sdo responsaveis pelo processo
inflamatorio, pela regulagcdo da aderéncia leucocitaria nos vasos, angiogénese e
reparo celular através de fatores de crescimento (KONTUREK; KONTUREK;
BRZOZOWSKI, 2005). Outra isoforma das ciclooxigenases, € a COX-3
(CHANDRASEKHARAN et al., 2002), uma variante da COX-1, no entanto, nao
possui atividades enzimaticas que leve a producdo de eicosanoides (BOTTING;
AYOUB, 2005).

A integridade da defesa da mucosa gastrica depende da producao continua
de prostaglandina E, (PGE;) e prostaciclina (PGl;), mediada pela COX-1 e COX-2,
que catalisa a etapa limitante na conversdo do acido araquidbnico em
prostaglandina endoperoxido (PGG,) e prostandides. PGE, e PGIl, sdo potentes
vasodilatadores e controlam quase todos os aspectos de defesa e cicatrizagdo da
mucosa gastrica (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006).

As diversas fungcbes da PGE; sdo mediadas por quatro receptores acoplados
a proteina G (EP; a EP,) e as da PGl por receptores IP (DEY; LEJEUNE; CHADEE,

2006). Em se tratando dos receptores EP, eles utilizam diferentes vias de
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sinalizacdo: PGE, induz a producdo de Ca®" intracelular quando acoplada aos
receptores EP; (inibindo motilidade gastrica e estimulando secrecdo de bicarbonato)
(BAUMGARTNER et al.,, 2004; TANAKA et al., 2005; TAKEUCHI et al., 2006);
aumenta AMPc ao ativar receptores EP; (inibindo apoptose e aderéncia neutrofilica
e suprimindo a expressao de TNFa) (TAIRA; WATANABE; TANIGAWA et al., 2007)
e EP, (acentua a secrecdo de muco e bicarbonato, acelera o processo de
cicatrizacdo, além de inibir apoptose e aderéncia neutrofilica e suprimir a expressao
de TNFa) (LARSEN; HANSEN; BINDSLEV, 2005; HATAZAWA et al., 2007; TAIRA;
WATANABE; TANIGAWA et al., 2007).

PGE, ainda pode diminuir a concentracdo de AMPc quando sinaliza ao se
ligar aos receptores EP3, 0 que culmina na inibicdo da secrecdo acida (KATO et al.,
2005; NISHIO et al., 2007). Por sua vez, a ativacdo de receptores IP, pela PGl,,
ocasiona reducao da secrecao gastrica e aumenta a resisténcia aos danos gastricos
induzidos por isquemia e reperfuséo (KOTANI et al., 2006; WALLACE, 2008).

C) Sistema de Defesa Antioxidante e Grupamentos Sulfidrilas

Radical livre € definido como qualquer &tomo, grupo de atomos ou molécula
com um elétron ndo pareado ocupando uma Orbita externa, conferindo alta
instabilidade quimica Como exemplos, ha o anion superdxido (*O,), o radical
hidroxila (*OH) e o 6xido nitrico (*ON) (DROGE, 2002; VANCINI et al., 2005).

Entretanto, existem compostos igualmente reativos que ndo possuem elétron
desemparelhado na ultima camada eletrbnica, (recebendo uma nomenclatura mais
ampla) sendo denominados, portanto, de espécies reativas de oxigénio (EROSs) ou
de nitrogénio (ERN), incluindo o peréxido de hidrogénio (H20;), o cétion nitrosonium
(NO™), o anion nitroxila (NO") e o peroxinitrito (ONOO") (DROGE, 2002; VANCINI et
al., 2005).

A producdo de EROs e de ERN, entre outras espécies reativas, é parte
integrante do metabolismo humano e é observada em diversas condi¢cbes
fisioloégicas, possuindo importantes funcdes biolégicas, como na fagocitose,
fendbmeno em que essas espécies sdo produzidas para eliminar o agente agressor
(VASCONCELOS et al., 2007).
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As EROs, pelo fato de serem formadas pela reducao incompleta do oxigénio,
apresentam elevada reatividade quimica, sendo responsaveis por alteracdes
celulares severas, atacando proteinas, lipidios, carboidratos e acidos nucléicos,
resultando no comprometimento de funcdes bioldgicas, na formacdo de compostos
toxicos e até em morte celular (necrose e apoptose), como consequéncia do
estresse oxidativo (KAHARAMAN et al., 2003; INEU et al., 2008; SCHNEIDER;
OLIVEIRA, 2004).

Dentre os componentes celulares passiveis a acdo dessas espécies reativas,
a membrana celular constitui um importante alvo, tendo em vista a grande
disponibilidade e susceptibilidade dos acidos graxos poliinsaturados, o que leva a
peroxidacao lipidica. Os produtos finais desse processo sdo o0s hidroperéxidos
lipidicos, que podem se decompor em aldeidos, sobretudo malondialdeido (MDA),
sendo considerado biomarcador de lesdo oxidativa, além de hidrocarbonetos
volateis, como o etano e o pentano (ROVER-JUNIOR, 2001; SOUZA, FERNANDES;
CYRINO, 2006).

O estresse oxidativo é o resultado de uma producéo exacerbada de EROs, a
partir de um desequilibrio entre os sistemas pro e antioxidante, com predominio dos
oxidantes (DROGE, 2002; VANCINI et al., 2005; FINKEL; HOLBROOK, 2000;
SCHAFER; BUETTNER, 2001; VASCONCELOS et al., 2007). Para garantir a
homeostasia, 0 organismo conta com um sistema antioxidante enzimatico e nao-
enzimatico.

O sistema enzimatico é representado, principalmente, pelas enzimas
antioxidantes: a superéxido dismutase (SOD) que catalisa a dismutacdo do anion
radical superéxido (O;¢) a peréxido de hidrogénio (H202) e O,, a catalase (CAT) que
atua na decomposicéo de H,0, a O, e H,0O e a glutationa peroxidase (GPx), que age
sobre peréoxidos em geral, com utilizacdo da glutationa (VASCONCELOS et al.,
2007).

O sistema antioxidante ndo enzimatico € formado por muitas substancias,
com destaque para a glutationa (GSH), principal composto antioxidante intracelular,
além dos tocoferdis, ascorbato, acido urico e B-caroteno, proteinas de transporte de
metais de transicdo, como a transferrina (transporte do ferro) e ceruloplasmina
(transporte do cobre e oxidagdo do ferro para ser captado pela transferrina)
(HALLIWELL; GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).
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A glutationa é o mais abundante tiol de baixa massa molecular, encontrado
intracelularmente em altas concentracdes, essencial em todos 0s organismos
aerobicos, possuindo papel central na biotransformacdo e eliminacdo de
xenobidticos e na defesa das células contra o estresse oxidativo (JOSEPH;
MANNERVIK; MONTELLANO, 1997; HUBER; ALMEIDA; DE FATIMA, 2008).

Muitas das reacdes da GSH envolvem o grupo sulfidrila (SH), altamente
polarizavel, tornando-o um bom nucledfilo para reagcbes com compostos quimicos
eletrofilicos. Esta habilidade de doar elétrons a outros compostos faz da glutationa
um bom redutor. A combinacédo de sua abundancia nos organismos aerébicos e das
propriedades quimicas do grupo sulfidrila sustentam a hipétese de que a GSH surgiu
na evolucdo bioguimica como um protetor contra espécies reativas de oxigénio e
compostos eletrofilicos gerados por processos oxidativos no organismo (HUBER;
ALMEIDA; DE FATIMA, 2008).

Os metais de transicdo sdo potenciais formadores de espécies reativas
através da reacdo com outros compostos, uma vez que sofrem reagbes redox.
Decorre, dai, a necessidade de serem transportados associados a proteinas,
impedindo que essas reacdes ocorram (VASCONCELOS et al., 2007).

Assim, o sistema de defesa antioxidante constitui uma importante protecao
contra injurias gastricas, uma vez que ha evidéncias consideraveis sobre a
participacdo de EROs na etiologia e fisiopatologia da uUlcera péptica (REPETTO;
LLESUY, 2002; KHOSLA et al, 2004; AL-MOFLEH et al., 2006).

1.4 Etiologia da Ulcera Péptica

Ulcera péptica € um termo convenientemente utilizado para se referir as
lesbGes que acometem o trato gastrintestinal (LIU; CRAWFORD, 2005). Elas atingem
a superficie da mucosa esofagica, gastrica ou intestinal, podendo lesionar vasos,
nervos e as camadas teciduais mais profundas como a camada muscular,
conduzindo a necrose tissular (TARNAWSKI, 2005) (Figura 3).
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Figura 3 - Ulcera péptica e as camadas lesionadas. (Modificado de http://hopkins

gi.nts.jhu.edu/images).

O sintoma predominante da Ulcera péptica é a dor epigastrica, que pode ser
acompanhada por eventos dispépticos como plenitude pés-prandial, distensdo
abdominal, saciedade precoce, nauseas, vomitos e perda de peso, pelo receio em
ingerir a comida. Em pacientes com Uulcera duodenal, a dor epigastrica ocorre,
normalmente, durante o jejum ou a noite e, geralmente, € aliviada pela ingestdo de
alimentos ou antiacidos. Cerca de um terco dos pacientes também tém azia e a
maioria ndo apresenta esofagite erosiva (MALFERTHEINER; DENT; ZEIJLON,
2002; MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009; RAMAKRISHNAN; SALINAS,
2007).

A complicacdo mais frequente e grave da Ulcera péptica é o sangramento, 0
que é relatado em 50-170 para cada 100 mil, com o maior risco em pessoas com
idade superior a 60 anos. A perfuracéo é ainda menos frequente com uma incidéncia
de 7-10 para cada 100 mil. As lesdes crénicas podem ser assintomaticas e, em
particular, isto é visto nos casos de ulceras ocasionadas por AINEs, nas quais a
primeira manifestacdo clinica € a hemorragia digestiva ou perfuracao
(GUSTAVSSON, 1992; LONGSTRETH, 1995; GISBERT; PAJARES, 2003;
MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009).

Essa afeccéo tem etiologia multifatorial, agrupando disturbios fisiopatologicos,

fatores genéticos e ambientais, sendo considerada uma das doengas cronicas mais
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comuns nos dias atuais (CRAWFORD; WHITE, 2002; KONTUREK; KONTUREK;
BRZOZOWSKI, 2005).

Os danos na mucosa gastrica podem se desenvolver a partir de um
desequilibrio entre agentes citodestrutivos endodgenos juntamente com os fatores
ambientais (secrecdo de &cido e pepsina, geracdo de EROs culminando em
estresse oxidativo e associados ao consumo de é&lcool, estilo de vida estressante,
terapéutica prolongada com antiinflamatorios nao-esteroidais (AINES), tabagismo e a
presenca da bactéria Helicobacter pylori,) e os fatores citodefensores do estémago
(muco e bicarbonato, fluxo sanguineo, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas (PGs),
fatores de crescimento e regeneracdo celular e sistema de defesa antioxidante)
(KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; LIMA et al, 2006;
RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

O uso abusivo do alcool induz dano intenso a mucosa gastrica por promover
distarbios da microcirculacdo, isquemia e geracdo de radicais livres, liberacdo de
endotelina, degranulacdo de mastdcitos com liberacdo de histamina, aumento dos
mediadores IL-18 e TNFa (KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002;
BARBASTEFANO et al.,, 2007), inibicdo de prostaglandinas e diminuicdo da
producdo de muco gastrico (PARK et al. , 2004; ARAWWAWALA; THABREW,
ARAMBEWELA, 2010). Esse agente quimico também aumenta o fluxo de Na+ e K+
para o lumen e estimula a secrecdo de pepsina juntamente com a liberacdo de
histamina (SZABO; BROWN, 1987; MORIMOTO et al., 1991; MORAES et al., 2009).
O etanol no organismo € metabolizado a substéncias téxicas, a exemplo do
acetaldeido, ocorrendo a liberacdo de anion superéxido e hidroperoxido
(UMAMAHESWARI et al., 2007) que afetam a integridade celular, especialmente,
devido aos danos mitocondriais que conduzem ao estresse oxidativo (HIROKAWA et
al., 1998; JAINU; DEVI, 2006).

O estilo de vida estressante ligado a exposicdo a situacdes aversivas
ocasiona irritabilidade, ansiedade, impulsividade, dificuldade de concentragéo, perda
ou excesso de apetite, depressao e panico (MARSOLLA, 2009). A patogénese da
lesdo da mucosa relacionada ao estresse tem sido associada ao comprometimento
de mecanismos protetores da mucosa, como microcirculagéo e sistema antioxidante,

além do aumento da secrecao gastrica (LIMA et al., 2008).
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Eventos estressantes ocasionam ag¢Oes sobre a glandula supra-renal,
liberando adrenalina e cortisol que por feedback no hipotalamo estimulam o sistema
nervoso simpatico, ocorrendo a liberacdo de mais catecolaminas e glicocorticéides.
Em decorréncia do aumento do cortisol liberado no organismo, observa-se o
aumento na secrecdo de acido cloridrico e pepsinogénio e diminuicdo do muco
protetor intestinal, ja o excesso de adrenalina acarreta vasoconstricdo com liberagéo
de EROs, podendo culminar em injurias gastricas (MARSOLLA, 2009).

As acdes dos glicocorticéides na formacéo da ulcera tém sido estudadas ha
vérias décadas e o relato acima se refere a idéia inicial, no qual os referidos
hormbnios sdo caracterizados como prejudiciais para a mucosa gastrica (GRAY;
BENSON; REIFENSTEIN, 1951; WEISS, 1971; MURPHY; WIDEMAN; BROWN,
1979; BLACK, 1988; KUWAYAMA; MATSUO; EASTWOOD, 1991; WEUSTEN,;
JACOBS; BIJLSMA, 1993; CARPANI DE KASKI et al., 1995). Em contraste, outra
visdo vem se consolidando, na qual um numero consideravel de investigactes
demonstram um importante papel gastroprotetor (URUSHIDANI; KASUYA; OKABE,
1979; TAKEUCHI et al., 1989) relacionado tanto aos niveis basais de
glicocorticéides enddgenos quanto aos estimulados pelo estresse (FILARETOVA,
1990; FILARETOVA; FILARETOV; MAKARA, 1998; FILARETOVA et al., 1999), se
contrapondo a acdo ulcerogénica de um tratamento prolongado com doses
farmacoldgicas desse hormoénio (FILARETOVA; BAGAEVA; MAKARA, 2002). Esses
estudos sugerem e sao argumentos fortes de que a ativacdo do eixo Hipotalamico-
Pituitaria-Adrenal (HPA) induzida pelo estresse, culminando na liberagdo de
glicocorticéides, constitui um fator citoprotetor (FILARETOVA, 2006).

As mitocdndrias sdo capazes de armazenar grandes quantidades de calcio e,
ao mesmo tempo sao as principais fontes geradoras de radicais livres nas células
(MUTHURAMAN; SOOD, 2010). Alguns estudos demonstram que o0 aumento de
calcio pode estimular a geracdo de radicais livres, favorecendo o desenvolvimento
de Ulcera péptica (LUTNICKI et al., 1992; LUTNICKI et al., 2006).

O estresse oxidativo esta relacionado com ameacas a funcdo e viabilidade
celular, resultando na ativacdo dos mecanismos de reparo ou apoptose e, as vezes,
necrose. O processo de apoptose (morte celular programada) desempenha um
papel fundamental no desenvolvimento das injarias gastricas (MUTHURAMAN;

SOO0D, 2010). Assim, entende-se que as Ulceras induzidas por estresse envolvem
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danos por EROs e alteragbes de enzimas antioxidantes, além da participacdo de
acido e pepsina (DAS; BANERJEE,1993; SAIRAM et al., 2002; SAHIN; GUMUSLU,
2007).

As drogas antiinflamatorias ndo-esterdidais (AINEs) sdo acidos organicos
fracos (pKa 3-5) que contém um grupo acido monocarboxilico em sua estrutura
(BJARNASON et al., 2007). Permanecem como terapia de primeira linha para o
tratamento da osteoartrose e artrite reumatdide (ABDALLAH, 2010) e sé&o
amplamente prescritos para o tratamento da dor, febre, inflamacdo e trombose
(BLANDIZZI et al., 2009). No entanto, seu uso esta associado a ocorréncia de
relevantes efeitos adversos ou toxicidade gastrintestinal, tais como erosoes
gastricas, ulceracfes, hemorragias, perfuracdes e predisposicdo a complicacbes de
Ulceras pré-existentes (WALLACE, 2001; GRIFFIN; SCHEIMAN, 2001; BLANDIZZI
et al., 2009).

As lesdes gastricas induzidas pelos AINEs se dado através de duas vias
principais: efeitos citotoxicos diretos no epitélio (acéo local) e a inibicdo da atividade
das enzimas ciclooxigenases COX-1 e/ou COX-2 (efeito sisttmico) que € o mais
relevante no desenvolvimento dessa doenca (WALLACE, 2008).

A acdo local ocorre devido a presenca do grupo carboxilico na estrutura dos
AINEs, o qual confere propriedade emulsificante e habilita essas drogas a se
associarem quimicamente aos fosfolipidios presentes na membrana, prejudicando
as propriedades hidrofébicas da barreira, a fluidez dos lipidios, a espessura da
camada protetora, a resisténcia a flexdo e ocasiona formacao de poros. Isso permite
a retrodifusdo do &cido, levando a morte celular por apoptose e necrose e
desenvolvimento de Ulceras gastricas (DARLING et al., 2004; LICHTENBERGER et
al., 2006).

O efeito sistémico é decorrente da propriedade dos AINEs em suprimir a
sintese de prostaglandinas (AKARCA, 2005; WALLACE, 2008), ocasionar infiltragcao
neutrofilica (WALLACE; KEENAN; GRANGER, 1990; KONTUREK et al., 2002),
comprometer o balango do 6xido nitrico (SLOMIANY; PIOTROWSKI; SLOMIANY,
1999a,b; KONTUREK et al., 2002), produzir radicais livres (UTSUMI et al., 2006),
que representam um papel proeminente na injuria microvascular (NAITO;
YOSHIKAWA, 2006) e morte celular (KUSUHARA et al., 1999; KONTUREK et al.,

2002). Diante disso, as propriedades irritantes gastrintestinais dos AINEs devem
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constituir o maior entrave a sua utilizacdo como antiinflamatoérios (CHIBA et al.,
2008).

A nicotina, um alcaldide soliuvel em agua, é rapidamente absorvida pelo
sistema respiratorio, trato gastrintestinal, pele e membranas mucosas e,
principalmente, metabolizada no figado (EJAZ; LIM, 2005). Os efeitos nocivos do
cigarro sobre a mucosa gastrica sdo atribuidos aos fatores vasculares (HUI et al.,
1991), diminuicdo da sintese de prostaglandinas (BAUMEISTER et al., 1995; WONG
et al., 2002), supressao da liberacdo de 6xido nitrico (MA et al., 1999), reducé&o no
contetdo de muco e dos niveis de glutationa (WONG et al., 2002), aumento no
recrutamento de polimorfonucleares (PMN), como neutrdfilos, no tecido gastrico
(QUI et al., 2004), aumento da concentracdo de sais biliares, elevacdo do nivel de
vasopressina endégena, aumentando a producédo de fator ativador de plaguetas e
endotelina, e reduzindo o nivel de circulacdo de fator de crescimento epidérmico
(MAITY et al.,, 2003; DENIZ et al.,, 2009). Além disso, o tabagismo também
potencializa as Ulceras causadas por alcool, estresse, AINEs e H. pylori (MAITY et
al., 2003).

A infeccdo pelo Helicobacter pylori possui um papel importante no
desenvolvimento de Ulceras géastricas (CORREA; HOUGHTON, 2007). O bacilo
gram-negativo H. pylori que coloniza todo o epitélio gastrico, tem sido associado a
Ulcera gastrica e duodenal. Foi constatado que a erradicacdo dessa bactéria esta
relacionada a cura definitiva da ulcera péptica (MALFERTHEINER; LEODOLTER;
PEITZ, 2000; MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009).

Essa bactéria tem alta atividade ureasica, produzindo aménia para se
proteger do ambiente gastrico. A producdo de aménia pelas bactérias no epitélio e
nas glandulas do antro impede a sensibilidade das células D para os verdadeiros
niveis de acidez, levando a inapropriada inibicdo da somatostatina, ao aumento da
gastrina e, conseqientemente, ao excesso da secrecdo acida. O efeito trofico de
hipergastrinemia induzida por H. pylori induz também hiperplasia das células ECL e
das células parietais (DIXON, 2000; MALFERTHEINER; CHAN; McCOLL, 2009).

