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RESUMO

Partes aéreas de Hyptis suaveolens (Lamiaceae), conhecida como
“alfazema-brava” e “tapera-velha”, sao utilizadas na medicina tradicional no
tratamento de problemas gastricos, inflamacdes e infec¢des. Estudos
farmacolégicos realizados com esta espécie e evidenciaram as atividades
antinociceptiva, cicatrizante, anti-inflamatéria e antioxidante. O objetivo deste
estudo foi realizar ensaios farmacolégicos relacionados a gastroprotecao,
cicatrizacao e toxicidade de Hyptis suaveolens, na perspectiva de validar a sua
efichcia e seguranca e corroborar aos dados ja existentes. Para isto, foi
realizada uma triagem comportamental e ensaio da toxicidade aguda do extrato
etanolico-EEtOH-Hs e fase hexanica-FaHex-Hs (2.000 mg/kg). Foi realizada
uma triagem farmacolégica utilizando o EEtOH-Hs, FaHex-Hs, fase
diclorometanica-FaDCM-Hs e fase acetato de etila-FaAE-Hs pelo modelo de
inducéo de ulceras gastricas por etanol acidificado. Foram realizados ensaios
de inducao de Ulceras agudas pelo etanol, AINES, estresse por imobilizacao e
frio (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg), contensdo do suco gastrico por ligadura do
piloro e isquemia-reperfusdo (250 mg/kg). Para avaliar a propriedade
cicatrizante do EEtOH-Hs e FaHex-Hs, foi realizado o ensaio de inducéao de
Ulceras por acido acético e avaliacdo da toxicidade do EEtOH-Hs e FaHex-Hs
por doses repetidas durante 14 dias nesse modelo. Realizou-se a investigacéo
do efeito contra a bactéria Helicobacter pylori pelo método de difusdo em agar.
Os parametros do suco gastrico foram avaliados no ensaio de ligadura do
piloro. Foram investigadas as participacdes do muco, grupamentos sulfidrilas e
NO na gastroprotecdo do EEtOH-Hs e FaHex-Hs. Foram determinados os
parametros antioxidantes pela determinacdo dos niveis de lipoperoxidacéo
(LPO) e atividade da enzima superoxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica,
utilizando o modelo de isquemia-reperfusdo. A administracdo do EEtOH-Hs,
provocou hiperatividade nos animais, entretanto, ndo causou morte nos
animais, ndo tendo sido possivel determinar a DL s,. Nenhum sinal de
toxicidade foi evidenciado nos animais tratados com a FaHex-Hs. O EEtOH-Hs,
bem como todas as fases testadas promoveram inibicdo significativa do indice
de lesédo ulcerativa-ILU no modelo de inducéo por etanol acidificado, sendo que
a FaHex-Hs foi a mais eficaz. O EEtOH-Hs e a FaHex-Hs, reduziram
significativamente o ILU nos modelos de Ulceras gastricas induzidas por todos
os agentes lesivos. O EEtOH-Hs e a FaHex-Hs néo alteraram os parametros
do suco gastrico e 0s niveis de muco gastrico, entretanto, foram observadas
alteracbes na area de lesdo ulcerativa-ALU mediante a utilizacdo do
bloqueador de grupamentos sulfidrilas, indicando sua participacéo na atividade
gastroprotetora. Foi observada inibicdo da peroxidacao lipidica e aumento da
atividade da enzima SOD da mucosa gastrica. Portanto, o efeito gatroprotetor
do EEtOH-Hs e da FaHex-Hs pode envolver mecanismos antioxidantes e
citoprotetores.

Palavras-chave: Hyptis suaveolens, lamiaceae, gastroprotetora, antioxidante.
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ABSTRACT

Aerial parts of Hyptis suaveolens (Lamiaceae), known as “alfazema-
brava”, “tapera-velha”, “erva-canudo”, “cheirosa” and “alfavacdo”, is used in
traditional medicine to treat stomach ailments, inflammations and infections.
The aim of this study was to evaluate the gastroprotection, wound healing and
toxicity of Hyptis suaveolens, with a view to validate its efficacy, safety as well
as to corroborate existing data. To this end, behavioral evaluation and acute
toxicity study of the ethanol extract (EEtOH-Hs) and hexane fraction (FaHex-
Hs) at a single dose of 2.000 mg/kg (p.o) was performed in mice.
Pharmacological effects, in particular, the gastroprotective activities of EEtOH-
Hs and FaHex-Hs were evaluated. Initial pharmacological screening was
conducted with EEtOH-H, Hs-FaHex, dichloromethanic fraction (FaDCM-HS)
and ethyl acetate fraction (FaAE-Hs) against acidified ethanol-induced gastric
ulcers. Acute gastric ulcers induced by ethanol, NSAIDs, immobilization and
cold stress, at the were carried out at doses of 62.5, 125, 250 and 500 mg / kg
(po), and at 250 mg/kg (id) in gastric juice containment by pylorus ligature and
ischemia-reperfusion. To evaluate ulcer healing property of EEtOH-Hs and
FaHex-Hs, acetic acid-induced ulcers experiment was realized. In addition the
toxicity of EEtOH-Hs and FaHex-Hs by repeated dosing for 14 days was also
assessed using acetic acid ulcer model. The antimicrobial effect against
Helicobacter pylori bacterium was investigated by agar diffusion method.
Gastric juice parameters were evaluated in the pylorus ligature assay. Next,
was investigated participation of mucus, sulfhydryl groups and nitric oxide (NO)
in the gastroprotection and determine endogenous antioxidants parameters
through the levels of lipid peroxidation (LPO) and superoxide dismutase (SOD)
activity in gastric mucosa following ulcers induction by ischemia-reperfusion.
Oral administration of EEtOH-Hs caused hyperactivity in the animals. However,
it caused no death to none of the animals. Thus it was not possible to determine
LD so0. In this assay, no sign of toxicity was evidenced in animals treated with
FaHex-Hs. In pharmacological screening, EEtOH-Hs, as well as all fractions
studied (FaHex-Hs, FaDCM-Hs, FaAE-Hs) caused significant inhibitions of the
ulcerative lesion index (ULI) in the acidified ethanol ulcer model, being that
FaHex-Hs was the most effective. EEtOH-Hs and FaHex-Hs, significantly
reduced ULI in all models tested. EEtOH-Hs and FaHex-Hs exhibited healing
properties in the acetic acid model of ulcers. EEtOH-Hs and FaHex-Hs had no
effect on the gastric juice parameters and left unaltered the levels of mucus of
the gastric mucosa. However changes were observed in the ulcerative lesion
area (U.L.A) with the use of sulfhydryl groups’ blocker, inhibition of lipid
peroxidation and increased SOD activity in the gastric mucosa. Therefore, the
antiulcerogenic effect of EEtOH-Hs and FaHex-Hs may involve antioxidant and
cytoprotective mechanisms.