Pacientes com infeccdo por H. pylori tém os niveis de gastrina aumentado,
apresentam diminuicao da producdo de muco gastrico e da secrecao de bicarbonato
na mucosa duodenal, favorecendo a formacgéo de Ulcera péptica (RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007).
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H. pylori causa uma resposta inflamatdria na mucosa gastrica, com a inducao
de citocinas (predominantemente interleucina 8 e interleucina 1B), influxo de
neutrofilos e macréfagos na mucosa gastrica, com liberacdo de enzimas lisossomais,
leucotrienos e EROs, além dos efeitos dos fatores de viruléncia cagA e vacA,
prejudicando a defesa da mucosa e impulsionando 0 processo imunopatogénico da
ulcerogénese (DHAR et al., 2003; STOICOV et al., 2004; MALFERTHEINER; CHAN;
McCOLL, 2009).

Recomenda-se que, especialmente, pacientes idosos e/ou com sintomas
graves devam ser submetidos a endoscopia, além de ser aconselhada a realizacao
do teste de infeccdo por H. pylori, descontinuacdo do uso de AINEs, da préatica do
tabagismo e do consumo de alcool (RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

1.5 Epidemiologia

A prevaléncia de Ulcera péptica € estimada em aproximadamente 10% na
populacdo mundial (ZAPATA-COLINDRES et al., 2006) acometendo cerca de 14,5
milhdes de pessoas (SRIKANTA; SIDDARAJU; DHARMESH, 2007).

Aproximadamente 500 mil pessoas desenvolvem Ulcera péptica nos EUA a
cada ano. Em 70 % dos pacientes, esta doenca surge entre 25 e 64 anos. Os custos
diretos e indiretos anuais com os tratamentos estdo estimados em cerca de 10
bilhbes de doblares (SONNENBERG; EVERHART, 1996; RAMAKRISHNAN;
SALINAS, 2007).

Tanto as Ulceras duodenais quanto as gastricas acometem mais homens que
mulheres. As duodenais numa propor¢cdo de 4:1 enquanto que as gastricas, 3,5:1
(MOHAN, 2002; JAIN et al., 2007), sendo a faixa etéria de maior incidéncia de 30-55
anos e de 50-70 anos, respectivamente (ABITOL, 2005).

Essa diferenca na incidéncia das Ulceras quanto ao sexo esté relacionada,
provavelmente, as acdes dos esterdides sexuais endogenos (LASZLO et al., 1997;
DRAGO et al., 1999; SZEPES et al., 1999), pois alguns estudos demonstram que a
testosterona enddgena parece ter acdes danosas significativas para a mucosa
gastroduodenal, durante o desenvolvimento de Ulceras provocadas por cisteamina

ou etanol, por aumentar a expressdo de receptores para vasopressina, um agente
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vasoconstritor (LASZLO et al., 1992; LASZLO et al., 1993; LASZLO et al., 1997). Ja
com relacdo aos esteroides sexuais femininos, a progesterona e o estrégeno
apresentam papéis opostos sobre a mucosa gastroduodenal, visto que a
progesterona exerce uma acao protetora, por aumentar a espessura da camada de
muco e mediar a permeabilidade microvascular no estdmago e duodeno
(MONTONERI; DRAGO, 1997; LASZLO et al., 1997; DRAGO et al., 1999), ao passo
que o estrogeno/17B-estradiol tem efeito agressor, (DRAGO et al., 1999; SZEPES et
al.,, 1999; MORSCHL et al.,, 2000), possivelmente, por levar a inativacdo de
prostaglandinas no estbmago (ELEGBE, 1978).

Nos paises ocidentais, as Ulceras duodenais sdo mais frequentes, enquanto
gue nos paises orientais ha predominancia das Ulceras gastricas. Estas diferencas
sdo atribuidas a genética e a dieta diferenciada da populacdo. As estratégias
terapéuticas, nessas regides, também divergem: nos paises ocidentais, a terapia
convencional tem como intencao a erradicacdo do H. pylori enquanto que no oriente,
0S antagonistas dos receptores H, sdo comumente usados juntamente com 0S
inibidores de bomba de protons (ROBERTS; McDONALD, 2003; JAIN et al., 2007).

O H. pylori e 0 uso continuo de AINEs sédo causas predominantes de Ulcera
péptica nos Estados Unidos contabilizando 48 % e 24 % dos casos, respectivamente
(RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

A infeccdo por Helicobacter pylori € superior a 80% em paises em
desenvolvimento; entretanto, apenas 15% das pessoas infectadas desenvolvem
essa afeccdo (MAJUMDAR et al., 2007). Dessa forma, a erradicacdo dessa bactéria
reduz a recorréncia da Ulcera de 67 para 6% em pacientes com Ulceras duodenais e
de 59 para 4% em pacientes com Ulceras gastricas (RAMAKRISHNAN; SALINAS,
2007).

Diante disso, observa-se que a incidéncia das injarias gastricas esta
declinando, possivelmente como resultado da redugdo dos indices de infeccdo por
H. pylori e aumento da administracdo de inibidores de receptores H, e de H*-K'-
ATPase (KANG et al., 2002 apud RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007).

No Brasil, a maioria dos casos relacionados as ulceras sado subnotificados,

tornando impossivel obter dados epidemioldgicos confiaveis (MOTA, 2009).
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1.6 Terapéutica

O tratamento farmacolégico da Ulcera péptica esta relacionado ao uso de
substancias que neutralizem ou inibam a secrecédo acida, reduzam a acao de fatores
agressores ou que promovam o estimulo dos mecanismos protetores da mucosa
gastrica (AIHARA et al., 2003; UMAMAHESWARI et al.,, 2007). Assim, varios
farmacos foram desenvolvidos, buscando a cura ou alivio dos sintomas, sendo eles:
antiacidos, antagonistas dos receptores muscarinicos, antagonistas dos receptores
histaminérgicos H,, inibidores de bomba de protons, citoprotetores, além dos
farmacos com funcéo de erradicar o H. pylori (JAIN et al., 2007) (Figura 4).
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Figura 4 - Alternativas terapéuticas para o tratamento da Ulcera péptica. (Fonte: Adaptado de OLBE;
CARLSSON; LINDBERG, 2003).

Os antiacidos (bicarbonato de sodio, hidréxido de magnésio e hidroxido de
aluminio) foram introduzidos com o objetivo de neutralizar a acidez gastrica reagindo
com HCI para formar H,O e CO,. No entanto, agem apenas no alivio dos sintomas e
desenvolvem efeitos indesejaveis como flatuléncia, nauseas, diarréia ou
constipacdo. Devido ao surgimento de farmacos mais eficazes, esta classe tornou-
se pouco usual (JAIN et al., 2007; AIHARA, et al., 2003; MOSSNER; CACA, 2005;
HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005).
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Na perspectiva de inibir a secre¢cdo acida, surgiram as substancias
anticolinérgicas (pirenzepina e telenzepina), que podem reduzir a producao basal de
acido em cerca de 40-50%, mas, em decorréncia de efeitos colaterais como
taquicardia, boca seca, visdo turva e constipacdo, o uso delas esta cada vez mais
restrito (AIHARA et al., 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005; JAIN et al.,
2007).

Os antagonistas dos receptores histaminérgicos do tipo Hj, (cimetidina,
ranitidina, famotidina, nizatidina e roxatidina) impedem a interacdo da histamina com
0s receptores H,, reduzindo o volume do suco géstrico, bem como a concentracdo
de fons H*. Sdo drogas consideradas seguras, entretanto, com certa incidéncia de
efeitos adversos como, diarréia, cefaléia, tontura, fadiga, dor muscular, prisdo de
ventre, nausea, rash cutaneo, efeitos hematologicos e alteracdo na funcdo do
sistema imune. E ainda podem desenvolver ginecomastia em homens e galactorréia
em mulheres (AIHARA et al.,, 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005; JAIN et
al., 2007).

Os inibidores da bomba de protons atuam ligando-se a H',K*-ATPase na
membrana da célula parietal, inibindo a liberagdo de ions H* para o limen gastrico.
Utilizam-se clinicamente omeprazol, lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol e
esomeprazol sendo consideradas as drogas mais prescritas e eficazes no controle
da secrecdo acida. Alguns dos efeitos adversos incluem nauseas, diarréia, tontura,
hipergastrinemia (JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Também tém sido relatados agentes farmacolbgicos capazes de acentuar os
fatores protetores da mucosa, a exemplo do sucralfato (polissacarideo que estimula
a sintese de prostaglandinas, a producéao local de fator de crescimento epidérmico e
a absorcdo de pepsina), do misoprostol (analogo das prostaglandinas que atua
inibindo a secrecdo de acido, aumentando o fluxo sanguineo e a secrecdo de muco
e de bicarbonato, mas ocasiona diarréias, coélicas abdominais e abortos) e da
carbenoxolona (um derivado do &cido glicirrizico, agindo modificando a composigao
e quantidade de muco gastrico, mas devido aos efeitos adversos como hipertenséo
e retencdo de liquidos, é atualmente utilizada como ferramenta farmacologica)
(BRUNTON, 2001; MOSSNER; CACA, 2005; ALTMAN, 2005; JAIN et al., 2007).

Terapias que envolvem a associagcdao de antimicrobianos com drogas

antissecretérias sdo usadas com sucesso no tratamento de Ulceras pépticas
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associadas a infec¢cdes por H. pylori. Terapia tripla com metronidazol, compostos
bismuticos e tetraciclina ou amoxicilina durante duas semanas € recomendado em
infeccbes por essa bactéria. Entretanto, observa-se que nauseas, diarréia e tonturas
constituem limitacdes a esta terapéutica (JAIN et al., 2007; MAJUMDAR; BEBB,;
ATHERTON, 2007).

A terapéutica da Ulcera tem apresentado grandes avancos, havendo relatos
de que a taxa de cura esta em torno de 95% nos dias atuais (FAN et al., 2005),
estando associada a introducédo dos antagonistas dos receptores H; e aos inibidores
de H" K'-ATPase (ORLANDO; LENARD; ORLANDO, 2007). No entanto, 0s Sérios
efeitos colaterais desenvolvidos pelo uso desses medicamentos, bem como a
elevada taxa de recidiva da doenca, demonstram uma ineficiéncia desses farmacos,
sendo necessaria a busca por agentes antiulcerogénicos que sejam menos toxicos e
mais eficazes (ORLANDO; LENARD; ORLANDO, 2007; MASSIGNANI et al., 2009).

E nesse contexto que as plantas medicinais tém sido utilizadas como matéria-
prima para a sintese de substancias ativas, representando, assim, uma importante e

promissora fonte de novos agentes terapéuticos (ANDREO et al., 2006).

1.7 Plantas Medicinais

O emprego de plantas medicinais, como medicamento, tem uma grande
importancia na terapéutica (KINGHORN, 2002). Segundo a Organizacdo Mundial de
Saude, 80 % da populacdo mundial fazem uso delas no tratamento de suas
afeccbes, a maioria nos paises em desenvolvimento, (GURIB FAKIM, 2006),
podendo ser utilizadas ainda na preparacao de fitomedicamentos (RATES, 2001),
além da possibilidade do isolamento de substancias bioativas destinadas a sintese
de novos farmacos (CECHINEL-FILHO; YUNES, 2001).

A crescente busca por agentes terapéuticos derivados de espécies vegetais
justifica-se pelo surgimento de doencas ainda sem tratamento apropriado, pelo
crescimento do conhecimento cientifico a respeito dos fitoterapicos, como
importantes alternativas terapéuticas (GUARRERA, 2005) e pela falta de acesso a

medicina moderna por grande parte da populacdo brasileira, constituindo, dessa
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maneira, uma alternativa para os medicamentos mais dispendiosos (LIMA et al.,
2006).

A pesquisa envolvendo plantas medicinais € complexa e apresenta um
carater multidisciplinar, envolvendo as areas da botanica, quimica, farmacologia e
toxicologia, principalmente quando o objetivo € encontrar substancias ativas Gteis a
terapéutica (SOUZA-BRITO, 1996; RATES, 2001).

Segundo Holetz et al. (2002), a escolha com base no conhecimento popular
(etnofarmacologia) seria 6bvia, devido ao acumulo milenar das informacgdes. Porém,
a selecdo com base nos constituintes quimicos (quimiotaxondmicos) presentes em
um dado género ou familia torna-se interessante, principalmente pela possibilidade
de se encontrar quantidades elevadas de compostos ativos.

No Brasil, as espécies nativas mais citadas como de uso popular estdo
representadas nas familias Bignoniaceae, Anacardiaceae, Asteraceae,
Leguminosae, Annonaceae, Apocynaceae, Lamiaceae e Euphorbiaceae (BRANDAO
et al., 2006), cujas varias espécies ja tiveram sua atividade antiulcerogénica

comprovada cientificamente.
1.7.1 Plantas com Atividade Antiulcerogénica

Na flora mundial um grande numero de espécies sao usadas na medicina
popular para o tratamento de distirbios gastrintestinais (CORREA, 1984), a exemplo
da Momordica charantia (GURBUS et al., 2000), Matricharia recutita, Melissa
officinalis, Mentha piperita, Silybum marianum (KHAYYAL et al., 2001), Brassica
oleracea, Maytenus aquifolium, Symphytum officinalis, Sorocea blomplandii, Zolernia
ilicifolia (ALONSO, 1998) que sao utilizadas no tratamento da Ulcera gastrica por
reduzirem a secrecdo 4cida, aumentarem a secrecao de mucina, além da producéo
de PGE2 e diminuicao de leucotrienos (REPETTO; LLESUY, 2002); Humulus
lupulus, que atua assemelhando-se ao bicarbonato de sodio na diminuigdo da
acidez. Ja as raizes e rizomas da Glycyrrhiza glabra e inflorescéncias da
Chamomilla recutita sdo usadas nas inflamagdes estomacais como fortalecedoras
da barreira da mucosa gastrica (LEWIS; HANSON, 1991; BRUNTON, 1996;
BROWN; DATTNER, 1998); Bidens pilosa apresenta atividade antissecretéria
(ALVAREZ, et al., 1999); Kaempferia parviflora, relacionada com a capacidade de
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manutencdo da secrecdo de muco (RUJJANAWATE et al., 2005); e, ainda, Cissus
quadrangularis, que possui acdo antioxidante além de suprimir citocinas proé-
inflamatorias (JAINU; DEVI, 2006).

No Brasil, varias plantas tiveram a sua atividade antiulcerogénica
comprovada, dentre elas: Baccharis illinita (BAGGIO et al., 2003), Syngonanthus
arthrotrichus Silveira (BATISTA et al., 2004), Byrsonima crassa (SANNOMIYA et al.,
2005), Alchornea castaneaefolia (HIRUMA-LIMA et al.,, 2006a), Qualea grandiflora
(HIRUMA-LIMA et al., 2006b), Pradosia huberi (KUSHIMA et al., 2005),
Syngonanthus bisulcatus (COELHO et al., 2006), Praxelis clematidea (FALCAO,
2007), Hancornia speciosa (MORAES et al., 2008), Herissantia crispa (LIMA, 2008),
Maytenus rigida (SANTOS, 2008), Byrsonima fagifolia (LIMA et al., 2008), Virola
surinamensis (HIRUMA-LIMA et al., 2009), Maytenus obtusifolia (MOTA, 2009), etc.
Essa atividade farmacologica pode ser atribuida aos diversos metabdlitos
secundarios, podendo-se citar os alcaldides, compostos polifendlicos e terpendides
(sesquiterpenos, triterpenos e diterpenos) (BORRELLI; 1ZZO, 2000).

1.7.2 Familia Annonaceae e Género Xylopia

A familia Annonaceae pertencente a ordem Magnoliales (CRONQUIST,
1981), apresenta 2.300 espécies, distribuidas em aproximadamente 130 géneros
(MAAS et al., 2001). As plantas dessa familia sdo arboreas, sendo as trepadeiras
também muito freqientes (HEGNAUER, 1964).

No Brasil, a Annonaceae possui 26 géneros e 260 espécies (MAAS et al.,
2001), dentre os quais se inclui o género Xylopia que possui aproximadamente 160
espécies (TAKAHASHI; VIEIRA; BOAVENTURA, 2001). Na Paraiba ha 7 géneros de
Annonaceae e 12 espécies de Xylopia (PONTES et al., 2004).

Essa familia é conhecida principalmente por seus frutos comestiveis, tais
como a pinha, fruta do conde ou ata (Annona squamosa L.) e a graviola (Annona
muricata L.), por suas sementes serem fontes de Oleos fixos utilizados como
comestiveis ou para o preparo de sabdo. Outras espécies tém sido empregadas na
producdo de alcool, na perfumaria e na medicina popular para varios propositos
(LEBOEUF et al., 1982).
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Um grande numero de componentes quimicos tem sido isolado do género
Xylopia, incluindo acetogeninas (ALFONSO et al., 1996), consideradas muito
importantes devido aos seus efeitos citotoxico, antimicrobiano e inseticida
(RUPRECHT et al., 1990), dentre elas a xylopiena e xylomatenina com atividade
citotdéxica superior a adramicina para trés linhagens de células tumorais (COLMAN-
SAIZARITORIA et al., 1994), diterpenos do tipo caurano e labdano (VILEGAS et
al.,1991; MARTINS et al.,, 1999; MELO et al.,, 2001; ANDRADE et al. 2004),
sesquiterpenos (MOREIRA et al., 2007; MARTINS et al., 1998), alcalbides
(MARTINS et al., 1998; HARRIGAN et al., 1994), ligndides (WAHI et al., 1995) e
flavonoides (SANTOS; SALATINO, 2000).

Os diterpenos sédo substancias comuns ao género Xylopia, passando a
caracteriza-lo, bem como as suas espécies (VILEGAS et al., 1991) e se tornaram
potencialmente importantes como marcadores quimiotaxondmicos.

Na literatura ha alguns relatos do uso de espécies do género Xylopia na
medicina tradicional. Os frutos de Xylopia aethiopica (Dunal) A. Rich sdo usados
para tratar transtornos estomacais, biliares, disenteria, bronquite, possuindo também
efeitos carminativo e ténico pés-parto (IWU, 1994). As sementes de Xylopia
frutescens Aubl. (Annonaceae) sao usadas no Brasil como antimicrobiano e anti-
reumatico. O &cido caurendico (diterpeno tipo caurano), abundante nas sementes
dessa espécie apresentou atividade antiprotozoaria frente ao Trypanasoma cruzi e
ao Plasmodium falciparum, justificando seu uso na medicina popular (JENETT-
SIEMS et al, 1999; MELO et al, 2001). Osorio e colaboradores (2007)
demonstraram que X. aromatica (Lam) apresenta atividades leishmanicida e

trypanossomicida.
1.7.3 Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul.

Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul. (Figura 5) é uma arvore que mede
entre 5 e 7 metros de altura (MAAS et al., 2001), e é popularmente conhecida como
“pimenteira-da-terra” (CORREA, 1984). Um estudo prévio realizado com o caule
dessa espécie mostrou o0 isolamento de alcalbides, todos derivados do nucleo
isoquinolinico (TAVARES, 2004).
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Figura 5 - Fotos de Xylopia langsdorffiana. Arvore completa e detalhe das folhas (Fernando A. C.

Viana).

O estudo fitoquimico realizado com o extrato hexanico das folhas de Xylopia
langsdorffiana levou ao isolamento de duas substancias, o &cido 8(17),12E,14-
labdatrien-18-6ico (labdano 302) (ANDRADE et al., 2002; TAVARES et al., 2007a) e
do diterpeno atisano ent-atisano-7a,16a diol, o qual foi dado o nome usual de
xylodiol (TAVARES et al., 2007a). A partir do extrato hexanico do caule de X.
langsdorffiana foram isolados dois novos diterpenos: o0 &cido ent-7a-
acetoxitrachylobano-18-6ico (trachylobano-360) e o acido ent-a-hidroxitrachylobano-
18-6ico (trachylobano-318) (TAVARES et al., 2006).

Em se tratando dos relatos sobre atividades farmacoldgicas conferidas aos
diterpenos existentes na espécie Xylopia langsdorffiana tem-se que o labdano 302
apresentou efeito relaxante em traquéia de cobaia e aorta isolada de rato, bem como
atividade espasmolitica em ileo de cobaia e em utero de rata (RIBEIRO, 2003),
sendo esta Ultima acédo por modulacdo positiva dos canais para potassio (SKCa) e
de fosfodiesterases (TRAVASSOS, 2010). Exibiu, ainda, atividade hipotensora em
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ratos normotensos ndo anestesiados, mediada por diminuicdo da resisténcia
vascular envolvendo a enzima NOS e ciclooxigenase endotelial, além de
vasorelaxamento dependente e independente do endotélio vascular (OLIVEIRA et
al., 2006; OLIVEIRA, 2004).

O xylodiol e o trachylobano 360 exibiram uma potente atividade citotdxica
para células tumorais e fraca citotoxicidade frente a fibroblastos V79 e hepatdcitos
(células ndo tumorais) (TAVARES et al., 2006); além de inibir o crescimento, induzir
diferenciacdo em células leucémicas HL60 e K526 (CASTELLO-BRANCO et al.,
2009) e exibir atividade antitumoral in vivo sem sinais de toxicidade e in vitro em
células de sarcoma 180, este dUltimo resultado também observado para o
trachylobano 318 (PITA, 2010). Ja o 6leo essencial das folhas de X. langsdorffiana
apresentou atividade moluscicida (TAVARES et al., 2007b).

1.7.4 Diterpenos Bioativos

Os terpenos, derivados biossinteticamente de unidades de isopreno (CsHg)
sdo um dos maiores grupos de metabdlitos secundarios com papéis importantes em
processos fisioldgicos e patoldgicos. Sdo classificados de acordo com a quantidade
de unidades isoprénicas, sendo assim, chamados: monoterpenos (CsHs),,
sesquiterpenos (CsHg)s, diterpenos (CsHg)s, triterpenos (CsHg)s e tetraterpenos
(CsHg)s (DEWICK, 2002; BREITMAIER, 2006).

Diterpenos como os &cidos caurendico, diidro-caurendico e xyldpico isolados
de Xylopia aethiopica e Alepidea amatymbica tém demonstrado atividade
cardiovascular e diurética em ratos (SOMOVA et al., 2001). Os do tipo labdano tém
apresentado atividades antiinflamatoria (DE LAS HERAS et al., 1994); citotoxica,
citostatica e antineoplasica (DIMAS et al., 1999; TANAKA et al., 2000; DIMAS et al.,
2001; KO et al.,, 2001; ROENGSUMRAN et al., 2001), antiespasmodica uterina
(VEDERNIKOV et al.,, 2000); anti-hipertensiva (TANDON et al, 1992) e
vasorelaxante (LINCOLN; FISHER-SIMPSON, 1983; LINDGREN; ANDERSSON,
1991). O acido ent-15alfa-acetoxicaur-16-en-19-0ico (CA-acetoxi), um diterpeno
caurano isolado de Guatteria juruensis Diels (Annonaceae), apresentou efeito
hipotensor e bradicardico parecendo envolver a participacdo da via NO-GMPc
(RIBEIRO, 2005).
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Nos ultimos anos varios terpenos contidos em extratos de plantas medicinais,
tém sido descritos como gastroprotetores (GIORDANO et al.,, 1990; LEWIS;
HANSON, 1991; MATSUDA et al., 1998; RODRIGUEZ et al., 2002; SEPULVEDA et
al., 2005; ARRIETA et al.,, 2003; SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005;
MORIKAWA et al., 2006), apresentando potente atividade em diferentes modelos de
inducéo de lesbes gastricas, em animais (SOUZA-BRITO et al., 1998; MATSUDA et
al., 2002; MELO et al., 2003) e promovendo a cicatrizacdo de injdrias crénicas em
ratos (RODRIGUEZ et al., 2003).

Diterpenos dos tipos labdano ou abietano isolados de espécies do género
Plectranthus ou de outras plantas como a Croton cajucara tém apresentado
significativa atividade gastroprotetora, em modelos animais (HIRUMA-LIMA et al.,
1999; SCHMEDA-HIRSCHMANN; RODRIGUEZ; ASTUDILLO, 2002; RODRIGUEZ
et al., 2005; RODRIGUEZ et al., 2006; SCHULTZ et al., 2007). Foi relatado que o
diterpeno labdano solidagenona e seus produtos semi-sintéticos reduziram
significativamente as lesGes gastricas produzidas por etanol acidificado na dose de
100 mg/kg (SCHMEDA-HIRSCHMANN; RODRIGUEZ; ASTUDILLO, 2002).
Comparativamente, diterpenos quinondides da espécie Plectranthus grandis
demonstraram maior eficacia, proporcionando gastroprotecdo em doses
extremamente pequenas (5 e 10 mg/kg) (ARAUJO-RODRIGUES et al., 2010).

Diante dessas premissas, 0 presente estudo é de grande relevancia, uma vez
gue busca investigar a atividade gastroprotetora de X. langsdorffiana, levando em
consideracdo o ineditismo do estudo dessa espécie vegetal frente a atividade
farmacolégica relatada e da necessidade de investigar novas alternativas

terapéuticas para o tratamento da Ulcera gastrica.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

2.2

Avaliar a atividade gastroprotetora do extrato etandlico bruto (EEtOH) e da
fase hexanica (FaHex) obtidos das folhas de Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil.
& Tul. em modelos animais que mimetizam a ulcera no homem, contribuindo
para um melhor entendimento da fisiopatologia da injaria gastrica, bem como,
investigar drogas com maior potencial terapéutico ou que sirvam como

ferramenta farmacoldgica.

Objetivos Especificos

Determinar a Concentracdo Letal 50% (CL50) do EEtOH obtido das folhas de
Xylopia langsdorffiana através do bioensaio com Artemia salina Leach;
Executar uma triagem farmacologica comportamental e determinar a Dose
Letal 50 % do EEtOH;

Avaliar, através de triagem farmacoldgica, o efeito gastroprotetor do EEtOH
frente ao agente lesivo HCl/etanol,

Avaliar a atividade gastroprotetora do EEtOH e da FaHex em modelos
classicos de inducéo aguda de ulceras;

Investigar o efeito do EEtOH e da FaHex sobre os parametros bioguimicos da
secrecio gastrica (pH, concentragédo de ions H*, volume de suco gastrico);
Elucidar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos no efeito gastroprotetor
da Xylopia langsdorffiana;

Avaliar a atividade cicatrizante do EEtOH e da FaHex em modelo crbénico de
Ulcera gastrica;

Investigar a toxicidade do EEtOH e da FaHex apds 14 dias de tratamento da
Ulcera induzida por acido acético, através dos parametros: consumo de agua
e racdo, peso corpéreo, peso dos Orgados e analises bioquimicas e

hematoldgicas.
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3 MATERIAL E METODOS
3.1 Material
3.1.1 Local da Pesquisa

Este 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 margo/2009 a
dezembro/2010.

3.1.2 Material Botanico

O material vegetal utilizado nos experimentos de toxicidade aguda e
investigacdo da atividade antiulcerogénica em animais foram obtidos das folhas da
espécie Xylopia langsdorffiana A. St. Hil. & Tul. coletadas no municipio de Cruz do
Espirito Santo, Estado da Paraiba, em Julho de 2002. Esta espécie foi identificada
pela Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata encontra-se depositada no Herbério
Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB, sob cédigo de identificacdo M. F. Agra et
al., 5541.

O extrato etanodlico bruto (EEtOH) e a fase hexanica (FaHex) obtidos das
folhas de Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. &Tul. foram fornecidos pelo colaborador

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

3.1.3 Obtencdo do Extrato Etandlico Bruto e da Fase Hexanica de Xylopia

langsdorffiana

O material vegetal seco e pulverizado das folhas de Xylopia langsdorffiana
(4000 g) foi submetido & maceracao exaustiva com etanol (EtOH) a 95 %, resultando
numa solugcédo etanolica, a qual foi filtrada e concentrada em um rotaevaporador,
obtendo-se o extrato etandlico bruto (EEtOH) — 300 g.

O EEtOH (100 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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obtencéo das fases hexanica (15,79 g), cloroformica, acetato de etila e n-butandlica,

respectivamente (Figura 6).

Maceracédo em etanol (EtOH) a 95% (3x)

Obtencao da solugéo extrativa etandlica |

Concentrac&o em rotaevaporador

Particdo liquido-liquido do EEtOH (100 g)
(Hexano)

| Fase hexanica (15.79 g) I Solugéo hidroalcodlica 1

Cloroférmio

Solug&o hidroalcodlica 2

Acetato de etila

Fase cloroformica |

Fase acetato de etila n " Soluc&o hidroalcodlica 4 n

n-Butanol

| Fase n-butandlica Solugéo hidroalcodlica o

Figura 6 - Marcha fitoquimica para obtencdo do EEtOH e da FaHex das folhas de Xylopia

langsdorffiana. (Realizada pelo grupo de pesquisa do professor Dr. Josean Fechine
Tavares/LTF/UFPB).

3.1.4 Animais

Para a determinacdo da concentracéo letal 50% (CL50) foram usados cistos
de Artemia salina L., provenientes do LABETOX/LTF/UFPB guardados sob
resfriamento de 4° C até a execu¢ado do experimento.

Os animais utilizados nos modelos experimentais de toxicidade aguda e
investigacdo da atividade antiulcerogénica de Xylopia langsdorffiana foram

camundongos (Mus musculus) albinos machos e fémeas, linhagem Swiss pesando
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entre 25-35 g (Figura 7A) e ratos (Rattus norvegicus) albinos machos, linhagem
Wistar pesando entre 180-250 g (Figura 7B), procedentes do Biotério “Prof. Thomas
George” do LTF/UFPB. Os animais foram aclimatados as condi¢des do biotério local,
por cerca de sete dias, antes dos ensaios experimentais, sob temperatura (23 + 20
C) e ciclos claro escuro controlado de 12 horas. Os animais foram alimentados com
racdo Purina tipo pellets e 4gua ad libitum.

Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram submetidos a um jejum
(12-36h) que variou de acordo com o preconizado nas metodologias empregadas.
Os animais (n = 5-9) foram distribuidos em grupos controle negativo (solucdo tween
80 12%), controle positivo (droga de referéncia ou ferramenta farmacolégica) e
amostra vegetal (EEtOH e FaHex).

Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, seguindo os
principios internacionas para o estudo com animais de laboratério (ZIMMERNANN,
1983) e quando necesséario 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 realizacéo do presente trabalho, todos os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA/LTF/UFPB com o
registro n° 0106/09 (ANEXO 1).

Figura 7 - Animais utilizados: (A) camundongo Swiss (Mus musculus) e (B) rato Wistar (Rattus

norvegicus). Foto: Arquivo do Laboratoério de Farmacologia do TGI, 2008.
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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
Co, U.S.A), 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 sédio (QUIMEX-MERCK, Brasil),
fenoftaleina (RIEDEL-DE HAEN, Germany), tween 80 (MERCK, Germany), etanol
(MERCK, Germany) e alcian Blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A), &cido acético
(SYNTH), &cido cloridrico (MERCK, Germany), ketamina 5% (VETANARCOL),
xilazina 2 % (DORCIPEC), cloreto de magnésio (MERCK) e sacarose (SIGMA
Chemical Co, U. S. A).

O EEtOH e a FaHex obtidos de X. langsdorffiana foram solubilizados em
solucdo tween 80 12%. As substancias utlizadas como controle positivo,
carbenoxolona e cimetidina, assim como o0s bloqueadores do Oxido nitrico e
grupamentos sulfidrilicos, N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) e o0 N-

etilmaleimida (NEM), respectivamente, foram solubilizadas em solug&o salina 0,9%.

3.2 Métodos
3.2.1 Ensaios Toxicoldgicos de Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul.

3.2.1.1 Determinacao da Concentracdo Letal 50% (CLso) (MEYER et al., 1982;
NASCIMENTO; ARAUJO, 1999)

A toxicidade do extrato etandlico de Xylopia langsdorffiana foi avaliada
utilizando-se o teste de letalidade com Artemia salina. Os cistos de A. salina (San
Francisco Bay Brand®, EUA) foram armazenados sob resfriamento a 4 °C até a
execucao do experimento. Foram utilizadas larvas de Artemia salina L. (Brine shrimp
Test), microcrustaceo da classe Anostracea, na forma de nauplio, utilizando-se a
Concentracdo Letal Média (CLsp) como parametro de avaliagdo da atividade

bioldgica.
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Em um recipiente retangular de vidro com uma divisoria contendo furos de
aproximadamente 0,02 cm de espessura e distribuidos uniformemente, foi
adicionada agua salina artificial preparada pela solubilizacdo de 38 g de sal marinho
(Marinex®) em 1 litro de agua destilada. Cistos de Artemia salina foram incubados
durante 24 horas (22 - 29 °C) em um dos lados do recipiente que permaneceu sob
iluminagdo. A parte do sistema contendo os cistos foi coberta com papel aluminio,
para que as larvas, apos a eclosao dos cistos, fossem atraidas pela luz do outro lado
do sistema, forcando-as a atravessar a divisoria, sendo coletadas com auxilio de
uma pipeta de Pasteur.

O extrato foi solubilizado em DMSO (4%) e agua salina artificial, a fim de se
obter uma solucdo-mée de 10 mg/mL. A partir desta, foram efetuadas diluicbes para
concentracdes inferiores de 0 - 1000 pg/mL. Foram colocados 5 mL de cada uma
dessas solugdes em tubos de ensaio aos quais foram adicionados 10 nauplios. Cada
concentracéo foi testada em triplicata e repetida em pelo menos trés experimentos.
Um grupo controle foi preparado contendo apenas os solventes e as larvas. O
conjunto permaneceu em incubacao sob luz artificial por 24 h e entdo foi realizada a
contagem do numero de larvas vivas e mortas, para posterior determinacdo da
CL50.

3.2.1.2 Triagem comportamental e determinacdo da Dose Letal 50% (DLsp)
(ALMEIDA et al., 1999)

Este protocolo experimental foi realizado objetivando a avaliacdo das
alteracdes comportamentais frente ao SNC e SNA (ANEXO 2), o consumo de agua
e racdo, a avaliacdo dos 6rgédos alvos e indice de letalidade (DLsp). Para isso foram
utilizados camundongos albinos machos e fémeas da linhagem Swiss pesando entre
25-35 g. Os animais foram submetidos a um jejum de 12 horas, em seguida
divididos em 4 grupos, 2 grupos animais de machos e 2 grupos de animais fémeas.
Cada grupo recebeu o veiculo tween 80 12% (10 ml/Kg) que foi considerado controle
negativo ou o EEtOH de Xylopia langsdorffiana na dose de 2000 mg/kg, por via oral

(gavagem).
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Os animais foram observados durante 72 horas para verificar a ocorréncia de
morte, informagéo, esta, utilizada para determinacéo da DLso.

Durante o intervalo de 1 a 14 dias apdés a administracdo oral do EEtOH-XI
(2000 mg/Kg), foi mensurado como parametro ingesta de agua e racao pelos
animais.

A pesagem dos camundongos foi realizada antes da administragédo do
EEtOH e no 14° dia ap0s 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 Xylopia langsdorffiana A. St.-
Hil. & Tul.

Para avaliar se o EEtOH obtido de Xylopia langsdorffiana apresenta atividade
gastroprotetora, inicialmente foi realizada uma triagem farmacolégica com diferentes
doses usando o modelo de inducdo aguda de Ulcera tendo como agente lesivo
etanol acidificado.

Na avaliacdo da atividade antiulcerogénica do EEtOH-XI e FaHex-X| foram
utilizados modelos experimentais de inducdo aguda de Ulceras gastricas (etanol
absoluto, estresse por imobilizacdo e frio, AINEs (piroxicam) e contensdo de suco
gastrico, os quais garantem reprodutibilidade e mimetizam as causas da Ulcera
gastrica no homem.

Para corroborar os resultados obtidos nesses estudos, foi realizada a
avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico (volume do suco gastrico,
pH e concentracdo de ions H+) utilizando o modelo de ligadura de piloro.

Uma vez constatado o efeito gastroprotetor do EEtOH-XI e da FaHex-Xl,
partiu-se para a elucidagdo dos possiveis mecanismos de acdo envolvidos nessa
atividade farmacoldgica, avaliando a participagdo dos grupamentos sulfidrilicos, do
oxido nitrico e do muco.

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

langsdorffiana no modelo de induc&o de Ulcera por acido acético.
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Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o estbmago
aberto ao longo da grande curvatura, as lesdes ulcerativas foram quantificadas
macroscopicamente através da utilizacdo de uma lupa OLYMPUS Optical TL3 —
SZ40 e expressas como indice de lesdo ulcerativa (ILU) (Figura 8), conforme o
namero e a severidade de les6es (SZELENYI; THIEMER, 1978):

Nivel 1. pontos hemorragicos e ulceragbes até 1mm;

Nivel 2: ulceracdes com 2 mm;

Nivel 3: ulceracdes profundas a partir de 3 mm.

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

Figura 8 - (A) lupa OLYMPUS Optical TL3 — SZ40 e (B) estdbmago de rato ulcerado com etanol

absoluto (—), para determinagéo do ILU (Foto: Arquivo do grupo de farmacologia do TGI).

3.2.2.1 Modelos de inducado aguda de Ulcera géastrica

3.2.2.1.1 Ucera gastrica induzida por HCI/Etanol (Triagem farmacoldgica)
(MIZUl; DOTEUCHI, 1983, modificado)

Os camundongos (n=6-7) foram submetidos a um jejum de 24 horas, divididos
em grupos, em seguida pré-tratados oralmente com carbenoxolona (100 mg/Kg),
para o controle positivo, veiculo tween 80 12% (10 mL/Kg) para controle negativo e
EEtOH obtido das folhas de Xylopia langsdorffiana nas doses 62,5, 125, 250 e 500
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mg/kg. Apés 50 min foi administrada solugéo do agente lesivo 0,3M HCI/Etanol 60%
- 0,2 mL, por via oral e uma hora apés, os camundongos foram eutanasiados, 0s
estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacao do
indice de lesao ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.2 Ulceras gastricas induzidas por etanol (MORIMOTO et al., 1991,

modificado)

Os ratos (n=5-7) foram submetidos a um jejum inicial de 24 horas,
posteriormente, pré-tratados por via oral com carbenoxolona 100 mg/Kg (controle
positivo), veiculo tween 80 12% (controle negativo) e EEtOH ou FaHex obtidos das
folhas de Xylopia langsdorffiana nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Apds 1 hora,
foi administrado 4mL/Kg de etanol absoluto (agente lesivo) aos animais por via oral.
Decorrida 1 hora dessa administracdo, os ratos foram eutanasiados por
deslocamento cervical, os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande
curvatura para determinacdo do indice de lesdo ulcerativo (ILU) (SZELENYI;
THIEMER, 1978).

3.2.2.1.3 Ulceras gastricas induzidas por estresse (imobilizac&o 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 (controle positivo), veiculo tween 80
12% (controle negativo) e EEtOH ou FaHex obtidos das folhas de Xylopia
langsdorffiana nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Trinta minutos apdés a
administracao dos diferentes tratamentos, os 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 (+
1°C) por um periodo de 3 horas para inducdo das ulceras gastricas. Decorrido esse

tempo, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estbmagos
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retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacdo do indice de
leséo ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.4 Ulceras gastricas induzidas por Antiinflamatorio-ndo-esteroidal
(Piroxicam) (PUSCAS et al., 1997, com modificagbes)

Para realizacdo deste protocolo experimental, camundongos (n=5-7) foram
submetidos a um jejum de 24 horas, posteriormente pré-tratados, por via oral, com
cimetidina 100 mg/Kg, antagonista dos receptores H, (controle positivo), veiculo
tween 80 12% (10 mL/Kg) (controle negativo) e EEtOH ou FaHex obtidos das folhas
de Xylopia langsdorffiana nas doses 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Decorridos 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 estbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para
determinacao do indice de leséo ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.5 Inducéo da ulcera gastrica por contenséo do suco gastrico (SHAY et

al., 1945, com modificacfes)

ApGs jejum de 36 horas, os ratos (n = 6-7) foram anestesiados com cloridrato
de quetamina 5 % (relaxante muscular) e cloridrato de xilazina 2 % (anestésico) e
submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apdfise xiféide para ligadura
(amarracéo) do piloro. Em seguida foi realizada a administracao intraduodenal (i.d.)
das substancias: cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo), tween 80 12 % (10 ml/Kg)
(controle negativo) e com a melhor dose do EEtOH ou da FaHex. Quando a via de
administracao foi a oral, o tratamento ocorreu 30 min antes da ligadura do piloro.
Logo apds esse procedimento cirdrgico, as incisées dos animais foram suturadas e
decorridas quatro horas apoés a ligadura, os ratos foram eutanasiados, 0s estdbmagos
retirados e abertos ao longo da grande curvatura para determinacdo do indice de
lesao ulcerativo (ILU) (SZELENYI; THIEMER, 1978).
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3.2.2.1.6 Avaliagdo dos pardmetros bioquimicos do suco gastrico apos
ligadura do piloro (v.o. ei.d.) (SHAY et al., 1945, modificado)

Apos o jejum 36 horas, os ratos (n=5-7) foram anestesiados com cloridrato de
xilazina 2 % (relaxante muscular) e cloridrato de quetamina 5% (anestésico) e
submetidos a uma incisdo longitudinal abaixo da apofise xiféide para ligadura
(amarracéo) do piloro. Em seguida, foi realizada a administracéo intraduodenal (i.d.)
das substancias: cimetidina 100 mg/Kg (controle positivo), tween 80 12% (controle
negativo) e a melhor dose do EEtOH ou da FaHex. Quando a via de administragao
foi a oral, o tratamento ocorreu 30 min antes da ligadura do piloro. Logo apés esse
procedimento cirdrgico, as incisdes dos animais foram suturadas e decorridas quatro
horas apés a ligadura, os ratos foram eutanasiados por deslocamento cervical, as
incisdes reabertas e os estdbmagos retirados para que fosse coletado o contetudo
com a finalidade de se determinar os parametros bioquimicos do suco gastrico:
volume, pH e concentracdo de ions hidrogénio na secrecdo gastrica, de acordo com
o estabelecido pela metodologia citada.