Keywords: Hyptis suaveolens, lamiaceae, gastroprotection, antioxidant
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TNFa Fator de Necrose Tumoral alfa
TRH Hormonio Liberador de Tireotrofina
TSH Hormonio Estimulante da Tireoide
Vac A Citotoxina vacuolizante

VCM Volume Corpuscular Médio

V.0 Via oral

Obs: As abreviaturas e simbolos utilizados neste trabalho e que ndo constam
nesta relacdo, encontram-se descritas no texto ou sao convengdes adotadas
universalmente.
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1 INTRODUCAO

1.1 ConsideracOes gerais

No mundo inteiro, as plantas sao utilizadas com finalidades curativas e
tém servido de matéria prima para a sintese de muitas drogas e sao fontes
importantes de novos agentes terapéuticos (ANDREO et al., 2006).

Segundo afirmam Giliani e Rahman (2005), a selecdo de produtos
naturais e a triagem de seus extratos por atividade farmacoldgica, em especial
as plantas utilizadas na etnomedicina, podem levar a descoberta de novos
medicamentos para o tratamento de muitos males.

A selecdo de espécies vegetais na pesquisa de novos medicamentos
pode consistir na abordagem randdémica, tendo como fator determinante de
escolha a disponibilidade local das plantas, abordagem quimiotaxonémica ou
filogenética que ocorre quando as espécies sdo selecionadas em funcédo da
presenca de determinadas classes quimicas de substancias em um género ou
familia, bem como na abordagem etnofarmacolégica, cuja selecdo da planta
ocorre de acordo com 0 uso evidenciado por um determinado grupo étnico
(MACIEL, et al., 2002).

O etnoconhecimento sobre o uso das plantas € vasto e, em muitos
casos, torna-se o Unico recurso terapéutico disponivel as populacdes rurais de
paises em desenvolvimento (PASA et al., 2005), tais como o Brasil.

As plantas medicinais sdo consideradas estratégicas para o
fortalecimento da agricultura familiar, geracdo de emprego e renda, uso
sustentavel da biodiversidade, avanco tecnologico e para a melhoria da
atencao a saude da populacao brasileira (BRASIL, 2006).

As plantas superiores constituem uma das fontes mais importantes de
novas substancias utilizadas diretamente como agentes medicinais, além de
fornecer, também, modelos para modificacBes estruturais e otimizacdo das
propriedades farmacoldgicas e bioquimicas. As estruturas quimicas de muitos
dos constituintes de produtos naturais servem inclusive para orientar a quimica

sintética de medicamentos e estima-se que cerca de 30% de todas as drogas
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avaliadas atualmente como agentes terapéuticos sdo derivadas de produtos
naturais (VEIGA-JUNIOR; MELO, 2008).

Muitas plantas medicinais sdo utilizadas como recurso no tratamento
de diversas doencas pela populacdo de pequenas comunidades, inclusive para
combater os problemas estomacais e inflamacdes (RODRIGUES; CARLINI,
2003).

As investigacdes etnofarmacoldgicas de plantas com potencialidade
antioxidante costumam ser realizadas com plantas que exibem propriedades
antitlcera e anti-inflamatéria, que tém em comum o estresse oxidativo gerado
pela atividade aumentada de células fagocitarias nos locais das lesbes
(CARVALHO, 2004).

Desta forma, a atividade antioxidante gastrica de compostos vegetais
tem atraido interesse, em virtude da forte evidéncia que o processo oxidativo
esta envolvido nos mecanismos de diversas enfermidades que acometem o
estdbmago, incluindo gastrites, Ulceras gastricas e cancer gastrico (SUZUKI et
al., 2012).

1.2 Fisiopatologia da ulcera péptica

1.2.1 Etiologia e epidemiologia

A Ulcera péptica € uma afeccdo caracterizada por inflamacdes
severas, pontos hemorragicos e lesdes necrozantes (CALAM; BARON, 2001)
gue podem acometer a parede esofagica, gastrica ou intestinal, atingindo a
camada mucosa, podendo penetrar nas camadas submucosa e muscular da
parede do trato gastrintestinal (TARNAWSKI, 2005).

A Ulcera péptica constitui-se de etiologia pluricausal, que segundo
Tarnawski (2010), € desenvolvida quando fatores nocivos (acido cloridrico -
HCI, pepsina, toxinas do Helicobacter pylori, etc) “sobrecarregam” a mucosa
intacta ou quando a integridade da mucosa esta prejudicada.

Dentre os fatores nocivos endégenos, destacam-se o HCI, pepsina
(UCHIDA et al., 2001), refluxo biliar, estresse, radicais livres (SZELENYI;
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BRUNE, 1988) e o processo isquémico (KONTUREK et al., 2006).
Dentre os fatores agressivos exdgenos destacam-se a infeccéo pela bactéria
Helicobacter pylori (USTUN et al., 2006), uso de anti-inflamatérios nao
esteroidais (WARNER; MITCHELL, 2004; JAINU; DEVI, 2006), consumo de
etanol (KONTUREK et al., 2003; SOBUE et al., 2003), uso de nicotina
(SZELENYI; BRUNE, 1988), entre outros.

Os principais fatores que promovem a defesa da mucosa géstrica séo
o 6xido nitrico (KONTUREK et al., 2006); peptidio relacionado ao gene da
calcitonina — CGRP (BRZOZOWSKI, et al.,, 2012 ); compostos sulfidrilas
(PAIVA et al., 2004); muco (ALLEN; FLEMSTROM, 2005); bicarbonato
(WALLACE, 2008); gastrina (KOMORI et al., 2002); prostaglandinas PGE; e
PGl (WALLACE, 2008); assim como a manutencdo do fluxo sanguineo
mucosal (ABDEL-SALAM et al., 2001); presenca de enzimas antioxidantes na
mucosa como a superéxido dismutase—SOD, catalase-CAT, glutationa
peroxidase-GPx e glutationa redutase-GR (JAINU; DEVI, 2006;
CHATTOPADHYAY et al., 2006); fatores de crescimento, incluindo o Fator de
Crescimento Epidérmico-EGF e o Fator de Crescimento Transformador a -
TGFa (BRZOZOWSKI, et al., 2012); peptidio grelina (SUZUKI et al., 2006) e,
peptideos trefoil e proteinas de choque térmico (TARNAWSKI et al., 2010).
Recentemente, pesquisas realizadas por Brzozowski et al. (2012), apontam
gue um novo metabdlito do peptidio angiotensina 1l também pode estar
envolvido nos mecanismos de gastroprotecao.

Helicobacter pylori € um bastonete gram negativo e microaeréfilo que
coloniza o estbmago humano, sendo considerado o maior agente etiologico das
desordens gastroduodenais (FUNATOGAWA et al.,, 2004). A infeccdo pela
bactéria Helicobacter pylori afeta 50% da populacdo (FOCK; ANG, 2010;
BACKERT; NAUMANN, 2010), sendo considerado o0 mais importante fator de
risco para o desenvolvimento de Ulcera péptica e adenocarcinoma gastrico
(VIALA et al., 2004; AYHIRO et al., 2005).

Estima-se que dentre as pessoas infectadas pelo H. pylori, 10 a 15%
desenvolverdo Ulcera péptica durante a vida (WALSH; PETERSON, 1995) e
isso pode estar relacionado ao fator de viruléncia da bactéria, bem como a

resposta do hospedeiro frente a infeccdo (RUGGIERO, et al., 2006).
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A citotoxina (Vac A) é considerada o maior fator de viruléncia do H. pylori
causando vacuolizacdo na célula infectada e dano tecidual (TOMBOLA et al.,
2003; BACKERT; NAUMANN, 2010).

Na lesdo da mucosa gastrintestinal a partir da infeccdo pelo H. pylori
ocorre o aumento da expresséo e liberagdo de citocinas pro-inflamatorias (IL-
1B), IL-8 e TNFa; alteracBes na secrecdo acida gastrica; alteracdes nos niveis
de somatostatina e gastrina, além de alteragcbes no muco e bicarbonato
(KONTUREK et al., 2005).

Outros fatores bacterianos também estdo envolvidos no
desenvolvimento e gravidade das Ulceras pépticas, dentre eles destacam-se a
citotoxina associada ao gene de patogenicidade island (CagA), os
lipopolissacaridios, a flagelina e a urease (BACKERT; NAUMANN, 2010).

Os AINES, dentre eles acido acetil salicilico, piroxicam e indometacina,
estdo entre os farmacos mais utilizados da atualidade como analgésicos,
antipiréticos e anti-inflamatorios (ANDREO et al., 2006; BOTTING, 2006). S&o
utiizados como primeira linha na terapéutica das osteoartrites, artrite
reumatoide, lUpus eritematoso sistémico e outras sindromes inflamatérias
(SIMMONS et al., 2004).

O uso cronico de AINES pode acarretar ulceracfes gastricas como seu
principal efeito colateral, em decorréncia tanto de efeitos locais na mucosa
gastrica, tais como a lise osmotica e morte de células epiteliais, reducdo na
secrecdo de muco e bicarbonato e rompimento da barreira de fosfolipideos da
superficie mucosa, como também os efeitos sistémicos dos AINES, com
destaque para a inibicdo ndo seletiva das ciclooxigenases—COX, acarretando
assim deplecdo das prostaglandinas citoprotetoras da mucosa gastrica
(WALACE, 2008).

O consumo excessivo de alcool acarreta ulcerogénese multifatorial que
inclui o estresse oxidativo, danos no DNA e decréscimo no conteudo total de
glutationa nas células da mucosa gastrica, produzindo necrose e hemorragia
nos tecidos. Além disso, a atividade ulcerogénica do etanol € conduzida por
sua capacidade em dissolver os constituintes do muco e aumentar a
retrodifusdo de fons H* do limem, além de estimular a secregdo de histamina,
pepsina e ions H* (TAKAYAMA et al., 2011). As bebidas alcodlicas como
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cerveja e vinho tinto representam potentes secretagogos de acido gastrico
(AIHARA et al., 2003).

O estresse emocional também representa importante fator etiolégico
das Ulceras gastricas e esta diretamente envolvido com o estilo de vida do
individuo (FILARETOVA et al., 2007). Os modelos experimentais de ulceracao
gastrica induzida pelo estresse apontam para o aumento da secrecao acida e
reducdo na producdo do muco gastrico mediados pela liberacdo de histamina
(HIRUMA-LIMA et al., 2006). Além disso, o aumento da motilidade géstrica em
decorréncia da estimulacdo vagal, degranulacdo de mastdcitos, decréscimo no
fluxo sanguineo mucosal e decréscimo na sintese de prostaglandinas também
estao relacionados a ulcerogénese no modelo (RAO et al., 2004).

Nessa perspectiva, a Ulcera péptica é considerada uma doenca em
franca expansao nos dias atuais em decorréncia do estilo de vida moderno que
inclui consumo excessivo de alcool e anti-inflamatorios n&o-esteroidais, além
dos altos padrdes de estresse nas sociedades modernas (ANDREO et al.,
2006).

A Ulcera péptica € uma das doencas do trato gastrintestinal mais
prevalente do mundo, seguida de colite ulcerativa e doenca de Crohn (SZABO
et al., 2007). A sua prevaléncia € estimada em torno de 10% da populacéo
mundial (ZAPATA- COLINDRES, 2010).

A Ulcera péptica atinge aproximadamente de 11 a 20% dos homens e 8
a 11% das mulheres (FERREIRA, 2005). A proporcdo entre 0s géneros
masculino e feminino é de 3:1 nas ulceras duodenais € de 2:1 nas Ulceras
gastricas (LIU; CRAWFORD, 2005).

A Ulcera duodenal é geralmente mais prevalente nos paises ocidentais,
enquanto que as Ulceras gastricas prevalecem nos paises orientais (YUAN;
PADOL; HUNT, 2006).

Em relacdo a faixa etaria, estudos apontam para a prevaléncia de
Ulceras duodenais em pessoas mais jovens enquanto as gastricas sdo mais

prevalentes em individuos mais velhos (GROENEM et al., 2009).



28

1.2.2 Secrecdo gastrica

A secrecdo de 4cido gastrico ocorre nas células parietais gastricas das
glandulas oxinticas, que produz em torno de 2 a 3 L de suco gastrico por dia
(JAIN et al., 2007). Em sua composicdo, destacam-se 0s seguintes
constituintes: muco fluido, eletrélitos, HCO3', pepsinogénio, fator intrinseco,
peptideos e o HCI, seu principal constituinte (KONTUREK, KONTUREK;
OCHMANSKI, 2004).

A secrecdo géstrica ocorre em trés fases distintas: a fase cefalica,
regulada parcialmente pelo hipotdlamo e mediada pelo nervo vago, estimulada
por fatores como a visdo, cheiro e sabor dos alimentos; a fase gastrica,
estimulada pelo contato do alimento no lumem gastrico, assim como a
distensdo estomacal, que acarreta a ativacdo de receptores sensoriais do
corpo e antro gastrico, com a ativacdo dos reflexos vagais e o consequente
aumento da secrecdo gastrica; e a fase intestinal, estimulada pela distensao
mecanica e pela presenca de aminoacidos e peptideos provenientes do quimo
(GOO, AKIBA, KAUNITZ, 2010; FRY, 2009).

O controle da secrecdo acida gastrica ocorre pela interacdo de trés
processos: (a) estimulacdo neural via nervo vago com liberacéo de acetilcolina;
(b) estimulacdo endodcrina pela gastrina; e (c) regulacdo paracrina, promovida
pela liberacdo local de histamina (AIHARA, 2003; JAIN et al, 2007), sendo,
portanto, estes secretagogos, 0s principais estimulantes da secrecdo acida
gastrica (SCHUBERT, 2009).

Na estimulacdo neural, a acetilcolina liberada pelo nervo vago estimula
diretamente a secrecdo gastrica, por meio da interacdo com receptores
muscarinicos (Ms), localizados na membrana basolateral da célula parietal,
promovendo o aumento da concentracdo de Ca®* no citoplasma. A acetilcolina
estimula indiretamente a liberacdo de histamina pelas células semelhantes as
células enterocromafins (ECL) e da gastrina pelas células G (AIHARA, 2003;
JAIN et al, 2007).

A gastrina liberada interage diretamente com os receptores de gastrina
(CCKy) na célula parietal gastrica e promove 0 aumento da concentracdo de
Ca’" e indiretamente causam liberacdo de histamina das células ECL (JAIN et
al., 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008). Dados da literatura também sugerem
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gue a secrec¢do acida estimulada pela gastrina pode ser também mediada via
liberacdo de grelina (SCHUBERT et al., 2009).