O contetido 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 conteddo estomacal a 3000
rom por 10 minutos e expresso em unidades. Em seguida, foram retirados 10mL do
sobrenadante e distribuidos em aliquotas de 5mL em 2 erlenmeyer para que fosse
prosseguida a titulagdo do suco gastrico e determinada a concentracdo de H*
expressa em mEg/mL/4h. A titulagdo 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)).

3.2.3 Avaliagdo dos Mecanismos de Ac&o Envolvidos na Atividade

Gastroprotetora de Xylopia langsdorffiana

3.2.3.1 Determinacdo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica
(RAFFATULLAH et al., 1990, modificado)
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Apbs o jejum de 36 horas, os ratos (n = 7-8) foram distribuidos em grupos e
posteriormente tratados via oral com 10 mL/kg de veiculo tween 80 12% (controle
negativo), carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), melhor dose da FaHex
obtidos das folhas de Xylopia langsdorffiana. Apds 1 hora de cada administragcéo, 0s
animais, previamente anestesiados com cloridrato de ketamina 5 % e de xilazina
2%, foram submetidos a um procedimento cirdrgico abaixo da apoéfise xiféide para
que fosse realizada a ligadura do piloro com. Transcorrido 4 horas de cada ligadura,
os animais foram eutanasiados, o es6fago foi pingcado para que ndo ocorressem
perdas de contetudo estomacal. O estdbmago retirado e lavado em &gua gelada foi
aberto ao longo da grande curvatura. A porcéo glandular do estdbmago foi separada,
pesada e imersa, por duas horas, em 10 mL de solucdo de alcian blue. O excesso
de alcian blue foi removido lavando-se o estbmago por duas vezes sucessivas, com
7 mL de solucdo 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 foi agitada por 2 min. A emulséo
obtida foi centrifugada por 10 min a 3600 rpm e o0 sobrenadante, descartado. As
absorbancias foram lidas em espectrofotdbmetro (modelo Multisca, marca
Labsystems) a 598 nm. A determinacéo da concentracdo de alcian blue foi feita por
intercalacdo em uma curva padrdo com varias concentracdes de alcian blue. Os

resultados foram expressos em mg de alcian blue/g de tecido.

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

Ratos Wistar machos (n=5-7) foram colocados em jejum por 24 horas e
distribuidos em oito grupos. Conforme o pré-tratamento, 4 grupos receberam o
veiculo tween 80 12% e os outros 4 grupos receberdo N-etilmaleimida (NEM) 10
mg/kg (i.p.), um bloqueador dos grupamentos sulfidrilas. Apos 30 minutos da
administracdo, cada quatro grupos foram tratados por via oral com o veiculo tween

80 12% (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo) e a melhor
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dose do EEtOH e da FaHex. Ap6s 1 hora do tratamento, os ratos receberam 4
mL/kg de etanol (agente lesivo) por via oral. Decorridos mais 60 min, os animais

foram eutanasiados, os estbmagos retirados e abertos para determinacao do ILU.

3.2.3.3 Avaliacdo da participagcdo do Oxido nitrico (NO) na gastroprotecédo
(SIKIRIC; SEIWERTH; GRABAREVIC, 1997)

Apébs jejum de 24 horas, ratos Wistar machos (n=5-7) foram divididos em 8
grupos conforme o pré-tratamento: 4 grupos receberam o veiculo (tween 80 12 %) e
4 grupos receberam N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME) 70 mg/kg (i.p.), um
agente bloqueador da enzima sintase de 6xido. Apés 30 minutos da administracéo,
cada quatro grupos foram tratados por via oral com o veiculo tween 80 12 %
(controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo), e com a melhor
dose do EEtOH (500 mg/Kg) ou da FaHex (250 mg/Kg) das folhas de Xylopia
langsdorffiana. Decorridos mais 1 hora do tratamento, os ratos receberam 4 mL/kg
de etanol (agente lesivo) por via oral. Decorridos mais uma hora os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, os estdmagos retirados e abertos para
determinacao do ILU.

3.2.4 Avaliacédo da Atividade Cicatrizante de Xylopia langsdorffiana

3.2.4.1 Ulcera gastrica induzida por acido acético (OKABE; AMAGASE, 2005,

com modificacdes)

ApoOs jejum de 24 horas, ratos Wistar machos (n=9) foram divididos
aleatoriamente nos grupos Sham, Tween 80 12 % (controle negativo), cimetidina
100 mg/Kg (controle positivo), EEtOH-XI (500 mg/Kg) e FaHex-XI (250 mg/Kg),
anestesiados com cloridrato de xilazina 2 % (relaxante muscular) e cloridrato de
guetamina 5% (anestésico) e tiveram o abdbmen 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
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estbmago, para que fosse aplicada uma solugdo 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. Apos 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
estbmagos foram removidos e abertos no sentido da grande curvatura, para a
determinacdo da area da lesdo ulcerativa - ALU (mm2) 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 andlise histologica. Ao final dos 14 dias de tratamento o sangue foi
coletado e as visceras retiradas para avaliacdo da toxicidade, conforme descrito a

seqguir.

3.2.4.1.1 Avaliagao da toxicidade de doses repetidas do EEtOH e da FaHex de
Xylopia langsdorffiana durante 14 dias no modelo de acido acético

Para corroborar com os resultados anteriores, foram avaliados os possiveis

efeitos das amostras vegetais sobre os animais submetidos ao tratamento diario
com o EEtOH (500 mg/kg) ou a FaHex (250 mg/kg) durante 14 dias. Foram
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avaliados: consumo de &gua e racdo, peso corporal e dos érgados e parametros
bioguimicos e hamatoldgicos.

A) Avaliacdo do consumo de agua e ragéao

Durante os 14 dias de tratamento, foi avaliada a quantidade de agua e racao
consumidas. A racdo era colocada diariamente e, no dia seguinte avaliada a
guantidade consumida pelos ratos. Para avaliar o consumo de agua, seguiu se a
mesma metodologia colocando se mamadeiras graduadas e, no dia seguinte, 0

volume de &gua ingerido pelos animais era mensurado.
B) Avaliacdo ponderal

A pesagem dos ratos foi realizada no 1° dia antes de iniciar 0s respectivos
tratamentos com o EEtOH (250 mg/kg) ou a FaHex (250 mg/kg), cimetidina 100
mg/kg (controle positivo) e solugcédo tween 80 12 % 10 mL/kg (controle negativo), e

no ultimo dia, correspondente ao 14° dia.
C) Avaliacéo do peso dos 6rgéaos

Outro parametro avaliado no modelo de inducédo de ulcera por acido acético,
foi o peso dos 6Orgdos. Ao final do experimento, os ratos foram eutanasiados e

tiveram seus 6rgaos (coracao, figado, rins, baco e pulmao) pesados.
D) Avaliacdo dos parametros bioquimicos e hematoldgicos

Ao final do tratamento durante o periodo de 14 dias, 0s animais passaram por
um jejum de 12 horas, em seguida foram eutanasiados e amostras de sangue foram
coletadas através de puncdo cardiaca. Para andlises 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 funcéo renal, bem como
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aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), marcadores da
funcdo hepatica.

Para a analise hematolégica o sangue foi coletado em tubos contendo
anticoagulante (EDTA) para avaliacdo dos seguintes parametros: contagem de
hemacias, hematocrito, hemoglobina, volume corpuscular médio (VCM),
hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo hemoglobinica corpuscular
média (CHCM), contagem global e diferencial de leucécitos. Foram realizados
esfregacos sanguineos que apos coloracdo foram analisados em microscopio optico
para confirmagédo e controle da contagem diferencial de células sanguineas.

Os parametros bioquimicos e hematolégicos foram determinados utilizando-
se kits especificos para o analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus®
(Roche Diagnostic System) (Figura 12A) e para o analisador hematologico celular
automatico Animal Blood Counter (Vet) (Figura 12B), respectivamente. Os
esfregagos sanguineos foram corados automaticamente no HEMATEL 200® e

analisados em microscépio Optico TAIMIN®, para confirmacdo e controle da

contagem de células.

Figura 9 - (A) Analisador bioquimico automatico Cobas Mira Plus® (Roche Diagnostic System); (B)

Analisador hematolégico celular automatico Animal Blood Counter (Vet) (Foto: Jodo Carlos Pita).
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3.3 Andlise Estatistica

Para os resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda foi
realizado o teste “t” de Student e Mann-Whitney. Ja para os resultados
farmacoldgicos obtidos em ensaios de inducdo de Ulcera gastrica utilizou-se a
andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido por poés-teste (Dunnett e/ou
Tukey). Todos os resultados foram expressos como média [J desvio padrao (d.p.) da
meédia 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 Ensaios Toxicoldgicos de Xylopia langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul.

4.1.1 Determinacdo da Concentragdo Letal 50% (CLsy) (MEYER et al.,, 1982;
NASCIMENTO; ARAUJO,1999)

O ensaio de letalidade com Artemia salina foi utilizado para avaliar a
toxicidade do extrato etandlico de Xylopia langsdorffiana, utilizando a CLsy como
parametro da atividade biolégica.

A viabilidade das larvas foi reduzida de maneira dose dependente apds o
tratamento com o extrato de X. langsdorffiana em concentracées até 1000 pg/mL
(Grafico 1 e Tabela 1). Dessa forma o valor da CLso obtido através do bioensaio foi
de 611,8 (562,5 — 665,5) pg/mL, sugerindo que o EEtOH-X| possui substancias

bioativas.
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Gréfico 1 - Viabilidade das larvas do microcrustaceo Artemia salina apds tratamento com
EEtOH de Xylopia langsdorffiana (ug/mL). Cada ponto representa média + erro padréo da
média de trés experimentos em trés replicatas.

Tabela 1- Valor de CLsp obtido através do bioensaio com A. salina para o EEtOH de

Xylopia langsdorffiana

Extrato Concentracéao letal 50 %

Xylopia langsdorffiana 611,8 pg/mL (562,5 — 665,5)

Os resultados estao expressos em pg/mL com seus respectivos limites de confianca (95%).
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4.1.2 Triagem Comportamental e Determinacdo da Dose Letal 50% (DLsp)
(ALMEIDA et al., 1999)

Levando em considerando os parametros citados por Almeida et al. (1999), o
EEtOH-XI administrado na dose Unica de 2000 mg/kg, v.o. induziu irritabilidade e
hiperatividade apenas nos camundongos fémeas e esses sinais foram revertidos na
32 hora apos o tratamento, quando comparado ao respectivo grupo controle (tween
80 12 %).

Ao ser avaliado o consumo de racao, foi observado que o extrato promoveu
um aumento significativo no consumo de ragdo apenas pelas fémeas tratadas em
comparacao com o grupo que recebeu tween 80 12% (controle negativo) (Tabela 2).
Em relacdo a ingesta de agua, foi observado que o EEtOH-XI ndo promoveu
alteracdo significativa no consumo dessa pelas fémeas enquanto que houve um
aumento significante da mesma pelos machos tratados com esse mesmo extrato
guando comparado ao seu respectivo grupo controle (tween 80 12%) (Tabela 2).

Na avaliacdo ponderal foi observado um aumento no peso das fémeas ao
término do ensaio agudo, o que corrobora ao resultado anterior, em que foi
constatado um aumento na ingesta de racao pelas fémeas tratadas com o EEtOH-XI
(Tabela 2).

Nado foi observada nenhuma mudanca significativa no peso nem nas
caracteristicas macroscopicas dos 6rgdos dos animais que receberam o EEtOH-XI
em comparagao ao grupo controle negativo (tween 80 12 %). Os dados estédo
apresentados na Tabela 2.

O EEtOH nédo causou mortes aos animais durante os 14 dias de observacao

apos a administracdo, impossibilitando a determinacdo da DLs.
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Tabela 2 - Efeito da administracdo oral do EEtOH obtido das folhas de Xylopia
langsdorffiana na evolucdo ponderal, peso dos 6érgdos, consumo de agua e ragao

por camundongos machos e fémeas, durante 14 dias

Parametros Sexo Tratamentos
Consumo de racéao (g) Controle EEtOH
Tween 80 (12%) (2000 mg/KQ)
Fémeas 8,15+ 1,49 10,78 £ 2,13 ***
Machos 92+27 11,21 + 3,49
Consumo de agua (mL)
Fémeas 7,84 +1,19 8,34 +1,41
Machos 11,99 £ 2,95 16,10 + 3,85 **
Evolucédo Ponderal (g)
Fémeas
Inicial 29,63+2,01 32,52 +1,37
Final 32,92+ 2,00 37,62 £ 1,80 **
Machos
Inicial 28,38+ 1,73 31,62+2,61
Final 30,07 £ 2,64 34,32 £ 5,23
Peso dos érgéaos
Fémeas
Figado 13,6 +0,5 13,6 £ 0,7
Coracao 42+0,8 3,8+0,42
Rins 6,0+0,5 6,0+0,4
Baco 42 +0,75 3,9+0,3
Machos
Figado 14,24 +1,2 14,6 £ 1,28
Coracéo 3,90+0,34 3,8+0,27
Rins 6,4+ 0,27 6,7 £ 0,28
Bacgo 3,7+0,6 3,9+0,5

Os resultados estdo expressos como média + d.p (n=6). Teste t student, **p<0,01,
***pn<0,001, comparados a tween 80 12%. Para a avaliacdo dos 6érgaos, os valores estédo
expressos como média = d.p. do arco-seno da divisdo do peso dos 6rgados pelo peso dos
animais; teste “t” de Student p>0,05.

A andlise desses parametros sugere que, nas condicbes avaliadas, o0s
camundongos apresentaram sinais de baixa toxicidade quando tratados com EEtOH
(2000 mg/kg, v.0.).
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4.2 Investigacdo da Atividade Gastroprotetora de Xylopia langsdorffiana A. St.-
Hil. & Tul.

4.2.1 Ulcera Gastrica Induzida por HCI/Etanol (Triagem Farmacolégica) (MIZUI;
DOTEUCHI, 1983, modificado)

Inicialmente foi realizada uma triagem farmacologica preliminar para avaliar
se 0 EEtOH apresenta efeito gastroprotetor frente ao modelo de inducéo aguda de
Glceras em camundongos, utilizando como agente lesivo o etanol acidificado.

Os resultados mostram que o EEtOH (62.5, 125, 250 e 500 mg/kg v.0.) e
carbenoxolona (100 mg/kg) reduziram de forma significativa o indice de lesdo
ulcerativa (ILU) de 29, 38, 52, 60 e 43 %, respectivamente, quando comparado com

0 grupo controle negativo (solucao tween 80 12%) (Tabela 3).

Tabela 3 - Efeito da administracéo oral do EEtOH-XI e da carbenoxolona em Ulceras

induzidas por HCl/etanol em camundongos

Tratamento Dose (mg/kqg) ILU (média+d.p.) Inibicdo (%)
Solucgéo tween 80 12% 161,7 + 34,3
Carbenoxolona 100 92,5 + 33,6%** 43
EEtOH-XI 62,5 115+ 19,9* 29
125 99,8 + 21,35* 38
250 78 + 16,6*** 52
500 64,1 + 19,4** 60

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA): F(5,32) = 11,24; Seguido do teste de Dunett *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
comparado com o grupo controle negativo (solugdo tween 12 %) (n = 6-7).

De acordo com os dados apresentados o extrato etandlico bruto de X.

langsdorffiana, nas doses avaliadas, apresentou atividade gastroprotetora.
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4.2.2 Ulceras Gastricas Induzidas por Etanol (MORIMOTO et al. 1991,
modificado)

Os resultados obtidos para este modelo de inducdo de Ulceras gastricas em
ratos demonstram que o EEtOH-XI (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e carbenoxolona
(100 mg/kg) via oral diminuiram, de forma significativa, o ILU em cerca de 37, 41,
64, 83 e 40 %, respectivamente, quando comparado com o grupo tratado com
solucéo tween 80 12% (controle negativo) (Tabela 4a).

Resultado semelhante foi conferido a FaHex-XI (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg)
e carbenoxolona (100 mg/Kg) via oral em que os danos na mucosa gastrica foram
significativamente reduzidos em 23, 51, 81, 84 e 37 %, respectivamente, em

comparacao ao controle negativo (Tabela 4b).

Tabela 4 - Efeito da administragéo oral do EEtOH-XI, da FaHex-XI e carbenoxolona

em Ulceras induzidas por etanol em ratos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibicao (%)
®@Tween 80 12% 250,8 + 51 -
Carbenoxolona 100 151 + 55,4** 40
EEtOH-XI 62,5 158,8 + 56,6* 37

125 149 + 60,7** 41

250 89,8 + 26,7*** 64

500 46 + 10,15*** 83
Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibicéo (%)
®Tween 80 12% 251 + 20,63 -
Carbenoxolona 100 157,3 + 28,46*** 37
FaHex-XI 62,5 194 + 60,96* 23

125 122,2 + 18,06%** 51

250 47 +11,8*** 81

500 41,33 +14,6%** 84

(a)Resultado do EEtOH-XI e (b)Resultado da FaHex-XIl. Os resultados estdo expressos
como média = d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F(5,29) = 11,68 (n=5-6) para o
EEtOH e F(5,30) = 46,63 (n=5-7) para a FaHex; seguido do teste de Dunnett, comparado ao
controle negativo (solucado tween 12 %), *p<0,05 **p<0,01, ***p<0,001.
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Figura 10 - Estbmagos de ratos pré-tratados v.0. com solugdo tween 80 12 % (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), EEtOH-XI (62,5 mg/kg) (C), EEtOH-XI (125 mg/kg) (D),
EEtOH-XI (250 mg/kg) (E), EEtOH-XI (500 mg/kg) (F) (Modelo de indug&o de Ulcera géastrica
por etanol).

..-
o

Figura 11 - Estbmagos de ratos pré-tratados v.o0. com solucdo tween 80 12 % (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), FaHex -XI (62,5 mg/kg) (C), FaHex-XI (125 mg/kg) (D), FaHex
-XI (250 mg/kg) (E), FaHex -XI (500 mg/kg) (F) (Modelo de inducdo de Ulcera gastrica por
etanol).

Esses resultados indicam que tanto o extrato etandlico como a fase hexanica

obtidos de X. langsdorffiana apresentaram atividade gastroprotetora frente as lesdes

gastricas agudas induzidas por etanol absoluto.
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De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, foi realizada uma
comparacao entre as diferentes doses dos grupos tratados com o EEtOH e a FaHex,
utilizando o teste de Tukey, que mostrou a dose de 500 mg/kg e 250 mg/kg como as
mais efetivas para o extrato etandlico bruto e fase hexanica, respectivamente. Tais
doses foram selecionadas para 0s experimentos de avaliacdo dos parametros

bioguimicos e determinacdo dos mecanismos de acao.