A histamina liberada ativa os receptores H, na célula parietal
promovendo elevacao dos niveis intracelulares de 3,5’ adenosina monofosfato
ciclico - AMPc e ativacdo de proteinas cinases especificas, acarretando
aumento da secrecao acida géastrica (SCHUBERT ; PEURA, 2008).

Os receptores para gastrina e acetilcolina pertencem a familia dos
receptores acoplados a proteina G (GPCRs) e sdo acoplados a proteina Gq/i;.
A ligacdo destes agonistas ao respectivo receptor, ativa a fosfolipase C, e
promove a liberacdo intracelular de 1,4,5 trisfosfato de inositol (IP3) e
diacilglicerol (DAG). O IP3; aumenta a concentragéo de Ca?* citosélico por meio
da liberacdo dos estoques intracelulares do reticulo endoplasmatico e o DAG
ativa a proteina cinase C (PKC), que fosforila e ativa os canais de Ca*
sensiveis a voltagem (Cav- tipo L) da membrana plasméatica, promovendo a
entrada do Ca*" extracelular na célula parietal com consequente ativacdo da
H*, K" ATPase (ZANNER et al., 2002; SOUCCAR et al., 2008; ZHAO et al.,
2008). Estas informacbes podem ser observadas na representacao

esquematica da Figura 1.
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Figura 1 Mecanismos de regulacéo da secrecdo acida gastrica
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Fonte: (adaptado de OLBE, CARLSSON; LINDBERG, 2003).

Em estado de repouso, a H*, K" ATPase esta localizada no interior da
célula como elemento tubulovesicular. Nesta situacdo, a concentracéo
intracelular de K™ é baixa, e a membrana vesicular impermeavel ao K'. A
estimulacdo da célula parietal, promove 0 aumento da concentracdo de AMPc
e Ca*', o que causa a fusdo do elemento tubulovesicular com a membrana
apical da célula e sua consequente ativacao por exposicdo da enzima ao fluido
luminal rico em K* (GEIBEL, 2005).

A ativacdo da bomba de protons pela via histaminérgica é mediada
pela ativacdo da proteina Gs, com elevacdo do AMPc e estimulacdo da
proteina cinase dependente do AMPc—PKA (SOUCCAR et al., 2008; ZHAO et
al., 2008).

Dentre os substratos para a fosforilagdo da PKA, estdo a H*, K*

ATPase (bomba de prétons) e a proteina ezerina, sendo que, essa Ultima
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funciona como uma proteina ancoradora de cinase (AKAP) e, uma vez
fosforilada conecta o citoesqueleto com as proteinas da membrana plasmatica,
e promove a translocacéo da H*, K" ATPase (SZASZAK et al., 2008). Assim, 0
H* é liberado nos canaliculos da célula parietal em troca do K*. Os ions cloreto
(CI") sao secretados através de canais de cloreto na membrana apical da célula
parietal, de tal forma que para cada H* secretado, ocorre troca de CI/HCO3 na
membrana basolateral (GEIBEL, 2005).

A enzima H', K ATPase existe em dois estados conformacionais
importantes (E1 e E2): No estado E1, o sitio de ligagdo aos ions tem alta
afinidade para o H" e baixa afinidade ao K*. A forma E1 é convertida em E2 por
meio da fosforilagédo (hidrélise do ATP). Ja no estado E2, o sitio de ligacdo aos
ions tem alta afinidade para o K* e baixa afinidade ao H*. A sua ativag&o ocorre
mediante desfosforilagdo que, por sua vez, ocorre apos a ligagdo do K* ao sitio
localizado na subunidade a da enzima (GEIBEL, 2005).

Apoés a ocorréncia de suficiente secrecdo acida gastrica, um sistema
de retroalimentacédo é ativado. O decréscimo no pH intragastrico estimula a
liberacdo de somatostatina pelas células D, que ao interagir com receptores de
somatostatina (SSTRy), inibe a liberacdo de gastrina das células G, assim
como inibe o efeito da gastrina nos receptores CCK; localizados nas células
parietais e células ECL. Além disso, a acidificacdo no duodeno também causa
a liberacdo do hormoénio secretina, que age inibindo a secrecdo acida gastrica
(AIHARA et al., 2003; ZHAO et al., 2008).

1.2.3 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

O estbmago € considerado um o6rgdo que, embora submetido a
condicBes fisiopatologicas indspitas (meio de pH acido ~1,0 e presenca de
enzimas proteoliticas ativas como a pepsina, presenca de bile, entre outros), €
capaz de manter-se integro e funcional. Isso se deve aos mecanismos de
defesa da mucosa gastrica, frente principalmente, a secrecao acida necessaria
ao desempenho das suas funcdées fisiologicas (WALLACE, 2008; LAINE et al.,
2008).
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A integridade da mucosa gastrica € mantida por mecanismos de
defesa que incluem fatores pré-epiteliais, epiteliais e sub-epiteliais, conforme

descritos na Tabela 1.

Tabela 1 Principais fatores defensivos da mucosa gastrica

Niveis de defesa Principais fatores defensivos

1-Defesa pré-epitelial - Suco gastrico - acido gastrico, Imunoglobulinas e
lactoferrina
- Muco
- Bicarbonato
- Fosfolipidios presentes na membrana apical do epitélio
gastrico.

2- Defesa epitelial - Renovagéo do epitélio celular-fatores de crescimento,
PGE; e survivina.

3- Defesa pés-epitelial - Manutencao do fluxo sanguineo mucosal-PGs, grelina,
CGRP, NO
- Inflamacéao, elevacado do fluxo sanguineo, exsudacédo de

plasma e recrutamento de leucécitos - PGs.

Fonte: Adaptado de Laine; Takeuchi; Tarnawski (2008). CGRP- peptideo relacionado
ao gene da calcitonina, NO — 6xido nitrico, PGs- prostaglandinas.

A primeira linha de defesa da mucosa (defesa pré-epitelial), &
constituida pela camada de fosfolipidios da célula epitelial, que apresenta
elevada hidrofobicidade, e por uma fina camada de muco gel (95% de mucina e
5% de agua), que aprisiona 0s ions bicarbonato, mantém o pH em
aproximadamente 7,0 e se deposita sobre a superficie das células epiteliais da
mucosa gastrica, protegendo-a contra os efeitos deletérios, principalmente de
agentes como o acido cloridrico e a pepsina (ALLEN; FLEMSTROM, 2005;
LAINE et al., 2008; WALLACE, 2008).

O acido cloridrico também contribui com a primeira linha de defesa da
mucosa gastrica em razdo da sua acdo antimicrobiana, evitando assim o
crescimento de bactérias presentes na agua e alimentos ingeridos
(SCHUBERT; PEURA, 2008).



33

O bicarbonato € secretado pelas células superficiais do estbmago e
duodeno, em resposta a varios estimulos, dentre os quais, prostaglandinas e
peptideos intestinais (TAKEUCHI et al., 2001). Além disso, o muco atua
impedindo a difusdo de fons H* da luz para a membrana apical das células
epiteliais (ALLEN; FLEMSTROM, 2005) e auxilia a remoc&o de radicais livres
potencialmente lesivos a mucosa gastrica (HIRUMA-LIMA et al., 2006).

Estudos tém demonstrado que a membrana apical das células
gastricas previne a difusdo de H* na mucosa (WALLACE, 2008) e isto se deve
a renovacao das células epiteliais gastricas.

A renovacao celular da mucosa gastrica mantém a sua integridade
estrutural. O epitélio é continuamente renovado por um processo bem
coordenado e controlado da proliferacao de células pro-genitoras, de tal forma
gue o epitélio gastrico se renova completamente em torno de 3 a 7 dias, sem
gque ocorra perda significativa na continuidade da “barreira” funcional
denominada de defesa epitelial (LAINE, TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

A proliferacdo celular é controlada pelos fatores de crescimento, com
especial destaque para o Fator de Crescimento Epidermal (EGF), bem como
pelo Fator Transformador de Crescimento a (TGFa) e o Fator de Crescimento
Semelhante a Insulina (IGF-1), sendo que as prostaglandina E, (PGEy)
realizam transativacao do receptor para o EGF (NGUYEN et al., 2007). Estudos
apontam para a participacdo da proteina anti-apoptoética survivina no controle
do processo de renovacédo celular do epitélio gastrico e estas sdo expressas
nas células epiteliais e nas células progenitoras do epitélio gastrico (CHIOU et
al., 2005).

A defesa poOs-epitelial (endotelial) € constituida pelo continuo fluxo
sanguineo mucosal, que promove 0 adequado suprimento de oxigénio e
nutrientes para as células da mucosa gastrica, assim como a remoc¢ao de
substancias toxicas (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Uma das mais
importantes funcdes do fluxo sanguineo mucosal consiste na remocéao/diluicéo
dos fons H' que podem se retro-difundir a partir do limen géstrico para as

camadas mais internas da mucosa gastrica (WALLACE, 2008).
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O fluxo sanguineo mucosal, mediante a presenca de fatores nocivos, é
compensatoriamente  incrementado  por  substancias  vasodilatadoras
endogenas tais como o NO, PGE; e PGl,, liberadas principalmente das células
endoteliais dos microvasos sanguineos que irrigam a mucosa gastrica. O
estimulo para a liberacdo do 6xido nitrico envolve a participagdo de nervos
aferentes, localizados na mucosa gastrintestinal, que estimulados, liberam
substancia P e neurocinina A e a consequente liberacdo pelas vias eferentes
do Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina—CGRP (WALLACE, 2008).

1.2.3.1 Fatores moduladores da barreira gastrica

a) Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo mediadores lipidicos originados por acdo da
enzima ciclooxigenase (COX) e prostaglandina endoperoxido sintase, a partir
do acido aracdonico (acido 5,8,11,14 eicosanotetrandico), um componente da
membrana fosfolipidica das células (ATAY et al., 2000; HATA; BREYER, 2004).
Apos ser liberado da membrana das células por acao da fosfolipase Az, 0 acido
aracdodnico sofre oxidacao pelas cicloxigenases do tipo constitutiva (COX;) e
induzivel (COX;) formando PGG2, seguido da reducédo para o endoperéxido

instavel PGH,.

A PGH, serve como substrato para as enzimas prostaglandinas
sintases, responsaveis pela sintese de cinco principais prostaglandinas
geradas in vivo, PGE,;, PGF,, PGD,, PGIl,;, também denominada de
prostaciclina. A PGE, € o maior produto das ciclooxigenases em diversos
locais. No trato gastrintestinal, PGE; derivada da COX;, desempenha um papel
protetivo na manutencao da integridade da mucosa gastrica (HATA; BREYER,
2004).

As prostaglandinas, formadas pela acdo da COX;, estdo envolvidas na
citoprotecdo gastrica (regulacdo da acidez, fluxo sanguineo e motilidade, além
da producédo de muco e bicarbonato), enquanto que as provenientes da COX;
sdo responsaveis pelos processos inflamatorios, além da regulacdo da

aderéncia de leucdcitos nos vasos sanguineos, angiogénese e reparo celular
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por meio dos fatores de crescimento (KONTUREK; KONTUREK;
BRZOZOWSKI, 2005).

As prostaglandinas estdo associadas a inibicdo da liberacdo de
mediadores pré-inflamatorios. A PGE; tem se mostrado um potente inibidor da
liberacdo de histamina, fator de necrose tumoral o (TNFa), fator de agregacéo
plaguetaria (PAF) e interleucina ; (IL;) de macrofagos e da liberagcdo de
leucotrieno B4 (LTB,) e interleucina 8 (ILg) de neutrofilos (WALLACE, 2008).

Segundo Mozsic (2010), os receptores para as PGE;, pertecem ao
grupo dos receptores acoplados a proteina G (subtipos EP1-EP,). A inibicdo da
secrecdo acida gastrica pela PGE, é mediada por receptores EP3;. Outra
prostaglandina, a prostaciclina (PGly), também promove diminuicdo da
secrecdo acida gastrica por meio de sua acédo em receptores IP (SIMMONS et
al.,, 2004). O aumento da secrecdo de muco e bicarbonato é mediado por
receptores EP3/EP,.

De acordo com Hata e Breyer (2004), a estimulacédo do receptor EP;
acarreta elevacdo do Ca*" intracelular, por estar acoplado & proteina Gg/11, que
leva a ativacdo da fosfolipase C. Os receptores EP, e EP4 sdo acoplados a
proteina Gs, levando a estimulacdo da adenililciclase e por consequéncia ao
aumento dos niveis do AMPc intracelular. O receptor EP3 € acoplado a proteina
G; e acarreta inibicdo da adenililciclase e por consequéncia a diminuicdo dos
niveis intracelulares de AMPc, embora tenham sido encontrados variantes
individuais de receptores EP3; que promovem elevagcdo do AMPc intracelular.

A PGE; exerce potente efeito imunomodulador. Estudos apontam que
o0 receptor EP, esta relacionado com os efeitos pré-inflamatorios desta
prostaglandina. Em contraste, muitos estudos in vitro sugerem que PGE,, ao
interagir com receptores EP,4, € capaz de suprimir as funcées dos mastacitos, e

assim, desencadear respostas anti-inflamatérias (AKAOGI et al., 2004).

A cura da Ulcera péptica requer formacdo de tecido de granulacéo,
angiogénese, re-epitelizacdo, proliferacdo e remodelamento tecidual
(HAMPTON; HALE, 2011). Estudos apontam para o preponderante papel das

prostaglandinas na recomposicdo da mucosa e cura da Ulcera, por atuar na
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elevacdo do fluxo sanguineo, exsudacdo de plasma e recrutamento de
leucécitos (LAINE et al., 2008).

Oxido nitrico (NO)

O o6xido nitrico (NO) é um mensageiro intracelular presente em todos
os vertebrados, modulando o fluxo sanguineo, trombose e a atividade neural
(PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007). E um mediador endégeno gasoso,
lipossoluvel, que acarreta efeitos semelhantes aos das prostaglandinas no TGl,
atuando como um importante fator gastroprotetor (WALLACE, 2008).