4.2.3 Ulceras Gastricas Induzidas por Estresse (Imobilizagdo e Frio) (LEVINE et
al., 1971, com modificacdes)

No modelo de inducédo aguda de Ulcera gastrica tendo como agente lesivo o
estresse por imobilizacdo e frio em camundongos, os resultados da administracao
oral do EEtOH-XI (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg v.0.) e da cimetidina (100 mg/kg)
mostraram que houve reducéo significativa das lesdes ulcerativas em 47, 50, 52, 48
e 50 %, respectivamente, quando comparados com O grupo controle negativo
(solucao tween 80 12%). Os dados se encontram expressos na Tabela 5a.

A FaHex-XI, nas doses ja citadas anteriormente, apresentou resultado similar
ao do extrato, inibindo o ILU em 32, 43, 56, 75 e 30 %, respectivamente, ao ser
comparada a solucado tween 80 12% (Tabela 5b).

Esses resultados apontam que as amostras vegetais obtidas de X.
langsdorffiana, protegeram a mucosa gastrica dos camundongos das injUrias

relacionadas ao estresse, indicando gastroprotecéao.

Tabela 5. Efeito da administracdo oral do EEtOH-XI, FaHex-X| e cimetidina em

Ulceras induzidas por estresse por imobilizacdo e frio em camundongos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibicao (%)
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@Tween 80 12% 178,3+ 12,4 -

Cimetidina 100 89,8 £ 16,5*** 50
EEtOH- XI 62,5 93,8 + 11,7*** a7
125 88,7 + 17,12*** 50
250 86 + 2,8*** 52
500 93,2 £ 9,7*** 48
Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibic&o (%)
®Tween 80 12% 167,6 + 33,2 -
Cimetidina 100 117 + 27,15* 30
FaHex-XI 62,5 113,7 + 23,1** 32
125 95,3 £ 21,4*** 43
250 73,9 £ 15,3*** 56
500 41,6 £11,2%** 75

®Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
meédia = d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): Fs .9 = 47,88 (n=5-6) para o EEtOH
e Fea1y = 22,37 (n=5-7) para a FaHex; seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle
negativo (solucéo tween 12 %) **p<0,01, ***p<0,001.

424 Ulceras Gastricas Induzidas por Antiinflamatoério-ndo-esteroidal
(Piroxicam) (PUSCAS et al., 1997, com modificacfes)

Analisando a tabela 6 (a e b), pode-se observar que tanto o EEtOH quanto a
FaHex obtidos das folhas de Xylopia langsdorffiana e cimetidina, nas doses ja
relatadas, inibiram de forma significativa o ILU em cerca de 31, 70, 71, 72 e 50 %
respectivamente, e 42, 58, 61 e 44 % para a FaHex-XI quando comparados ao grupo

tratado com solugao tween 80 12% (controle negativo).

Tabela 6. Efeito da administracdo oral do EEtOH-XI, da FaHex e cimetidina em

Ulceras induzidas por AINE (Piroxicam) em camundongos

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibicdo (%)
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@Tween 80 12% 97+11,8 -
Cimetidina 100 48,5 £ 6,3** 50
EEtOH- XI 62,5 67,1+ 12,2%* 31
125 29,5 + 10,3*** 70
250 28,3 £ 2,9%** 71
500 27,2 £ 1,6%** 72
Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibic&o (%)
®)Tween 80 12% 120,7 + 8,9 5
Cimetidina 100 67,83 + 20,56*** 44
FaHex-XI 62,5 110 + 20,49 9
125 69,33 £ 20,98*** 42
250 50,3 + 24, 5*** 58
500 47,4 £ 13*** 61

®@Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
média + d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F .9 = 54,43 (n=5-7) para o EEtOH
e Fs20) = 15,14 (n=5-6) para a FaHex; seguido do teste de Dunnett, comparado ao controle
negativo (solucéo tween 12 %) **p<0,01, ***p<0,001.

De acordo com estes dados, o EEtOH e a FaHex obtidos de X. langsdorffiana
apresentaram significativa atividade gastroprotetora frente aos danos gastricos

agudos provocados por AINE (piroxicam) em camundongos.

4.2.5 Inducéo da ulcera gastrica por contensao do suco gastrico (SHAY et al.,

1945, com modificacdes)

Os resultados obtidos para as amostras vegetais de X. langsdorffiana em
estudo frente a contensdo da secrecdo gastrica, utilizando o modelo de ligadura de
piloro em ratos, demonstraram que o EEtOH-X| (500 mg/kg) e a cimetidina (100
mg/kg), administradas por via oral, inibiram em 54 e 25 % o indice de lesdes

ulcerativas, respectivamente, resultado este também observado para a FaHex-XI
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(250 mg/kg) e a cimetidina que reduziram o ILU em 34 e 22 %, respectivamente,
guando comparadas ao controle negativo (Tabela 7a e 7b).

Tabela 7. Efeitos da administracdo oral do EEtOH, FaHex e cimetidina nas lesdes

géstricas induzidas por contensdo da secrecao gastrica através da ligadura de piloro

em ratos

Tratamento Dose (mg/Kg) ILU Inibicéo (%)
@Tween 80 12% 156,2 + 22,77 -
Cimetidina 100 117,3 + 14,98 25
EEtOH-XI 500 72,57 + 18,19 >4

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibicdo (%)
®)Tween 80 12% 134.4 + 19,01
Cimetidina 100 104,2 + 11,09* 22
FaHex-XI 250 88,6 + 15 32++ 34

@Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
média * d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): Fp 15 = 30.09 para 0 EEtOH; F (513 =
11.8 para o FaHex-XI (n=6-7); Seguido do teste de Dunett *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
comparado com o grupo controle negativo (solugéo tween 12 %).

Na avaliacdo das amostras de X. langsdorffiana administradas por via
intraduodenal, o EEtOH-XI (500 mg/kg) e a cimetidina (100 mg/kg), inibiram em 36 e
34 %, respectivamente, o indice de lesbes ulcerativas, condi¢cdo, esta, também
observada para a FaHex-Xl (250 mg/kg) e seu respectivo controle positivo que
reduziram o ILU em 45 e 30 % quando comparado ao controle negativo (Tabela 8a
8b).

Tabela 8. Efeitos da administracao intraduodenal do EEtOH, FaHex e cimetidina nas
lesBes gastricas induzidas por contensdo da secrecdo gastrica através da ligadura

de piloro em ratos
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Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibic&o (%)
@Tween 80 12% 213.7 + 18,52
Cimetidina 100 140,3 + 20,12+ 34
EEtOH-XI 500 137,5 + 23, 14%* 36

Tratamento Dose (mg/KQ) ILU Inibic&o (%)
®)Tween 80 12% 1852 £ 9.9
Cimetidina 100 129 + 12, 5+ 30
FaHex-XI 250 101,2 + 18,19%+ 45

®@Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
média * d.p. Analise de variancia de uma via (ANOVA): F ;15 = 26.15 para o EEtOH; Fp 15 =
56.40 para a FaHex (n = 6); Seguido do teste de Dunett ***p<0,001 comparado com 0 grupo
controle negativo (solucdo tween 12 %).

De acordo com os resultados obtidos, as amostras vegetais apresentaram
uma significativa atividade gastroprotetora nas condi¢cGes avaliadas, diante o modelo

de inducédo da Ulcera gastrica por contensao do suco gastrico.

4.2.6 Avaliacdo dos Parametros Bioquimicos do Suco Gastrico apés Ligadura do

Piloro (v.0.ei.d.)

No modelo de ligadura do piloro, foram avaliados parametros bioquimicos do
contetido estomacal dos ratos, como pH, concentracio de ions H" e volume do suco
gastrico, ap6s a administracdo oral (v.0.) e intraduodenal (i.d.) da solugcéo tween 80
12 %, cimetidina (100 mg/kg), EEtOH (500 mg/kg) ou FaHex (250 mg/kg) obtidos de
X. langsdorffiana.

As amostras vegetais ndo alteraram nenhum dos parametros bioguimicos do
suco gastrico avaliados (pH, concentracdo de H* e volume do suco gastrico) quando
comparado com 0O grupo controle negativo, em ambos os tratamentos. Como
exposto nas tabelas 9 (a e b) por via oral e 10 (a e b) por via intraduodenal.
Entretanto, no grupo dos animais que recebeu a cimetidina (antagonista do receptor
H,) como esperado, foi observado aumento do pH, redugédo da concentracdo de ions

H* e do volume géstrico (este apenas para o tratamento v.0.).
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Tabela 9. Par@metros bioquimicos do suco gastrico de ratos submetidos a ligadura

de piloro, tratados com EEtOH-XI, FaHex-XI| e cimetidina por via v.o.

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h) Volume gastrico (g)
© Tween 12% 3,1+0,2 11,8+1,9 1,6 + 0,57
Cimetidina (100 mg/kQg) 6,5 £ 0,9*** 4,7 + 1 5% 0,62 £ 0,25***
EEtOH-XI (500 mg/kg) 3,09+0,2 13,9+ 1,3 1,84 +0,3

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h) Volume gastrico (g)
®) Tween 12% 3,3+0,3 143+28 1,2+0,4
Cimetidina (100 mg/kg) 6,7 £ 0,42%** 6,6 + 2,3%** 0,69 + 0,3*
FaHex-XI (250 mg/kg) 3,1+0,35 144+ 42 1,6+0,3

®@Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
meédia = d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F(, 17y = 86.15 (EEtOH) / F(;, 17) =
224.2 (FaHex) para pH; F(, 15y = 53.82 (EEtOH) / F(; 16 = 13,47 (FaHex) para [H']; F .18 =
17.88 (EEtOH) / F, 14) = 12.83 (FaHex) para volume gastrico, seguido do teste de Dunnett
*p<0,05, ***p<0,001. (N=5-7).

Tabela 10. Parametros bioguimicos do suco gastrico de ratos submetidos a ligadura

de piloro, tratados com EEtOH-XI, FaHex-XI e cimetidina por via i.d.

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h) Volume gastrico (g)
® Tween 12% 3,7 + 0,50 125+2,5 0,6 +0,2
Cimetidina (100 mg/kg) 45+ 0,70* 7,7 +2,9% 0,57 +0,2
EEtOH-XI (500 mg/kg) 3,4+0,08 13,2+1,3 0,60 0,2

Tratamento pH (unidades) [H'] (mEg/mL/4h) Volume gastrico (g)
®' Tween 12% 28403 138+17 09403
Cimetidina (100 mg/kg) 3,3 0,1%* 9,3+ 1,3%+ 0,63 + 0,18*
FaHex-XI (250 mg/kg) 2,7+0,2 14,7 + 0,6 0,7£0,2

®@Resultado do EEtOH-XI e ®Resultado da FaHex-XI. Os resultados estdo expressos como
média = d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F, 15y = 9.3 (EEtOH) / F3, 17y = 15.11
(FaHex) para pH; F(, 17y = 10.59 (EEtOH) / F(,, 15) = 31.44 (FaHex) para [H']; F (215 = 0.04203
(EEtOH) / F(;, 17y = 3.051 (FaHex) para volume gastrico, seguido do teste de Dunnett *p<0,05,
***n<0,001. Resultados expressos como média + d.p (n=5-7).

Diante desses resultados, pode-se sugerir que a gastroprotecao promovida
pelo extrato e fase da espécie vegetal Xylopia langsdorffiana aparentemente nao

esta ligada a mecanismos antissecretorios.
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4.2.7 Avaliacdo dos Mecanismos de Acdo Envolvidos na Atividade

Gastroprotetora de Xylopia langsdorffiana

Na perspectiva de elucidacdo dos mecanismos de acao envolvidos na
atividade gastroprotetora de EEtOH e FaHex-X| foram avaliadas a participacdo do
muco aderido a mucosa, dos grupamentos sulfidrilas e do Oxido nitrico, nessa

atividade.

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

Para verificar o envolvimento do muco na citoprotecdo produzida por
carbenoxolona (200 mg/kg — indutor da producédo de muco) e FaHex-XI (250 mg/kg)
foi utilizado o modelo de muco aderido a mucosa gastrica, pela determinacédo da
concentracdo de acian blue aderido ao muco do estbmago de ratos, apos ligadura
do piloro. Os resultados demonstram que apenas a carbenoxolona (200 mg/kg),
agente estimulador da producdo de muco e bicarbonato, foi capaz de aumentar a
concentracdo de muco, de forma significativa, quando comparada ao grupo controle
negativo (tween 80 12 %) (Grafico 2).

O resultado exposto indica que possivelmente a FaHex-XI ndo promove
gastroprotecdo por aumento de muco aderido a mucosa.
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Grafico 2. Efeito da administracdo oral de FaHex-X| e carbenoxolona sobre o contetdo de
muco gastrico apoés ligadura do piloro em ratos. Os resultados estdo expressos como média
+ d.p. Andlise de variancia de uma via (ANOVA): F,, 19) = 5,47, seguido do teste de Dunnett
** p<0,01 (n=7-8).

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

Na avaliacdo do envolvimento dos grupamentos sulfidrilas no efeito
gastroprotetor promovido pelo extrato etandlico bruto e pela fase hexéanica de
Xylopia langsdorffiana, em ratos foi possivel observar que nos grupos previamente
tratados com solucdo tween 80 12 % e depois tratados com EEtOH-XI e
carbenoxolona, ocorreu uma inibicdo significativa do ILU de 66 e 50 %,
respectivamente. Entretanto, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com o
NEM, um bloqueador de grupamentos sulfidrilicos, e tratados com EEtOH-XI e
carbenoxolona foi observada uma exacerbacédo do ILU com 38 e 47 % de inibicéo,
respectivamente, quando comparados ao seu respectivo controle negativo (Gréafico
3).
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2

Figura 12. 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) (Modelo de avaliagdo da
participacdo dos grupamentos sulfidrilas (SH) na gastroprotecao).

) p<0,001 .
) p=0,01 . '
600 " p<0.001 . '
! B Tween 80-12%
5 a8 9% [ Carbenoxolona 100 mg/Kg
3 400, 479+ @ EEtOH XI - 500 mg/kg
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E T [ Carbenoxolona 100mg/Kg + NEM
£ 0l 50 % @8 EEtOH Xl - 500 mg/kg + NEM
= *EE 66 %
=I -I- k%
0- T T
. Tratamentos .
" Tween 80 - 12% NEM '

Grafico 3. Efeito gastroprotetor do EEtOH-XI e carbenoxolona ap0s pré-tratamento com
NEM, um inibidor dos compostos sulfidrilas, na Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
em ratos. Os dados estdo expressos como média £ d.p. (n = 5-7). ANOVA de um via,
seguido do teste de Tukey, ***p<0,001 comparados a Tween 80 12 % (controle negativo);
p< 0,01; 7" p<0,001 comparando-se ao grupo solugdo tween 80 12% + NEM. Os nlimeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo controle negativo
(tween 80 12 %).
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Resultado similar foi observado para a FaHex-Xl, onde nos animais dos
grupos previamente tratados com solucdo tween 80 12 % e depois tratados com
FaHex-X| ou carbenoxolona, foi possivel observar uma inibicdo significativa do LU
de 63 e 38 %, respectivamente, ao se comparar com 0 grupo controle negativo.
Todavia, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com o NEM (bloqueador de
grupamentos sulfidrila) e tratados com FaHex-Xl ou carbenoxolona foi observada
uma exacerbacdo do ILU com 43 e 40 % de inibicdo, respectivamente, quando

comparados ao seu controle negativo (Grafico 4).

p<0,001
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| P : Bl Tween 80 - 12%
2 | p<0,001 : [ Carbenoxolona 100 mg/Kg
o 6007 FaHex Xl - 250 mg/kg
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£ . T FaHex - XI - 250 mg/kg + NEM
(1]
3 200+ * 63 %
—_ m—— **k*%k
0' T T
Tratamentos
T Tween12% NEM '

Gréfico 4. Efeito gastroprotetor da FaHex-X| e carbenoxolona ap6s pré-tratamento com
NEM, um inibidor dos compostos sulfidrilas, na Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
em ratos. Os dados estdo expressos como média + d.p. (n = 5-6). ANOVA de um via,
seguido do teste de Tukey, *p<0,05, ***p<0,001 comparados a tween 80 12 % (controle
negativo); " p<0,001 comparando-se ao grupo solucéo tween 80 12% + NEM. Os nlimeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo controle negativo
(tween 80 12 %).

Diante desses resultados, € possivel sugerir que os grupamentos sulfidrilas
estejam parcialmente envolvidos no mecanismo de agao gastroprotetor promovido

tanto pelo EEtOH-XI quanto pela FaHex-XI| obtidos de X. langsdorffiana.
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4.2.7.3 Avaliacdo da participacdo do oOxido nitrico (NO) na gastroprotecéo
(SIKIRIC; SEIWERTH; GRABAREVIC, 1997)

O efeito gastroprotetor do EEtOH-XI (500 mg/kg), FaHex-XI (250 mg/kg) e
carbenoxolona (100 mg/kg), foi avaliado apds pré-tratamento dos animais, por via
intraperitoneal, com solucdo tween 80 a 12% ou o inibidor da enzima Oxido nitrico
sintase (L-NAME 70 mg/kg), utilizando o etanol como agente lesivo. Os resultados
para esse experimento estdo expressos nos graficos 5 e 6.

O grafico 5 mostra que nos grupos pré-tratados (via i.p.) tanto com solugéo
tween 80 12% quanto com L-NAME e posteriormente tratados (por via oral) com
EEtOH-XI e carbenoxolona ocorreu inibicao significativa do ILU quando comparado
com seu respectivo controle negativo. Entretanto, € possivel observar que para os
animais pré-tratados com L-NAME houve uma exacerbacdo do ILU quando
comparados aqueles que receberam solugéo tween 80 12% (controle negativo) por

via intraperitoneal.

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) (Modelo de avaliagéo da
participacdo do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecao).
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Grafico 5. Efeito gastroprotetor do EEtOH-XI e da carbenoxolona apos pré-tratamento com
L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase, na Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
em ratos. Os dados estdo expressos como média £ d.p. (n = 5-7). ANOVA de um via,
seguido do teste de Tukey, ***p<0,001 comparados a tween 80 12 % (controle negativo);
p< 0,01; ™ p<0,001 comparando-se ao grupo solucdo tween 80 12% + L-NAME. Os
nameros percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo controle
negativo (tween 80 12 %).

Em se tratando da participagdo do NO na gastroprotecdo promovida pela
FaHex, foi observado resultado semelhante ao do EEtOH, anteriormente obtido,
onde houve inibicdo do indice de lesédo ulcerativo nos grupos pré-tratados com
tween 80 12% e tratados com FaHex-X| e carbenoxolona, em cerca de 43 e 40 %,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo. Entretanto ocorreu
uma exacerbacdo do ILU dos grupos pré-tratados com L-NAME e tratados com
FaHex-X| e carbenoxolona (39 e 34%) quando comparados com aqueles que

receberam tween 80 12%, via i.p. (Grafico 6).
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Gréfico 6. Efeito gastroprotetor da FaHex-X| e da carbenoxolona apés pré-tratamento com
L-NAME, um inibidor da enzima NO sintase, na Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
em ratos. Os dados estdo expressos como média +d.p. (n = 5-7). ANOVA de um via,
seguido do teste de Tukey, ***p<0,001 comparados a tween 80 12 % (controle negativo); "
p<0,001 comparando-se ao grupo solucdo tween 80 12% + L-NAME. Os numeros
percentuais indicam a porcentagem de protecdo em relacdo ao grupo controle negativo
(tween 80 12 %).

Os dados sugerem que ha o envolvimento, de forma parcial, da via do NO na
gastroprotecdo desempenhada pelo EEtOH e FaHex obtidos de Xylopia

langsdorffiana.

4.3 Avaliacéo da Atividade Cicatrizante de Xylopia langsdorffiana

4.3.1 Ulcera Gastrica Induzida por Acido Acético (OKABE; AMAGASE, 2005, com

modificacdes)

No modelo de inducédo de ulcera gastrica por acido acético, foi observado
reducéo na area da lesdo ulcerativa em 51, 36 e 60 %, apds tratamento de 14 dias
com EEtOH (500 mg/Kg, v.0), FaHex (250 mg/kg, v.0.) e cimetidina (100 mg/kg,
v.0.), respectivamente (Gréafico 7). O grupo Sham, constituido por animais em que a

Ulcera néo foi induzida, ndo apresentou lesdo, como esperado. De acordo com

94



MONTENEGRO, C.A. Resultados

esses resultados tanto o extrato etandlico bruto como a fase hexanica apresentaram

atividade cicatrizante da Ulcera gastrica induzida pelo por este agente lesivo.