O NO é sintetizado por uma familia de enzimas denominadas Oxido
nitrico sintetase (NOS), que catalisam a oxidacdo de um nitrogénio guanidinico
do L-arginina para formar oxido nitrico e citrulina. As enzimas sdo expressas
em resposta a citocinas ou endotoxinas em macréfagos, células endoteliais
vasculares, células musculares lisas, neutréfilos e miocitos cardiacos
(PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007). As NOS constitutivas (cNOS)
presentes nas células endoteliais (NOS3z) e células do tecido nervoso (NOS;)
requerem calcio e calmodulina como cofatores e a NOS induzivel (iNOS-
NOS,), presente especialmente nos leucdcitos polimorfonucleares, ndo requer
esses co-fatores e produz continuamente grandes quantidades de Oxido nitrico
(PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007; NAGESWARARAO et al., 2011).

O NO endégeno apresenta um papel dual na patogénese de lesdes
gastrintestinais, sendo protetor quando produzido por NOS constitutiva,
relacionado com a manutencao da integridade da mucosa, tais como a inibicéo
da secrecdo acida gastrica e da vasodilatacdo (SATYANARAYANA, 2006).

Na mucosa gastrica normal, o NO € responsavel por estimular a
sintese de prostaglandinas, resultando em efeitos citoprotetores tais como
aumento da producdo de muco e bicarbonato, aumento do fluxo sanguineo,
inibicAo do acumulo de neutréfilos inflamatérios por regular a expressédo de
moléculas de adesdo no vaso e participacdo no processo de cicatrizagdo das
Ulceras do TGI (TATEMICHI et al., 2003).

O NO é ulcerogénico quando produzido por iINOS, em funcdo de
provocar injuria microvascular (WEST et al.,, 2003). A expressdo da enzima

iINOS em macrofagos, € regulada pela transcricdo do gene, ativado pelo fator
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de transcricdo NF-kB. Diversos supressores de iINOS, agem inibindo a ativacéo
deste fator nuclear, suprimindo a expressao desta isoforma da enzima
(BALTRONS et al., 2003).

c) Grupamentos sulfidrilas (GSH)

Compostos sulfidrilas sdo substancias que apresentam grupamentos
tibis (SHs) e estdo presentes no muco e em diversas enzimas do sistema
antioxidante. Podem ser classificados em n&o-proteicos (glutationa) e proteicos
(enzimas antioxidantes) (JORDAO-JUNIOR et al., 1998).

A glutationa é o mais abundante tiol celular de baixo peso molecular e
possui papel central na defesa das células contra o estresse oxidativo (HUBER;
ALMEIDA, 2008). A glutationa existe na forma reduzida (GSH) e oxidada
(GSSG), sendo que no estado reduzido, o grupo tiol da cisteina € habil em doar
e reduzir elétron diretamente para moléculas instaveis como as Espécies
Reativas de Oxigénio (EROs) (JOSEFEZAK et al., 2012).

Segundo Valko et al. (2007), dentre as principais acdes antioxidantes
da glutationa, destacam-se: (a) a glutationa é um cofator de diversas enzimas
antioxidantes como a glutationa peroxidase (GPx), glutationa transferase e
outras; (b) participa do transporte de aminoacidos, através da membrana
plasmatica; (c) promove varredura do radical hidroxil e do oxigénio singleto
diretamente, detoxificando o peroxido de hidrogénio, inibindo assim a
peroxidacdo lipidica e indiretamente pela acdo catalitica da glutationa
peroxidase; (d) é habil em regenerar as vitaminas C e E para as suas formas
ativas; (e) pode reduzir o radical tocoferol da vitamina E direta ou
indiretamente, via reducdo do semidehidroascorbato para ascorbato, além de
promover a quelacdo de metais de transicdo, evitando a formacdo do radical
hidroxil a partir do H,O, (JOZEFEZAK et al., 2012).

d) Sistema antioxidante

Radical livre pode ser definido como moléculas ou fragmentos

moleculares contendo um ou mais elétrons desemparelhados em orbitais
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atdmicos ou moleculares (VALKO et al., 2007) que podem estar centrados em
um atomo de oxigénio, nitrogénio, carbono ou enxofre.

Os radicais livres de oxigénio ou espécies reativas de oxigénio (EROS)
podem ser formados nos tecidos a partir da reducdo do oxigénio molecular,
levando a producéo, entre outros, do anion superéxido [¢O7], radical hidroxila
[¢OH], peroxil [eRO;] e alcoxil [¢RO]. Na mitocdndria, ocorre a maior producéo
celular de EROs. Em condi¢des fisiologicas, ocorre producdo de anion
superoxido nessa organela citoplasmatica, como resultado do processo de
fosforilacdo oxidativa objetivando a produgéo celular de ATP. Em outra
organela citoplasmatica—o peroxissomo—ocorre a producao do radical hidroxila
(CIRCU; AW, 2010).

A geracdo do radical hidroxila ocorre pela quebra do peroxido de
hidrogénio (H»0;), um produto da dismutacdo do anion superoxido (eOy),
sendo necessaria presenca de um fon metalico de transicéo (geralmente Cu®*
ou Fe?) (VALKO et al., 2007; JOZEFEZAK et al., 2012).

O organismo possui um sistema antioxidante que atua na detoxificacédo
dos radicais livres. Pode ser classificado em enzimatico e ndo enzimatico. O
sistema antioxidante enzimatico € a primeira linha de defesa contra os radicais
livres e é constituido pelas enzimas antioxidantes superéxido dismutase (SOD),
catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR). O
sistema ndo enzimatico é representado pelos captadores de radicais livres de
baixo peso molecular como substancias contendo grupos tidis, como a
glutationa reduzida (GSH), vitamina E, vitamina C e NADPH (SCANDALIOS,
2005; VALKO et al., 2007).

A SOD compde um grupo de metaloproteinas e catalisa a dismutacao de
O2+—para O, e espécies menos reativas, como H,O,. No homem, apresentam-
se nas isoformas citosdlica (Cu, Zn-SOD), mitocondrial (Mn-SOD) e
extracelular (EC-SOD) (LANDIS, 2005). A isoforma Cu, Zn-SOD catalisa essa
dismutacéo, enquanto a isoforma Mn-SOD é responsavel pela segunda fase da
dismutacdo do superéxido alterando o estado redox de Mn** a Mn?*. A isoforma
EC-SOD é uma (glicoproteina de Zn/Cu com alta afinidade por
glicosaminoglicanos, como heparina e sulfato de heparina, e regula os tecidos
por coordenacgéo de citocinas (MATES; PEREZ-GOMEZ; DE CASTRO, 1999).
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Posteriormente, o H,O, é degradado por GPx e CAT (VALKO et al., 2006). As
glutationas peroxidases apresentam-se nos tecidos nas isoformas
independente (glutationa-S-transferase, GST) e dependente (GPx) de selénio e
tém por funcdo proteger os tecidos contra baixos niveis de estresse oxidativo.
A GPx decompde peréxidos inorganicos (H.0,) e organicos (ROOH) em agua
ou alcool e O,, enquanto simultaneamente oxida a GSH. O processo de
decomposicdo de H,O, ocorre sob competicdo com CAT, localizada nos
peroxissomos (MATES; PEREZ -GOMEZ; DE CASTRO, 1999).

A representacdo esquematica das vias de formacéo e detoxificacdo das

EROs pode ser evidenciada na Figura 2.

Figura 2 Vias de formacdo de EROs, processo de peroxidacao lipidica e papel
da glutationa e outros antioxidantes
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Fonte: Falcdo (2011). Superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), lipoperoxidagéo
(LPO), glutationa reduzida (GHS), glutationa redutase (Gr), glutationa oxidada (CSSG),
Mieloperoxidase (MPO), polimorfonucleares (PMN), Nicotinamida adenina
dinucleotideo reduzida (NADH), Nicotinamida adenina dinucleotideo oxidada (NAD™).

Além das EROs, espécies reativas derivadas do nitrogénio (ERNS)

também podem ser formadas. As células endoteliais produzem Oxido nitrico,
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gue em excesso, coOmo ocorre durante a isquemia, torna-se potencialmente
lesivo.

O NO gerado em grandes quantidades, em funcdo do aumento da
atividade de iNOS, interage com as EROs, especialmente por meio da reagao
com radical superdxido (¢Oy), e esta é catalisada pela SOD com formacao do
anion peroxinitrito (¢ONOQ’), que em meio acido, pode provocar a formacéo do
oxido peroxinitroso (¢ONOOH), tratando- se de dois potentes oxidantes
utilizados pelas células fagociticas como neutréfilos e macréfagos para a
neutralizacdo de patdégenos (BALESTIERI, 2006; VALKO et al.,, 2007;
PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007).

O anion peroxinitrito exibe reatividade quimica, podendo causar
nitracdo de proteinas, quebra no DNA, e, ainda, provocar ndo somente efeito
citotoxico, mas também mutagénico (NAPOLITANO et al., 2005; VALKO et al.,
2007; PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007).

A formacédo desses radicais no ambiente celular causa um estado de
instabilidade, o que resulta em reatividade das moléculas (HENKEL, 2011).
Situacbes patologicas como a inflamacédo, infeccbes virais, doencas
autoimunes e desordens no trato gastrintestinal, podem levar a uma ruptura do
equilibrio entre os sistemas pr0 e antioxidantes organicos, em funcdo da
geracdo de quantidades de EROs e ERNs superiores a capacidade organica
de neutraliza-los, caracterizando a situacao de estresse oxidativo (REPETTO;
LLESUY, 2002; ZADAK et al., 2009).

O estresse oxidativo tem como consequéncia o ataque oxidativo dos
lipidios de membrana, proteinas estruturais e funcionais e os acidos nucleicos,
acarretando danos na mucosa gastrica (ARUOMA, 1995; McCORD, 2000;
ANDREOLI, 2000; CIRCU; AW, 2010). Nesta situacdo, ocorre a liberacdo de
mediadores inflamatérios, infiltracdo de neutréfilos com a consequente
liberacdo de interleucinas, especialmente IL-13 e TNF-a, 0 que acarreta
inflamacéo aguda e excessiva producéo de EROs (Figura 2) (PAN et al., 2008).

O estresse oxidativo esta envolvido na patogénese da inflamacéo
gastrica, ulcerogénese e carcinogénese gastrica na infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori (SUZUKI et al., 2012).
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Além dos mecanismos de protecdo da mucosa gastrica ja classicamente
descritos, novos estudos tém revelado a participacdo dos hormonios
reguladores do apetite na manutencdo da integridade da mucosa géstrica,
dentre os quais se destaca a grelina (KONTUREK et al., 2008).

e) Grelina

A grelina é um peptideo constituido por 28 aminoacidos, que atua como
ligante natural para o receptor secretagogo do hormoénio do crescimento
(SGHR), sendo produzido nas células A-like no estbmago (SUZUKI et al.,
2006), e, também, em pequenas quantidades pelas glandulas ptiutarias, rins,
placenta e hipotalamo (OSAWA, 2008). Seu papel fisiologico esta relacionado
com a liberacdo do hormbnio do crescimento, regulacdo do apetite e da
motilidade gastrica (SIBILIA et al., 2003). Segundo Osawa (2008), a grelina
exibe uma forte gastroprotecdo devido as suas acgdes anti-inflamatorias,
mediadas pelas prostaglandinas e de acordo com Suzuki et al. (2011), ocorre

diminuicdo plasmatica da grelina circulante durante a infeccéo pela bactéria H.

pylori.

1.3 Terapia da ulcera péptica

O tratamento da Ulcera péptica pode ser realizado por meio de dois
grandes grupos: (a) drogas que modulam a secrecdo acida, dentre elas, os
antagonistas do receptor H, da histamina e inibidores da bomba de prétons; (b)
agentes protetores da mucosa gastrica, dentre eles, sucralfato, bismuto e
analogos das prostaglandinas (MEJIA; KRAFT, 2009) ou por antiacidos.

Os agentes antiacidos sdo empregados para neutralizar o HCI
estomacal, sendo que os hidroxidos de aluminio e magnésio sao o0s
constituintes mais comuns nas preparacdes antiacidas, entretanto, o
bicarbonato de sodio e o carbonato de célcio também séo utilizados (JAIN et
al., 2007). Os antiacidos elevam do pH intragastrico imediatamente, mas a
elevacdo é transitoria, geralmente com duracdo em torno de 3 a 12 minutos
(SCHUBERT, 2009).
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Eventos adversos relacionados aos antiacidos dependem das doses
utilizadas. Altas concentracdes de célcio, magnésio e aluminio das formulacdes
podem ocasionar hipercalcemia, insuficiéncia renal, alcalose metabdlica,
diarreia, hipermagnesemia, encefalopatia e osteomalacia em pacientes com
insuficiéncia renal. O uso de antidcidos também pode acarretar interacdes
medicamentosas, em razdo das mudanc¢as no pH gastrico e urinario, alterando
assim as taxas de absorc¢édo de algumas drogas (MEJIA; KRAFT, 2009).

Os antagonistas dos receptores H, da histamina e os inibidores da
bomba de prétons demoram mais tempo para promover a elevacao no pH
(delayed em torno de 60 min), mas apresentam acgao prolongada, em torno de
3-6 horas quando comparados aos agentes antiacidos (SCHUBERT, 2009).

Os antagonistas dos receptores H, da histamina (cimetidina, ranitidina,
famotidina, nizatidina e roxatidina) inibem completamente a interacdo da
histamina com o receptor H,, desta forma, reduzem tanto o volume quanto a
concentragdo do fon H* do suco gastrico (JAIN et al., 2007). Sdo geralmente
considerados seguros, com efeitos adversos que incluem tonturas, nauseas,
rashes cutaneos, sonoléncia, confusdo, impoténcia, ginecomastia, efeitos
hematolégicos e alteragcbes na funcdo imune. Raramente podem causar
hepatites e anafilaxia (JAIN et al., 2007; MEJIA; KRAFT, 2009).