£0- 3 SHAM
e E Tween 80 12%

40- 3 Cimetidina 100 mg/kg
B B8 EEtOH-XI 500 mg/kg
£  30- 36 % FaHex-XI 250 mg/kg
£ 5196 B
D 204 60%  wkx
— *kk
< ——

10-

100 %
O' T
Tratamentos

Grafico 7. Efeito cicatrizante do EEtOH e da FaHex obtidos de Xylopia langsdorffiana 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. *** p<0,001
tween 80 12 % vs EEtOH e FaHex. Os nimeros percentuais indicam a porcentagem de
protecdo em relacdo ao grupo tween 80 12 %.

4.3.1.1 Avaliacédo da toxicidade de doses repetidas do EEtOH e da FaHex de
Xylopia langsdorffiana durante 14 dias no modelo de acido acético

A) Avaliagdo do consumo de 4gua e ragao

Complementando a avaliacdo da atividade cicatrizante, foi realizado o
acompanhamento do consumo diério de agua e racdo pelos ratos. Foi observado um
aumento significativo na ingesta de agua e racao pelos ratos tratados com EEtOH
(500 mg/kg, v.0.), quando comparado ao controle negativo. Essa alteracdo nao foi
constatada para os grupos tratados com a FaHex (Tabela 11).
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Tabela 11. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de X.
langsdorffiana durante 14 dias sobre o consumo de agua e racdo pelos ratos no

modelo de Ulcera induzida por acido acético

Tratamento Dose Consumo de agua (mL) Consumo de racgao (Q)
Sham - 31,30 + 2,53 25,64 + 2,37
Tween 80 12 % 10 mL/kg 33,60 £ 2,30 2293 +£2,75
Cimetidina 100 mg/kg 32,28 + 3,71 23,80 £ 5,03
EEtOH 500 mg/kg 43,98 + 4,42*** 30,01 + 3,53***
FaHex 250 mg/kg 28,72+ 7,03 21,10 + 6,86

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

B) Avaliacdo ponderal

Além dos resultados acima descritos, foi avaliada a toxicidade produzida por
doses repetidas do EEtOH (500 mg/kg, v.0.) e da FaHex (250 mg/kg, v.0.) durante
14 dias de tratamento. Com isso foi observado que as amostras vegetais nao
promoveram alteracdes significativas no peso corporal dos ratos, quando
comparados ao controle negativo (tween 80 12 %) (Tabela 12).

Tabela 12. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de X.
langsdorffiana durante 14 dias sobre o peso dos ratos no modelo de Ulcera induzida

por acido acético

Tratamento Peso inicial (g) Peso final (g) 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 205,0 £ 5,98 268,1 + 13,93 23,46 + 2,28
FaHex 190,6 £10,42 247,3 + 19,86 22,72 + 3,56

Os valores estdo expressos como meédia + 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 %.
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C) Avaliacdo do peso dos 6rgéos

O tratamento durante 14 dias com o EEtOH (500 mg/kg, v.0.) ou FaHex
(250 mg/kg, v.0.) ndo promoveu alteracao significativa no peso dos 6rgéos dos ratos
ulcerados com &cido acético, em comparacao ao grupo controle negativo (tween 12
%) (Tabela 13).

Tabela 13. Efeito da administracdo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de X.
langsdorffiana durante 14 dias sobre o peso dos 6rgdos dos ratos no modelo de

Ulcera induzida por acido acético

Orgéos Sham Tween 8012 % Cimetidina EEtOH FaHex
(100 mg/kg) (500 mg/kg) (250 mg/kg)
Coracdo 3,40+0,72 3,85+0,12 3,72x£0,24 4,02 £0,27 3,77 £0,19
Figado 11,00+0,74 10,89+0,74 11,36 £ 0,43 11,50+0,56 11,02+0,44
Rins 5,09+0,13 5,34 £ 0,17 531+0,23 5,39+0,11 531+£0,11
Baco 2,78 £ 0,36 3,06 £ 0,31 2,80+£0,17 2,91+0,26 3,22 £ 0,25
Pulmao 4,33+0,72 4,95 + 0,64 470+045 4,32+£0,30 459 +0,34

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

D) Avaliacdo dos parametros biogquimicos

Em relacdo a andlise dos parametros bioquimicos avaliados, foi observado que
apenas a FaHex (250 mg/kg, v.0.) promoveu diminuicdo significativa frente nos
niveis de AST e acido urico, quando comparados ao controle negativo (tween 80 12
%) (Tabela 14), indicando possivel acdo hepatoprotetora ou inibitéria sobre a xantina

oxidase ou ainda atividade protetora renal.
E) Avaliagdo dos parametros hematologicos
Com relagdo aos parametros hematologicos, foi observado que durante 14
dias de tratamento, o EEtOH e a FaHex (250 mg/kg, v.0.) nédo alteraram de forma

significativa os  parametros  hematologicos  analisados (Tabela  15)
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Tabela 14. Efeito da administragao oral do EEtOH e da FaHex obtidos de X. langsdorffiana durante 14 dias sobre os parametros

bioquimicos de ratos no modelo de Ulcera induzida por acido acético

Parametros Tratamentos
Bioquimicos Sham Tween 80 12%  Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (500 mg/kg) FaHex (250 mg/kg)
Glicose (mg/dL) 198,3 £ 36,70 133,5+ 34,46 208,9 + 51,01* 192,2 + 40,96 181,8 £ 26,33

Triglicerideos

(mg/dL) 93,00 £22,49 99,80 + 17,64 93,29 + 16,03 75,20 + 10,66 110,8 + 23,11
Colesterol (mg/dL) 58,09+ 12,10 68,43+ 11,84 62,71 + 13,82 65,20 + 4,97 67,43 + 13,09
Uréia (mg/dL) 46,36 + 8,33 42,57 +5,97 40,11 + 5,86 46,33+ 2,73 45,40 + 7,64
Creatinina (mg/dL) 0,54 + 0,09 0,51 + 0,07 0,51 + 0,061 0,47 + 0,053 0,46 + 0,05
Acido arico (mg/dL) 0,37 + 0,13 0,52 + 0,08 0,51 +0,12 0,42+ 0,16 0,28 + 0,04**
AST (U/l) 78,67 £10,46  124,0 + 37,38 106,1 + 19,42 101,0 + 22,21 75,00 £ 14,91%
ALT (U/1) 40,45 + 9,29 49,00 + 6,16 45,44 + 12,76 40,80 + 7,36 41,00 + 7,98

Os valores estédo expressos como média + d.p. (n = 5-11). Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, **p<0,01
comparados a solucao tween 80 12 %.
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Tabela 15. Efeito da administracéo oral do EEtOH e da FaHex obtidos de X. langsdorffiana durante 14 dias sobre os parametros

hematoldgicos de ratos no modelo de Ulcera induzida por &cido acético

Parametros Tratamentos
Hematolégicos Sham Tween 80 12 %  Cimetidina (100 mg/kg) EEtOH (500 mg/kqg) FaHex (250 mg/kg)

Hemacias (10°/mm?) 7,74+ 0,33 7,50 + 0,39 7,42 +£0,31 7,13+ 0,93 7,13+ 0,45

Hemoglobina (g/dL) 14,50 £ 0,57 13,91 £ 0,66 14,10 £ 0,57 13,50 + 1,22 13,21 + 0,87
Hematocrito (%) 43,11 £ 2,25 41,53 +2,17 42,08 £ 2,11 40,88 + 3,05 39,51+ 2,60
VCM (%) 55,66 + 1,79 55,43 + 2,20 56,71 + 1,28 56,28 + 1,33 55,41 + 1,89
HCM (ug) 18,75 £ 0,45 18,60 £ 0,74 19,03 £ 0,37 19,05+ 0,90 18,50 + 0,33
CHCM (%) 33,70 £ 0,57 33,54 + 0,29 33,49 + 0,69 33,03+0,73 33,46 = 0,65
Leucécitos (103 mm?) 8,47 +1,51 9,68+ 1,51 10,48 £ 1,53 8,00 + 1,67 9,28 +1,01

Neutrofilo (%) 21,00+ 5,10 31,00+ 5,35 23,88 + 4,82* 29,50 + 5,43 29,00 + 4,80
Eosinéfilo (%) 1,00 £ 0,00 1,86 £ 0,90 1,33+ 0,50 1,17+ 0,41 1,00 = 0.00
Monécitos (%) 4,33+ 1,80 540x1,51 567x141 3,75+ 1,47 3,64+ 1,80

Os valores estédo expressos como média + d.p. (n = 6-11). 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

Nos ultimos anos, a importancia dos organismos vegetais como fontes de
substancias detentoras de atividades biologicas reativaram interesses sociais e
econdmicos, superando obsticulos e incentivando a percepcdo das liderancas
industriais que se ocupavam, quase que exclusivamente, da fabricagcdo de produtos
sintéticos (BRAZ-FILHO, 2010).

Embora a medicina moderna esteja bem desenvolvida na maior parte do
mundo, pouco tem sido o0 acesso a utilizagdo de medicamentos industrializados por
grande parte da populagdo (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005) e, assim, as
plantas tém exercido um papel chave nos cuidados com a saude, contribuindo de
forma essencial para o tratamento de doencas (CALIXTO, 2000).

Na medicina tradicional, varias espécies vegetais tém sido usadas para tratar
distarbios gastrintestinais, incluindo Ulceras pépticas (CALVO et al., 2007;
VASCONCELOS et al., 2008; SILVA et al., 2009), tendo destaque para 0s extratos,
constituindo uma das fontes mais atrativas para producdo de novos medicamentos,
uma vez que apresentaram resultados promissores no tratamento dessas injurias
gastricas (BORRELLI; 1ZZO, 2000).

A pesquisa com produtos naturais com propriedade antiulcerogénica é
incentivada e justificada por ser, a Ulcera péptica, uma afeccao crénica de incidéncia
mundial relevante, quase sempre reincidente e que, normalmente, requer uma
intervencado terapéutica e/ou cirdrgica, o que pode acarretar transtornos financeiros
para o usuario e também para o sistema de satde (BATISTA, 2003).

A matéria-prima utilizada na producdo dos medicamentos, na maioria das
vezes, € importada, tornando os farmacos cada vez mais dispendiosos, além de
existir a possibilidade de desencadeamento de reacdes adversas no usuario, em
decorréncia da utilizacdo dessas substancias sintéticas. Aliado a isto, ndo existe no
mercado farmacéutico nenhum produto com 100% de eficacia, podendo apresentar
efeitos limitados nos tratamentos. Dessa forma, as plantas sdo fontes de
constituintes quimicos potencialmente ativos, o0 que representa uma grande
oportunidade para a descoberta de novos farmacos (BATISTA, 2003).

Os metabdlitos secundarios das plantas como flavondides, terpenos e taninos

podem ser considerados substancias ativas contra injurias, atuando como fatores de
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protecdo da mucosa gastrica ou acentuando a atividade antioxidante (REPETTO;
LLESUY, 2002).

Embora o modo de acdo desses compostos, em especial, dos diterpenos
ainda nao tenha sido bem esclarecido, estudos sugerem que promovem protecao da
mucosa gastrica, principalmente, por mecanismos que acentuam os fatores
defensores do estdmago (RODRIGUEZ et al., 2006), incluindo a estimulagio da
sintese das prostaglandinas, o aumento da producdo de muco e a supressao da
secrecdo de acido gastrico (HIRUMA-LIMA et al., 1999; HIRUMA-LIMA et al., 2002).

Diante dessas consideragdes, 0 presente trabalho foi realizado com o intuito
de investigar a toxicidade e as atividades gastroprotetora e cicatrizante da espécie
vegetal X. langsdorffiana em modelos animais, avaliando assim o efeito do EEtOH e
da FaHex obtidos das folhas desta planta, em modelos de inducdo aguda de lesdes
gastricas por HCl/etanol (triagem farmacoldgica), etanol absoluto, estresse por
imobilizacéo e frio, AINEs (piroxicam) e contensdo da secrec¢do gastrica (ligadura do
piloro), modelos estes que mimetizam as principais causas de Ulcera no homem.
Foram também avaliadas as interferéncias das referidas amostras sobre os
parametros bioquimicos do suco gastrico, ainda no modelo de ligadura do piloro,
além da realizagdo de modelos elucidativos de mecanismos de acdo envolvidos na
gastroprotecdo e da avaliacdo da cicatrizacao da Ulcera gastrica induzida por acido
acetico.

O uso milenar de plantas medicinais mostrou que determinadas espécies
vegetais apresentam substancias potencialmente perigosas. Do ponto de vista
cientifico, pesquisas mostraram que muitas delas possuem agentes quimicos
agressivos e, por esta razdo, devem ser utilizadas com cuidado, respeitando seus
riscos toxicologicos (VEIGA-JUNIOR; PINTO; MACIEL, 2005).

Esses riscos podem ser avaliados por meio de estudos toxicol6gicos pré-
clinicos, sejam eles in vitro ou in vivo e estudos clinicos, subdivididos em fases (1-4).
Dentro dos estudos toxicolégicos pré-clinicos destaca-se o bioensaio com Artemia
salina Leach, um microcrustaceo da familia Artemiidae pertencente a classe
Anostraceae, de facil cultivo e estudo, sendo encontrado em aguas salinas e
salobras de todo o mundo (CALOW, 1993).

A. salina possui similaridades com células de mamiferos uma vez que realiza
metabolismo de purinas e possui DNA e RNA polimerase. Esse ensaio é utilizado

para uma avaliagcdo toxicologica preliminar de extratos, fragcbes ou compostos
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oriundos de plantas (McLAUGHLIN; ROGERS; ANDERSON, 1998; AJAIYEOBA et
al.,, 2006; PIMENTEL-MONTANHER et al., 2002), sendo caracterizado como um
modelo simples, rapido e de baixo custo o que favorece a sua utilizacdo rotineira em
diversos estudos de biomonitoramento (LUNA et al., 2005).

Na avaliacdo da toxicidade de produtos naturais usando o bioensaio com A.
salina, valores de CLso menores que 1000 ug/mL sugerem que os produtos sejam
bioativos (MEYER et al., 1982). Sendo assim, o0s resultados expressos no grafico 1 e
na tabela 1 (CLsp = 611,8 pg/mL) demonstraram que o extrato etandélico de Xylopia
langsdorfiana apresenta bioatividade frente ao ensaio com 0 microcrustaceo,
sugerindo, portanto, a presenca de importantes substancias bioativas no mesmo.

Em se tratando dos estudos pré-clinicos in vivo, a toxicidade aguda € um dos
principais testes com o qual € possivel observar sinais de intoxicacdo, determinar a
DLso conforme preconizado pela RE 90 (2004) e definir doses a serem usadas em
estudos posteriores.

A triagem farmacolégica comportamental foi realizada utlizando a
metodologia padronizada por Almeida et al. (1999) com o objetivo de identificar
alteracdes no SNC e SNA, pelo registro de alguns sinais ou alterac6es de condutas
apresentados pelos animais, apdés serem tratados com o extrato (ALMEIDA,
OLIVEIRA, 2006). Foi observado que o EEtOH-XI administrado na dose Unica de
2000 mg/kg, v.o0. (OECD, 2001) induziu irritabilidade e hiperatividade apenas nos
camundongos fémeas, quando comparado ao respectivo grupo controle 10 mL/kg
(tween 80 12 %), e esses sinais foram revertidos na 32 hora apds o tratamento,
sugerindo uma acéo no SNC, sendo os dados insuficientes para inferir toxicidade ao
extrato.

Quando investigados o consumo de racdo e de agua pelos animais, foi
observado um aumento no consumo de racdo pelas fémeas e de agua pelos
machos (Tabela 2). Apesar de serem parametros importantes no estudo da
seguranca de um produto com finalidade terapéutica (IVERSEN; NICOLAYSEN,
2003), ndo se pode inferir toxicidade ao extrato.

Além desses parametros, alteragcdes no peso corporal e no peso dos 0rgaos
podem ser um indicador de efeitos adversos promovidos pela droga. E considerado
um sinal de toxicidade quando o animal perde mais que 10% do peso corporeo
inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002).
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Na avaliagdo ponderal observou-se um aumento no peso das fémeas ao
término do ensaio agudo, o que corrobora com o resultado anterior, onde se
constatou um aumento na ingesta de racdo pelas fémeas tratadas com o EEtOH-XI
(Tabela 2).

Alteracdes na massa relativa dos érgados possui uma estreita relagcdo com
sinais de toxicidade conforme descrito por Dallegrave (2003). Na perspectiva de se
comprovar essa teoria, o peso dos orgaos foi avaliado ao término do ensaio de
toxicidade aguda e foi observado que o EEtOH-XI ndo ocasionou mudanca
significativa nesse parametro, quando comparado ao grupo controle (tween 80 12 %)
(Tabela 2). Além disso, o0 extrato ndo causou mortes durante os 14 dias de estudo,
impossibilitando a determinacéo da DLso.

Apesar das alteracdes observadas, nas condicfes relatadas, ndo € possivel
inferir toxicidade ao extrato, uma vez que se tornam necessarios experimentos
complementares para tal conclusdo. Dessa maneira, é possivel sugerir que o EEtOH
de Xylopia langsdorffiana na dose unica de 2000 mg/kg apresentou baixa toxicidade,
nas condicbes avaliadas, o que confere seguranca na continuidade do estudo,
passando a ser investigada as propriedades farmacoldgicas da espécie em questéao,
destacando-se a atividade gastroprotetora.

Considerando a néo ocorréncia de morte dos animais na dose de 2000 mg/kg

(v.0.) e, consequentemente, a impossibilidade de determinacdo da DLSO, foi possivel

estabelecer as doses de 62,5; 125; 250 e 500 mg/kg para o EEtOH e a FaHex, a fim
de prosseguir com a pesquisa da atividade gastroprotetora e cicatrizante. A escolha
das doses encontra-se respaldada no que foi preconizado por Souza-Brito (1994),
em que os extratos brutos e seus derivados devem ser testados, em estudos
farmacoldgicos, em doses menores que 1000 mg/kg.

A avaliacéo do efeito gastroprotetor de Xylopia langsdorffiana foi iniciada por
meio de uma triagem farmacologica preliminar utilizando como agente lesivo o
etanol acidificado, em camundongos. A administracdo oral de solu¢cdo de HCI/EtOH
ocasiona lesBes necrotizantes na mucosa gastrica por diminuir a protecao
promovida pela camada de muco e aumentar a secrecao acida (MIZUl; DOTEUCHI,
1983; LIMA et al., 2009). Ha4 também a geracdo de radicais livres (RODRIGUEZ et
al., 2006) que causam estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, podendo, levar a
fragmentacado do DNA (GONCALES et al., 2001; LIMA et al., 2009).
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Esse modelo avalia a habilidade da amostra vegetal em proteger a mucosa
gastrica contra danos agudos. Os resultados obtidos na triagem farmacoldgica
mostraram que o EEtOH, nas doses de 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg, inibiu as lesdes
gastricas provocadas por HCI/Etanol (Tabela 3), possibilitando a continuidade do
trabalho, utilizando outros modelos de inducéo aguda de Ulceras.

A partir desse resultado, o préximo passo foi avaliar se o extrato e a fase
protegem a mucosa gastrica de injurias ocasionadas por etanol absoluto.

E muito comum utilizar o etanol, experimentalmente, bem como outros
agentes lesivos, para ocasionar uUlceras em ratos (NGUELEFACK et al., 2008; RAO
et al, 2008) e avaliar a atividade gastroprotetora de produtos naturais
(UMAMAHESWARI et al., 2007). Esse agente lesivo ocasiona danos as células e
distarbios no fluxo sangiineo (BRZOZOWSKI, 2003; LIMA et al., 2009), provocando
edema agudo do tecido, hemorragias subepiteliais, esfoliacdo celular, degranulacao
de mastécitos com liberacdo de histamina, infiltragcdo de células inflamatorias
(neutrdfilos) com geracdo de espécies reativas de oxigénio (PARK et al.,, 2004;
KWIECIEN; BRZOZOWSKI; KONTUREK, 2002; LIMA et al., 2008), especialmente
aumento na producdo de superéxido e radicais hidroxila, induzindo dano oxidativo
por peroxidacdo lipidica (REPETTO; LLESUY, 2002).

Como consequéncia de sua extrema reatividade quimica, as EROs causam
alteracdes graves, que podem culminar em morte celular (SALIM, 1991; BHARTI;
WAHANE; KUMAR, 2010). Em nivel molecular, essas espécies reativas atacam o0s
componentes celulares essenciais, como proteinas, lipidios e &cidos nucléicos, o
que pode causar a perda de sua funcéo biolégica e formacao de compostos toxicos
(KAHARAMAN et al., 2003; INEU et al., 2008).

ApoOs a absorcéo pelo estdbmago e pela parte superior do intestino, o etanol é
oxidado a acetaldeido, um metabdlito altamente téxico que tem habilidade de se
complexar a glutationa, diminuindo a disponibilidade deste antioxidante nao
enzimatico (SALASPURO, 2003).

No modelo de inducdo aguda de Ulceras por etanol em ratos, o EEtOH e a
FaHex de X. langsdorffiana, nas doses anteriormente definidas, inibiram o ILU de
forma significativa, em comparacdo com sSeus respectivos controles negativos,
sugerindo, portanto, atividade gastroprotetora a espécie (Tabela 4). Entretanto, por
se tratar de um modelo inespecifico, com o efeito gastroprotetor promovido pelas

amostras vegetais podendo ter relagdo com o aumento do fluxo sanguineo,
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estimulacdo da producdo de muco e bicarbonato ou ainda por uma possivel
atividade antioxidante.

Passou-se a investigar a influéncia do EEtOH-XI e da FaHex-X| sobre os
reflexos vagovagais e sobre a reducdo de fatores citoprotetores, por meio dos
modelos de indugdo aguda de Ulceras por estresse (imobilizacéo e frio) e por AINEs
(piroxicam), respectivamente.

E relevante a sensibilidade do TGI, destacando o estdmago, aos diversos
estimulos estressantes (FILARETOVA, 2006), como choque séptico, queimaduras,
traumas severos, estados poés-cirirgico ou alteracbes psiquicas, resultando em
lesbes agudas na mucosa gastrica (GLAVIN; SZABO, 1992; HAMAGUCHI et al.,
2001). Sendo assim, o0 estresse, como fator etiolégico, pode ajudar a explicar a
crescente tendéncia ao desenvolvimento e complicagbes da Ulcera gastrica
(SANTOS, 2008).

Em situacdes de estresse ocorre estimulacdo do sistema nervoso simpatico
(SNS) e parassimpético (SNP). O estimulo do SNP aumenta a motilidade com
consequente acentuacdo da contracdo do musculo gastrintestinal, levando a
isquemia mucosal e aumento da secrecdo de acido. A estimulacdo simpéatica
promove vasoconstricdo arteriolar, por ativacdo de receptores a;, ocasionando
reducdo significativa do fluxo sanguineo, promovendo hipdxia local e isquemia, que
gera EROs, peroxidacdo lipidica e deplecdo do conteudo de glutationa (GUTH,;
PAULSEN; NAGATA, 1984; BANDYOPADHYAY et al., 2001).

As EROs diminuem os niveis de PGs resultando no aumento da producéo das
citocinas pro-inflamatérias fator de necrose tumoral a (TNF-a) e interleucina 1B
(IL-1B), que induz um aumento na expressao da molécula de adesao 1 (ICAM-1),
principais responsaveis pela infiltracdo de neutréfilos na mucosa gastrica
(HAMAGUCHI et al., 2001; ODASHIMA et al., 2005).

O estresse por imobilizacdo e frio leva a alteragcbes no SNC, causando
aumento na secrecdo e motilidade gastrica dependente do nervo vago e mediado
pela secrecdo do hormonio liberador de tireotrofina (TRH). Este horménio em
associacdo com a diminuicdo da temperatura corporal, durante o estresse, promove
liberacdo do horménio estimulante da tiredide ou tireotrofina (TSH) (TAKEUCHI et
al., 1999; TANAKA et al., 2007b).

Os danos ao estbmago de animais ocasionados por estresse podem ter a

participacdo do sistema neuroimunoenddcrino, que estimula o sistema nervoso
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autonomo (BANDYOPADHYAY et al., 2001), ativa o eixo hipotalamico-pituitéria-
adrenal (HPA) (PRUETT, 2003; FILARETOVA, 2006) e estimula o sistema
termogénico no cérebro (TANAKA et al.,, 2007b), resultando na modulacdo do
sistema imune e, consequentemente, da resposta inflamatoria (HAMAGUCHI et al.,
2001; PRUETT, 2003; ODASHIMA et al., 2005; TANAKA et al., 2007b; FILARETOVA
et., 2007).

O envolvimento do eixo HPA é relativamente discutido e, até o0 momento, ndo
ha um consenso sobre o papel dos glicocorticéides na ulcerogénese, existindo dois
pontos de vista. A idéia amplamente sustentada é que a ativacdo do eixo HPA,
induzida pelo estresse, levando a liberacdo de glicocorticoides, constitui um fator
ulcerogénico, sendo resultado da correlacdo positiva entre nivel de cortisol induzido
por estresse e ulceracdo gastrica (WEISS, 1971; MURPHY; WIDEMAN; BROWN,
1979), constatada a partir de dados experimentais (BLACK, 1988; KUWAYAMA;
MATSUO; EASTWOOD, 1991; CARPANI DE KASKI et al., 1995) e clinicos (GRAY;
BENSON; REIFENSTEIN, 1951; WEUSTEN; JACOBS; BIJLSMA, 1993).

Por outro lado, varios estudos sustentam a idéia de que glicocorticéides
liberados durante a ativacdo do eixo HPA por alguns estimulos danosos a mucosa,
atuam como gastroprotetores, promovendo mdultiplas a¢des, incluindo manutencéo
da homeostase de glicose, do fluxo sanguineo na mucosa gastrica, producdo de
muco e atenuacdo da motilidade gastrica e permeabilidade microvascular (SZABO et
al., 1983; TAKEUCHI et al., 1989; HERNANDEZ; GLAVIN, 1990; FILARETOVA et
al., 1999, 2001, 2002, 2003, 2004; 2006). Além disso, esses horménios podem
exercer um papel gastroprotetor compensatdério nos casos de comprometimento de
mecanismos protetores da mucosa promovidos pelo NO e PGs (FILARETOVA et al.,
2007). Dessa forma, ha um indicativo de que a ativacdo do eixo HPA pode ser
considerada um importante fator citoprotetor, de forma contrdria ao paradigma
tradicional (FILARETOVA et al., 2007).

Conforme tem sido descrito na literatura, os disturbios vasculares, o aumento
da secrecdo de &cido e da liberacdo de histamina por degranulacdo de mastocitos,
em conjunto com a geracdo de EROs inativam a sintese de PGs, culminando na
perda da citoprotecdo, sendo, assim, essenciais para a geracao de Ulceras gastricas
por estresse (BANDYOPADHYAY et al., 2001; HIRUMA-LIMA et al., 2006b).

No modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por estresse

(imobilizacdo e frio), o EEtOH e a FaHex nas doses avaliadas preveniram o
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desenvolvimento das lesdes gastricas (Tabela 5), sugerindo portanto que a atividade
gastroprotetora de X. langsdorffiana pode ser atribuida a uma possivel regulacéo da
secrecdo acida, por meio do controle na producéo excessiva do acido ou da inibicdo
ou bloqueio de receptores ou devido ao aumento da producdo de muco e
bicarbonato, restabelecendo o fluxo sanguineo e/ou impedindo a deplecdo de
componentes antioxidantes enddgenos por diminuir ou impedir a formacdo de
radicais livres.

A proxima etapa do presente trabalho teve como objetivo avaliar o efeito das
amostras vegetais de X. langsdorffiana em Ulceras induzidas por antiinflamatorio
nao-esteroidal (piroxicam).

Apesar do estilo de vida estressante contribuir para o desenvolvimento da
Ulcera gastrica, tem-se também associado a essa doenca, 0 aumento no0 consumo
de drogas antiinflamatérias néo-esteroidais (AINEs) (RIBEIRO; SEVALHO; CESAR,
2006), como indometacina e piroxicam.

Piroxicam, um membro da familia oxicam e inibidor preferencial de COX-1, é
amplamente utilizado, com eficacia comprovada em pacientes com diagndstico
confirmado de osteoartrite (BJORKENHEIM; HELLAND, 1985; WATERWORTH,;
WATERWORTH; TAYLOR, 1985; ZIZIC; SUTTON; STEVENS, 1985; VILLEGAS et
al., 2004). Ele tem exibido atividade antiinflamatéria, analgésica e antipirética, mas
acarreta lesbes hemorragicas na mucosa gastrica em cerca de 20% dos pacientes
com osteoartrite (BOHL; GAUSSMAN; VORBERG, 1990; VILLEGAS et al., 2004).

Efeitos adversos sob o sistema gastrintestinal ocasionados pelos AINES, vao
desde sintomas dispépticos, erosdes gastricas e até Ulceras pépticas com
complicacBes graves, como sangramento ou perfuracdo (BLANDIZZI et al., 2009).

A acéo citotdxica local dos AINEs compreende a diminuicdo da secrecao de
muco e bicarbonato (PHILLIPSON et al., 2002; BAUMGARTNER et al., 2004),
causando injurias severas a camada de fosfolipidios que recobre a superficie da
mucosa (LICHTENBERGER et al., 2006) o que resulta na retrodifusdo dos ions H”
sobre as células mucosas e, como consequéncia, ha a ocorréncia dos danos pelo
acido (WALLACE, 2008).

O efeito sisttmico dos AINEs, levando ao desenvolvimento das lesdes
gastricas, tem relacdo com a sua capacidade de suprimir sintese de PGs, via
inibicdo n&o seletiva das COX-1 e 2 (GUDIS; SAKAMOTO, 2005; AKARCA, 2005;
WALLACE, 2008). Esse efeito na mucosa gastrica é decorrente também de
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mecanismos independentes de COX, como disfungdo mitocondrial pela reducéo da
fosforilacdo oxidativa na mitocondria, por inibicdo de cinases, ativagdo de apoptose
(HUSAIN et al., 2001), por producdo de leucotrienos, com consequente infiltracao
de neutrdfilos (BIAS et al.,, 2005) e o comprometimento da renovacao celular
(FIORUCCI; ANTONELLI; MORELLI, 2001; PASTORIS, 2008).

Essa inibicdo das COXs via AINEs induz a supresséo de prostaglandinas, em
especial PGE; e prostaciclina PGl,. A formacédo de prostaciclina pelo endotélio da
microcirculacdo da mucosa € altamente relevante para assegurar uma inibicao
tbnica da adesdo de neutréfilos. Portanto, ao bloguear a biossintese de
prostaglandinas, os AINEs alteram o equilibrio da mucosa, induzindo o recrutamento
e adesdo endotelial dos neutréfilos (RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001; WHITTLE,
2002; BLANDIZZI et al., 2009).

Uma vez aderidos, neutrofilos obstruem a microcirculagdo, causando uma
diminuicdo local no fluxo sanguineo da mucosa e liberacdo de mediadores
inflamatorios, incluindo enzimas proteoliticas e leucotrienos, que aumentam o ténus
vascular, agravam a isquemia tecidual, estimulam a producdo de EROs e promovem
a destruicdo da matriz intestinal, levando a um grau severo de necrose tecidual,
particularmente na presenca de um baixo pH luminal (WHITTLE, 2002; JIMENEZ et
al., 2004; BLANDIZZI et al., 2009).

A combinada ativacdo de mecanismos dependentes e independentes de COX
causa lesdo do tecido por marcado dano oxidativo (producéo excessiva de radicais
livres (UTSUMI et al., 2006), que parece desempenhar um papel importante na
fisiopatologia da ulcera induzida por AINEs (HIRAISHI; SHIMADA; TERANO, 2000).
Dai a necessidade de agentes antiulcerogénicos com propriedades antioxidantes.

No modelo de inducdo de ulcera por AINEs constatou-se que o EEtOH-XI
(125, 250 e 500 mg/kg) e a FaHex (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) inibiram de forma
significativa as lesdes gastrica induzidas por piroxicam (Tabela 6), sugerindo que X.
langsdorffiana apresenta atividade gastroprotetora via mecanismos citoprotetores,
visto que as lesdes promovida por AINEs envolvem, principalmente, a inibicdo das
PGs, principais mediadores da citoprotecdo na mucosa gastrica.

A partir dos resultados promissores obtidos nos diferentes modelos
experimentais, a etapa seguinte foi selecionar a melhor dose do extrato e da fase
obtidos de X. langsdorffiana para a elucidagédo dos provaveis mecanismos de acao

ligados a atividade gastroprotetora. Para isso foi escolhido o modelo de etanol
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devido a seus amplos mecanismos de inducdo de lesGes gastricas, além de ser um
modelo simples e com garantia de reprodutibilidade. A dose mais efetiva para o
EEtOH foi de 500 mg/kg e para a FaHex, 250 mg/kg.

Levando em consideracao a atividade gastroprotetora da X. langsdorffiana, o
proximo passo foi investigar a agdo das amostras vegetais sobre a secrec¢ao gastrica
por meio dos parametros bioquimicos (pH, concentracdo de H* e volume do suco
gastrico), bem como avaliar o ILU induzido pela ligadura de piloro.

A inibicdo da secrecdo acida tem destaque na protecéo dos tecidos gastricos
(BANDYOPADHYAY et al., 2002; KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005),
uma vez que ao ocorrer a sobreposi¢cado dos niveis de acido sobre os mecanismos
de defesa da mucosa, ha a formacéao de uUlceras (SCHUBERT, 2004). Embora varios
mecanismos estejam envolvidos na patogénese da Ulcera gastrica induzida por
ligadura pilérica, acredita-se que a secrecdo e acumulacdo de &cido gastrico, em
consequéncia dos reflexos vagovagais promovidos pelo estimulo dos
mecanorreceptores presentes na mucosa antral, durante a amarradura do piloro,
sejam os fatores mais importantes (MUTHURAMAN; SOOD, 2010).

Além do acumulo de &cido, ha o aumento na producdo de pepsina, neste
modelo, podendo conduzir a um processo de autodigestdo e ulceracdo da mucosa
gastrica (SHAY et al., 1945; GOEL; BHATTACHARYA, 1991; BHARTI; WAHANE;
KUMAR, 2010).

A ligadura do piloro interfere na resisténcia da mucosa gastrica e altera o nivel
de prostaglandinas, citocinas e glutationa enddgena, levando a peroxidacéao lipidica
(SINGH; KHAJURIA; TANEJA, 2008). Neste modelo de inducdo de Ulceras, também
€ observado o aumento do nivel de calcio, que por sua vez € um conhecido gerador
de radicais livres (MUTHURAMAN; SOOD, 2010). Estes aumentos nos niveis de
calcio e espécies radicalares sdo grandes indutores de lesdo tecidual e Ulcera
péptica (LUTNICKI et al., 2006; RAINSFORD, 1999). A gerac¢éo de radicais livres em
excesso provoca varias alteragbes bioquimicas, podendo ser indicadas pelo
aumento nos niveis de TBARS, calcio e atividade da mieloperoxidase (MPO), mas
por um decréscimo no nivel de GSH (MUTHURAMAN; SOOD, 2010).

Um estudo recente identificou a presenca de um diterpeno abietano,
plectrinona A, no extrato de folhas de Plectranthus barbatus e mostrou seu efeito
inibitério sobre a H™-K'-ATPase, reduzindo a secrecdo &cida, caracterizando o

potencial antillcera dessa planta (SCHULTZ et al. , 2007). O 6leo essencial de
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Plectranthus grandis, rico em cariofileno, foi recentemente demonstrado possuir
atividade antioxidante (ALBUQUERQUE et al., 2006). Uma vez que estudos
anteriores demonstraram a propriedade gastroprotetora de diversos diterpenos
(SCHMEDA-HIRSCHMANN et al., 2002; MELO et al., 2003; RODRIGUEZ et al.,
2006), espera-se que a espécie X. langsdorffiana apresente perfil gastroprotetor por
mecanismos similares.

Em tal modelo tanto a administracéo oral quanto a intraduodenal do EEtOH-XI
(500 mg/kg) e FaHex-XI (250 mg/Kg) reduziram significantemente o indice de leséo
ulcerativo induzido pela contensdo da secre¢do gastrica (Tabela 7 e 8). No entanto,
nado alteraram nenhum dos parametros bioquimicos avaliados do suco gastrico (pH,
concentracdo de H* e volume do suco gastrico) quando comparado ao grupo
controle negativo, em ambos os tratamentos (v.o. e i.d.), como exposto nas Tabelas
9 e 10. Entretanto, no grupo dos animais que recebeu a cimetidina, como esperado,
foi observado aumento do pH, reducédo da concentracdo de ifons H® e do volume
gastrico (este apenas para o tratamento v.0.). No caso do controle positivo
cimetidina, apesar de nao ter alterado o volume do conteddo gastrico (via i.d.), foi
observado um efeito inibitério da secrecdo acida pela observacdo conjunta do
aumento significativo do pH somado a diminuicdo da concentracéo de H”.

Diante dos dados obtidos, pode-se sugerir que a gastroprotecdo promovida
pelo EEtOH-XI e FaHex-X| ndo esteja ligada a mecanismos antissecretdrios, nas
condicGes avaliadas. Todavia, faz-se necessario executar estudos complementares
como 0 ensaio enzimatico da bomba de prétons (H',K*-ATPase) e o modelo de
atividade antissecretoria utilizando o0s secretagogos pentagastrina, betanecol e
histamina, para corroborar esses resultados.

As plantas tém mostrado seus beneficios a mucosa gastrica, por meio de
suas propriedades citoprotetoras (GRAHAM; SMITH; OPEKUN, 1988; MAROTTA,
FLOCH, 1991; AL-MOFLEH, 2010), destacando-se mecanismos antioxidantes,
sequestradores de EROs (AL-MOFLEH, 2010). Na perspectiva de compreender os
mecanismos envolvidos na acgdo gastroprotetora promovida pelo EEtOH e pela
FaHex de Xylopia langsdorffiana, foram executados modelos experimentais a fim de
se investigar a participagdo do muco, dos grupamentos sulfidrilas e do 6xido nitrico
frente a esta atividade farmacolégica.

As células mucosas produzem muco viscoso e aderente, além de

bicarbonato, cobrindo o epitélio como uma camada continua, impedindo a
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retrodifusdo de fons H* na mucosa gastrica e possibilitando a neutralizacdo da acidez
luminal (SATYANARAYANA, 2006). Esse gel gastrico € um importante fator de
protecdo no TGI, com habilidade de atuar como agente antioxidante e reduzir danos
a mucosa gastrica, mediados por espécies reativas de oxigénio. Quando as células
mucosas sao danificadas pelas EROs o muco intracelular pode ser liberado para o
tecido gastrico e, assim, evita danos adicionais a parede géstrica por eliminacéo
desses radicais livres (BERENGUER et al., 2007).

Ao avaliar o envolvimento do muco aderido a mucosa, foi observado que a
FaHex-XI ndo aumentou os niveis desse fator de citoprotecdo (Gréfico 2), sugerindo,
entdo, que a atividade gastroprotetora da FaHex-X| ndo tem ligacdo com o aumento
na producdo desse agente protetor.

O envolvimento dos grupamentos SHs, importantes agentes citoprotetores,
também foi investigado. Os grupos sulfidrilicos sdo classificados em protéicos
(composto de peptideos de baixo peso molecular como a glutationa na sua forma
reduzida-GSH) e ndo protéicos (composto das proteinas de alto peso molecular,
como a glutationa complexada a albumina) (FAURE; LAFOND, 1995; JORDAO-
JUNIOR et al., 1998).

A GSH nos tecidos tem sido considerada um potente agente protetor devido
as suas propriedades antioxidantes e de desintoxicacdo (MUTHURAMAN; SOOD,
2010), atuando na prevencado de danos ao tecido gastrico, juntamente com outros
mecanismos de defesa antioxidante (vitaminas A, C, E, melatonina, enzimas
antioxidantes), mantendo baixos os niveis celulares de EROs (SIES, 1997;
AJAIKUMAR, 2005).

Para que a atividade protetora da glutationa expressa pela reducdo de
espécies oxidantes, e consequente oxidacdo da GSH a glutationa oxidada (GSSG)
seja mantida, a GSH precisa ser regenerada pelo ciclo catalitico, que envolve trés
grupos de enzimas: a glutationa oxidase (GO), a glutationa peroxidase (GSH-Px) e a
glutationa redutase (GR). As duas primeiras enzimas, GO e GSH-Px, catalisam a
oxidacdo de GSH a GSSG e a ultima, GR, € responsavel pela regeneracdo de GSH,
a partir de GSSG, na presenca de NADPH, que atua como co-fator (HUBER,;
ALMEIDA; DE FATIMA, 2008). Assim, a GSH exerce um papel chave na protecéo
das células epiteliais gastricas sobre as lesdes induzidas por etanol (REPETTO,;
LLESUY, 2002).
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Uma forma de investigar a participacdo dos grupamentos SHs é utilizando o
N-etilmaleimida (NEM), um agente bloqueador desses grupamentos, que
potencializa as lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol (RASTOGI; PATNAIK;
DIKSHIT, 1998; MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

A participacdo dos grupamentos SHs na protecdo da mucosa gastrica de X.
langsdorffiana, foi verificado por meio do modelo de inducédo aguda de Ulcera com
etanol absoluto, na auséncia e na presenca de NEM. Neste experimento o EEtOH
(500 mg/kg, v.0.) e a FaHex (250 mg/kg, v.0.) inibiram de forma significativa as
lesbes ulcerativas induzidas por etanol absoluto, tanto na auséncia quanto na
presenca de NEM, havendo diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com
tween 12 % e com NEM (Graficos 3 e 4), sugerindo que o efeito gastroprotetor
fornecido pelo EEtOH e pela FaHex dependa da producdo e/ou presenca dos
compostos SHs, sendo constatado que substancias que possuem atividade
antioxidante desempenham um papel importante no tratamento da Ulcera péptica
(AL-MOFLEH, 2010).

Na perspectiva de avaliar outro mediador enddégeno ligado ao possivel
mecanismo citoprotetor de X. langsdorffiana, passou-se a investigar o envolvimento
do NO na gastroprotecéo fornecida pelo extrato e fase.

A molécula de éxido nitrico é um agente vasoativo que apresenta uma meia-
vida curta sendo produzida pela enzima sintase de 6xido nitrico (NOS) (LOIBL et al.,
2006). Estudos indicam que o NO desempenha um papel central em processos
defensivos da mucosa por regulacdo do fluxo sanguineo géastrico pela dilatacdo dos
vasos sanguineos (CALVO et al., 2007) e por reduzir a lipoperoxidacdo (ANCHA et
al., 2003), buscando manter a integridade do epitélio.

O NO também participa da cicatrizacdo de ulceras, estimulando a formacéao
de fatores de crescimento (GYIRES, 2005) via liberacdo do fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF), promovendo a angiogénese e cicatrizacdo da Ulcera
(MILLER; WALLACE, 2000; WALLACE, 2008). O NO protege a mucosa gastrica de
lesGes induzidas por etanol e endotelina e a inibicdo da enzima NOS por L-NAME,
resulta no decréscimo desse mediador enddgeno e, consequentemente, no aumento
da lesdo na mucosa estomacal (MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Com o intuito de investigar a hipotese da participacdo do NO na protecao
gastrica, foi realizado o modelo agudo de uUlcera induzida por etanol em ratos, na

auséncia e na presenca de L-NAME, um inibidor da enzima NOS. Assim, foi
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observado que o EEtOH (500 mg/kg, v.0.) e a FaHex (250 mg/kg, v.0.) inibiram de
forma significativa as lesdes ulcerativas induzidas por etanol absoluto, tanto na
auséncia quanto na presenca de L-NAME, uma droga bloqueadora da sintese de
NO, havendo diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com tween 12 % e
com L-NAME (Graficos 5 e 6), havendo uma exacerbacao do ILU neste ultimo grupo,
o que leva a sugerir que o NO, provavelmente, também esta envolvido na
gastroprotecao promovida por X. langsdorffiana.

Considerando os resultados apresentados até o momento, é possivel sugerir
que a gastroprotecdo promovida por X. langsdorffiana envolva a participacdo dos
grupamentos sulfidrilas e do NO.

Essa atividade farmacologica pode ser atribuida a compostos derivados de
isoprendides, em especial os diterpenos que caracterizam essa espécie, visto que
essas substancias tém apresentado, em estudos anteriores, significativas e variadas
atividades bioldgicas, dentre elas a antiulcerogénica (MATSUDA et al., 2003).

Mediante a relevancia dos resultados anteriores do EEtOH e da FaHex de
Xylopia langsdorffiana passou-se a investigar a propriedade cicatrizante dessas
amostras, em modelo de Ulcera induzida por acido acético. Este modelo, em ratos, é
considerado o que mais se assemelha a udlcera no homem em termos de
caracteristicas patolégicas e mecanismos de cicatrizacdo, sendo de dificil
tratamento, necessitando de tempo prolongado para sua cura (OKABE; AMAGASE,
2005).

Histologicamente, a Ulcera consiste em duas estruturas principais: a margem
formada pela mucosa adjacente ndo necrosada (componente epitelial), onde suas
células expressam receptores para EGF caracterizando uma zona de cicatrizacdo; e
a base da Ulcera, constituida pelo tecido de granulacdo, onde macrofagos e
fibroblastos sdo encontrados (TARNAWSKI, 2005). A Ulcera produzida pela acdo do
acido acético € de natureza perfurativa e surge em decorréncia da liberacdo de
histamina, que aumenta a permeabilidade capilar e a retrodifusdo de HCI (TAKAGI,
OKABE; SAZIKI, 1969; UMAMAHESWARI et al., 2007).

A reepitelizacdo € crucial na recuperacdo da mucosa gastrica apos a
ulceracao. A cicatrizacéo da lesdo € um processo complexo e muito bem regulado,
com finalidade de preenchimento da injdria gastrica por proliferacdo e migracdo de
células epiteliais e do tecido conjuntivo (TARNAWSKI et al., 2001; INEU et al.,
2008). Dessa forma, a cura das injarias gastricas requer angiogénese no tecido de
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granulacdo na base da Ulcera, proliferacdo de células epiteliais nas margens e
posterior restabelecimento da arquitetura glandular (WALLACE, 2008).

O processo de proliferacéo celular € dependente de fatores de crescimento
como, o fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de crescimento de fibroblastos
(FGF), fator de crescimento de hepatécito (HGF), fator de crescimento endotelial
vascular (VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de
crescimento transformador B (TGF-B), peptideos e COX-2. Estes fatores sé&o
produzidos localmente e vao atuar via autécrina e/ou paracrina promovendo a
divisdo, migracgédo celular, proliferagéao e reepitelizagdo (TARNAWSKI, 2005).

Peskar (2005) verificou que a enzima COX-2 desempenha um importante
papel na cicatrizacdo de Ulceras gastricas. O envolvimento direto da COX-2 na
cicatrizacdo de Ulceras tem sido observado por uma “upregulation” da expressao do
RNAmM da COX-2 na margem da Ulcera em relacdo ao aumento da proliferacédo
celular epitelial e da expressdo de fatores de crescimento (HALTER,
SCHMASSMANN; PESKAR, 2001). A COX-2 produz prostanéides, como a
prostaglandina E, que desempenha uma funcdo importante na angiogénese,
proliferacdo de células e cicatrizacdo da mucosa gastrica (TSUJI et al.,, 2002;
KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; PHILLIPSON et al., 2008).

O NF-kB, um importante fator de transcricdo nuclear, que em resposta a
varios estimulos é ativado e translocado para o nudcleo onde promove a expressao
de genes (KAWAI; AKIRA, 2007), esta envolvido no controle de diversas funcdes
celulares (TAKAHASHI; FUJITA; YAMAMOTO, 2001; MAITY et al., 2008), entre elas
no processo de cicatrizacdo da Ulcera, onde foi observado que o seu bloqueio
resultou em um prejuizo no reparo das injurias gastricas (TAKAHASHI; FUJITA;
YAMAMOTO, 2001). Estudos tém demonstrado que a supressdo de NF-kB leva a
ativacdo de caspase-3 e, consequentemente, da via apoptética em culturas
primarias de células epiteliais gastricas infectados pelo H. pylori (KIM et al., 2003), e,
mais recentemente, Maity et al. 2008, demonstraram que a indometacina ativa vias
dependentes de caspase-3 para induzir a apoptose em células da mucosa.

Com a finalidade de avaliar se X. langsdorffiana estaria acelerando o
processo de cicatrizagdo da Ulcera, o EEtOH (500 mg/kg, v.0.) e a FaHex
(250 mg/kg, v.0.) foram administrados durante 14 dias apds a inducdo da lesdo por

acido acético, sendo possivel observar que ambas as amostras reduziram
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significativamente a ALU em cerca de 51% e 36%, respectivamente (Gréafico 7)
sugerindo que X. langsdorffiana apresenta atividade cicatrizante.

Adicionalmente foram avaliados consumo de agua e racao, peso corpoéreo,
peso dos 6rgédos, além dos parametros bioquimicos e hematologicos, servindo como
indicadores de possivel toxicidade apds 14 dias de tratamento com as amostras
vegetais (CALVO et al.,, 2007; VASCONCELOS et al., 2008). Diante disso, foi
observado que apenas o EEtOH (500 mg/kg, v.0.) promoveu aumento no consumo
de 4gua e racédo, porém nem o EEtOH e nem a FaHex alteraram o peso corpoéreo e
dos 6rgdos dos animais tratados (Tabelas 11, 12 e 13).

O aumento no consumo de agua pelos animais tratados com o extrato de X.
langsdorffiana pode estar relacionado a atividade hipotensora e diurética promovida
por diterpenos existentes em espécies pertencentes ao género Xylopia (SOMOVA et
al., 2001).

A determinacdo do consumo de 4gua e racdo é importante no estudo de
seguranca de um produto com finalidade terapéutica, pois a ingestdo adequada de
agua e nutrientes sdo essenciais para a manutencdo do estado fisiologico dos
animais e para se ter uma resposta adequada a droga teste (STEVENS;
MYLECRAINE, 1994; IVERSEN; NICOLAYSEN, 2003; FERES et al., 2006).

Com relagdo aos parametros bioquimicos, foi constatada diminuicdo
significativa da AST e de acido Urico quando comparados ao grupo controle negativo
(solucdo tween 80 12%). Ja para os parametros hematologicos néo foi observada
nenhuma alteracdo (Tabelas 14 e 15).

A avaliacdo bioquimica torna-se importante, porque a toxicidade hepatica e
renal tém sido relatadas ap6s o uso prolongado de produtos fitoterapicos (CORNS,
2003; HILALY; EL ISRAILI; LYOUSSI, 2004; ISNARD et al., 2004; SAAD et al.,
2006), o que torna indispenséavel sua avaliacao.

As transaminases (ALT e AST) sdo enzimas utilizadas como biomarcadores
de eventual toxicidade hepética (RAHMAN; SIDDIQUI; JAMIL, 2001; HILALY; EL
ISRAILI; LYOUSSI, 2004; MUKINDA; SYCE, 2007). A ALT esta localizada
principalmente no citosol dos hepatocitos e € considerada um marcador mais
sensivel ao dano hepatocelular quando comparada a AST que € encontrada no
citoplasma e mitocondrias de diferentes tecidos, principalmente no coracdo e nos
musculos esqueléticos, figado, rins, pancreas e eritrocitos (CHAVES; SILVA, 1998;
ANIAGU et al., 2004; OBICI et al., 2008).
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O aumento da AST pode ser devido a liberacdo de enzimas das células do
orgdo danificado ou a uma alteracdo na permeabilidade da membrana celular. No
entanto, foi vista uma diminuicdo dos valores da AST nos grupos que receberam a
FaHex-XI, resultado este também descrito para algumas plantas ricas em
substancias detentoras de atividade antioxidante (SINGAB et al., 2005; WU et al.,
2006).

A determinacdo de uréia, creatinina e acido Urico sao criticos como
marcadores da funcéo renal (NEWMAN; PRICE, 1999). A diminui¢do do acido urico
promovida pela FaHex-XI pode estar relacionada a substancias que possuem
habilidade para inibir a agdo da enzima xantina oxidase, reduzindo a sintese de
acido urico (PEREIRA, 2002) ou a propriedades antioxidantes dos constituintes
dessa amostra, pois na literatura ha relatos de que animais hiperuricémicos tratados
com rutina, um polifenol com potente poder antioxidante, apresentaram uma
diminuic&o nos niveis de acido urico (ZHU et al., 2004).

Essas alteracdes isoladas nos parametros bioquimicos podem ndo apresentar
correlagdes clinicas (PALMEIRO et al., 2003; HILALY; EL ISRAILI; LYOUSSI, 2004;
KANJANAPOTHI et al, 2004; OBICI et al., 2008), sendo necessarias analises
histopatoldgicas, com a finalidade de complementar estes resultados.

Tendo em vista a andlise dos resultados expressos, é provavel que as acdes
observadas decorram, pelo menos em parte, da presenca de diterpenos,
substéancias que caracterizam fitoquimicamente a espécie Xylopia langsdorffiana.

Na literatura sdo citados inumeros estudos que comprovam as atividades
gastroprotetora de terpendides, com destaque para: 0s sesquiterpenos de Artemisia
douglasiana (GIORDANO et al., 1990), lupeol, acido ursdélico, taraxerol (LEWIS;
HANSON, 1991), carbenoxolona e &cido glicirretinico de Glycyrrhiza glabra
(DOWNER et al., 1970; BIANCHI et al.,1989), poligodial (MATSUDA et al., 1998;
MATSUDA et al., 2002), triterpenos de Fabiana imbricata (ASTUDILLO;
RODRIGUEZ; SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2002; RODRIGUEZ; ASTUDILLO;
SCHMEDA-HIRSCHMANN, 2003) e Protium heptaphyllum (OLIVEIRA et al., 20044,
OLIVEIRA et al., 2004b). Enfatizando os diterpenos, tém-se: trichorabdal A de
Rabdosia trichocarpa (KADOTA et al.,, 1997), trans-dehidrocrotonina isolada de
Croton cajucara (SOUZA-BRITO et al., 1998; HIRUMA-LIMA et al., 2002), cordatina
de Aparisthmium cordatum (HIRUMA-LIMA et al., 2001), labdanos derivados de
Solidago chilensis (RODRIGUEZ et al., 2002; SCHMEDA-HIRSCHMANN;
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RODRIGUEZ; ASTUDILLO, 2002), plectrinona A de Plectranthus barbatus Andrews
(SCHULTZ et al., 2007).

Diante disso, pode-se considerar que Xylopia langsdorffiana apresenta
promissoras atividades gastroprotetora e cicatrizante, provavelmente relacionadas a
mecanismos citoprotetores, como o envolvimento dos grupamentos sulfidrilas,
possivelmente por atuarem como compostos antioxidantes, bem como da via do NO,
provavelmente por auxiliar a microcirculacdo gastrica, e ainda parece ter o
engajamento de fatores de crescimento e angiogénese na promocao da cicatrizacao
das Ulceras, sendo necessarios estudos que esclarecam e complementem essas

hipoteses.
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6 CONCLUSAO

De acordo com a andlise dos resultados obtidos para a espécie Xylopia

langsdorffiana, é possivel concluir que:

>

>

O EEtOH-XI se mostrou bioativo frente a Artemia salina Leach;

O EEtOH-XI apresentou baixa toxicidade nas condicbes e parametros

avaliados;

O EEtOH-XI, nas doses avaliadas, apresentou atividade gastroprotetora

guando submetido a triagem farmacologica,;

O EEtOH-XI e a FaHex-X| possuem atividade gastroprotetora nos modelos de
inducéo aguda de ulcera;

O efeito gastroprotetor promovido pelo EEtOH-XI e pela FaHex-X| esta
relacionado com a participacao dos grupamentos sulfidrilas e do 6xido nitrico

e, provavelmente, ndo envolve mecanismos antissecretorios;

O EEtOH-XI e a FaHex-Xl| apresentaram efeito cicatrizante no modelo de
Ulceras gastricas induzidas por acido acético, possivelmente por atuarem na

estimulacao de fatores de crescimento e da angiogénese;

O EEtOH-XI e a FaHex-XI apresentaram baixa toxicidade de acordo com o0s
parametros avaliados durante os 14 dias de tratamento da Ulcera géstrica
induzida por acido acético;

A atividade antiulcerogénica promovida pelas amostras vegetais de Xylopia

langsdorffiana pode estar relacionada aos diterpenos, 0s marcadores

quimiotaxondmicos da planta em estudo.
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7 PERSPECTIVAS

Diante dos promissores resultados adquiridos com o extrato etandlico bruto
(EEtOH) e com a fase hexéanica (FaHex) obtidos das folhas de Xylopia
langsdorffiana A. St.-Hil. & Tul., nosso grupo de pesquisa se propde a dar

continuidade ao presente estudo tendo em vista as seguintes perspectivas:

» Investigar o0 mecanismo citoprotetor envolvido na atividade gastroprotetora de
X. langsdorffiana por meio da determinacédo dos niveis de prostaglandina E»

(PGE_2) na mucosa gastrica;

» Realizar andlise histologica do estbmago, a partir do modelo de inducédo de
Ulcera por acido acético e avaliar, através de estudos imunohistoquimicos, 0s
fatores envolvidos no processo de cicatrizacdo de lesbes, na proliferacao
celular e angiogénese através 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 funcdo de
proteger, preservar, reparar ou remover proteinas danificadas e CXCR4
(receptor de quimiocina CX 4) - marcador endotelial para a avaliacdo da

angiogénese;

» Investigar o mecanismo antioxidante do EEtOH e da FaHex de X.
langsdorffiana utilizando o modelo de Ulceras gastricas induzidas por
isquemia e reperfusdo para realizacdo dos seguintes ensaios com amostras
do tecido gastrico:

e Determinacao do indice de peroxidacao lipidica;

e Dosagem de grupamentos sulfidrila ndo protéicos (GSH);

e Atividade da enzima glutationa peroxidase;

e Atividade da enzima glutationa redutase (GSSG-Rd);

e Atividade da enzima superoxido dismutase;

e Atividade da enzima catalase (CAT);

e Atividade da enzima 6xido nitrico sintase (NOS)
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>

Pesquisar o efeito antiulcerogénico das amostras vegetais de X.
langsdorffiana em modelo de lesbes duodenais induzidas por cisteamina em

ratos;

Determinar a influéncia das amostras vegetais de X. langsdorffiana na

motilidade intestinal;

Avaliar o efeito antiinflamatério intestinal do EEtOH e da FaHex de X.
langsdorffiana no modelo de colite ulcerativa induzida por
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos, realizando os seguintes ensaios
com as amostras do célon:

Quantificagcdo de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, IL-1 e IL-8);

Atividade da fosfatase alcalina;

Determinacéo da concentracao de leucotrieno B4;

Atividade da mieloperoxidase (MPO).
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ANEXO 1

UNIVERSIDADE FEDERAL DA PARAIBA A
LABORATORIO DE TECNOLOGIA FARMACEUTICA

COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Joao Pessoa, 02 de julho de 2009
CEPA N°. 0106/09

limo(a). Sr(a).
Pesquisadores: Profa. Dra. Leonia Maria Batista (orientadora)

Departamento/Setor: LTF/CCS
Ref.: Projeto de Pesquisa: “Avaliagdo da atividade antiulcerogénica do extrato

etandlico bruto e da fase cloroférmica obtidos das folhas de Xylopia langsdorffiana

A. St.-Hil. & Tul.”

O Comité de Etica em Pesquisa Animal do Laboratério de Tecnologia
Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, em reunido, ANALISOU e

APROVOU a execugéo do projeto acima.

Atenciosamente,

(Profa. Dra. Sandra Rodrigues Mascarenhas ~~
Presidente em Exercicio do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB

LABORATORIO DE TECNOLOGIA FAR‘MACEUTICA « UFPB « CAIXA POSTAL 5009 « CEP 58051-970
JOAO PESSOA « PARAIBA « BRASIL « FAX: (083) 216-7502 - 216-7511
FONE: (083) 216-7173 - 216-7125 « Home Page: http://www.itf.ufpb.br
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MONTENEGRO, C.A. Anexos

ANEXO 2
) 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

Piloerecédo

Movimento intenso das vibrissas
Outras

b — Depressora

Hipnose

Ptose

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo do endireitamento
Catatonia

Analgesia

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

Bocejo excessivo
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

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

Estereotipia

2 - SN AUTONOMO
Diarréia

Constipacéo

Defecagdo aumentada
Respiracdo forcada
Lacrimejamento

Miccdo

Salivacdo

Cianose

Tdnus muscular

Forga para agarrar

3- MORTE

Observagdes complementares.:

Responsavel Técnico
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