A enzima H+, K+ ATPase foi identificada como a via comum para a
producéo do acido estomacal, assim, a descoberta dos inibidores da bomba de
prétons (omeprazol, lansoprazol, rabeprasol, pantoprazol, esomeprazol e
dexlansoprazol) tem revolucionado o tratamento das doencas do trato
gastrintestinal (MEJIA; KRAFT, 2009). Atuam inibindo covalentemente a
enzima H+, K+ ATPase, por meio da formacédo de um dissulfeto no aminoacido
cisteina 813, que estabiliza a enzima na conformacéo (inativa) E, (JAIN et al.,
2007).

Esses medicamentos apresentam efeitos gastroprotetores ndo apenas
por inibirem a secrecdo acida gastrica, mas também por promoverem aumento
na secrecao de bicarbonato, aumento na expressdo do fator de crescimento
endotelial vascular e da proliferacéo celular (SCHUBERT, 2011).

Também sado considerados seguros nos ensaios clinicos e estudos de
farmacovigilancia (pos-comercializacdo) com alguns efeitos indesejaveis,

dentre eles nauseas, diarreias e infec¢des entéricas associadas a redugédo do
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pH intragéastrico (JAIN et al., 2007). Entretanto, estudos que avaliam os efeitos,
apos o uso prolongado tém relacionado o uso desta classe de substancias com
hipergastrinemia, sendo a gastrina um horménio com propriedades
proliferativas com potencial para o desenvolvimento de cancer géastrico (MEJIA;
KRAFT, 2009).

A propriedade citoprotetora € exercida por agentes terapéuticos que
protegem a mucosa sem influenciar a secre¢ado ou a neutralizagéo da acidez
gastrica (SAIRAM et al., 2003). Na terapia da Ulcera gastrica, sdo empregados
pré-secretores de muco, bicarbonato e fatores surfactantes (prostaglandinas,
sais de bismuto e sucralfato), que pertencem ao grupo de medicamentos que
visam manter a integridade da mucosa géastrica (AIHARA et al., 2003).

A terapia recomendada pelo American College of Gastroenterology
para erradicar a bactéria Helicobacter pylori, segundo Luther et al. (2010),
baseia-se na adocdo de dois esquemas terapéuticos: (a) terapia quadrupla,
constituida por Inibidor de bomba de prétons, bismuto, tetraciclina e
metronidazol e (b) terapia tripla, constituida por Inibidor de bomba de proétons,
claritromicina e amoxicilina. Esses autores, ap0s a realizacdo de uma revisao
sistematica e meta analise de diversos estudos abordando o tema, concluiram
gue ambos 0s esquemas terapéuticos sao equivalentes quanto as taxas de

erradicacao do H. pylori, complicacdes nos pacientes e efeitos adversos.

1.4 Plantas medicinais com atividade antiulcerogénica

No decurso da evolucdo e nos rapidos ajustamentos sazonais, as
plantas realizam a sintese de um formidavel arsenal quimico, por meio do
metabolismo secundario, com as mais variadas finalidades fisiologicas e de
interagcbes com o meio ambiente (QUIDEAU et al., 2011). De acordo com
Sumbul et al., (2011), os polifendis desempenham importante papel na
prevencdo das Ulceras pépticas em virtude de suas propriedades
antissecretorias, citoprotetoras e antioxidantes.

Dentre os metabdlitos de plantas considerados como possuidores de
atividade antitlcera, destacam-se os flavonoides (quercetina, narigina,
silimarina) antocianosideos, soforadina, taninos, saponinas, gomas e
mucilagens (BORELLI; 1ZZO, 2000).
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Estudos também apontam para importantes propriedades
gastroprotetoras exibidas por plantas medicinais ricas em terpenos como, por
exemplo, Egletes viscosa (GUEDES et al., 2008), Copaifera officinalis
(ARROYO et al., 2009) e Maytenus ilicifolia (SANTOS-OLIVEIRA et al., 2009).
Essa ultima espécie foi incluida na lista dos fitoterapicos ofertados pelo SUS da
Relacdo nacional de Medicamentos essenciais—RENAME (DOU, 2012).

Gomes et al., (2009) atribuiram os efeitos gastroprotetores de Vochysia
tucanorum a presenca de triterpenoides pentaciclicos (acido betulinico,
eritrodiol, acido ursdlico e acido oleandlico) encontrados na fracdo butandlica,
obtida do extrato metandlico da planta.

Podemos ainda citar as espécies Praxedes clematidea (FALCAO, 2011),
Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTOS, 2008), Maytenus
obtusifolia (MOTA, 2009), Combretum duarteanum (LIMA, 2011) e Xylopia
langsdorffana (MONTENEGRO, 2011) estudadas por nosso grupo de
pesquisa, com atividade gastroprotetora.

Estudos clinicos tém confirmado a gastroprotecdo conferida pela
utilizacédo de plantas medicinais. Segundo Mofleh, (2010), apés a realizacao de
diversos ensaios clinicos, observou-se que 0s agentes que apresentam
atividades antioxidantes sdo os que desempenham o papel mais importante no
tratamento das Ulceras pépticas.

Assim, a literatura cientifica aponta que os efeitos gastroprotetores e
antiulcerogénicos mediados por produtos vegetais consistem, principalmente,
de propriedades antissecretérias de HCI (LAKSHMI et al.,, 2010); pro-
secretorios de muco (VASCONCELOS et al, 2008), bicarbonato,
prostaglandinas  (HIRUMA-LIMA et al.,, 2006); anti-inflamatorios
(VASCONCELOS et al., 2010), antioxidantes, tais como elevacdo nos niveis de
compostos sulfidrilas, varredura de radicais livres, diminuicdo da peroxidacéo
lipidica (ANDREO et al., 2006; FARIA et al., 2012 ) e atividade anti Helicobacter
pylori (USTUN et al., 2006), dentre outros.

1.5 Familia Lamiaceae

A familia Lamiaceae € constituida por aproximadamente 295 géneros e

7.775 espécies. E um grupo de distribuicdo cosmopolita, ocorrendo
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principalmente em savanas abertas e regides montanhosas de clima tropical e
subtropical. Estima-se que existam pelo menos 22 géneros e 402 espécies
ocorrendo no Brasil (BASILIO et al., 2006), conforme o mapa representado na
Figura 3.

Figura 3 Mapa de distribuicdo da familia Lamiaceae no mundo (representada
em vermelho)

I B i
(Adaptado de: HTTP://www.mobot.org/mobot/research/apweb/welcome.html Acesso
em 05 de jul. de 2012).

Tratam-se de plantas com grande diversidade na forma vegetativa,

desde anual efémera (ex. Hyptis nudicaulis Benth), até arvores pequenas (ex.
Hyptis arborea), porém com predominancia de subarbustos ou ervas perenes
(MAIA et al., 2008).

As plantas da familia Lamiaceae vém sendo estudadas com a intencéo
de validar o seu uso popular no tratamento de Uulceras pépticas. As
propriedades farmacoldgicas destas plantas tém sido atribuidas, parcialmente
aos seus constituintes volateis—os 0leos essenciais (TAKAYAMA et al., 2011).
Assim, estudos foram conduzidos com Plectranthus grandis (RODRIGUES et
al.,, 2010), Salvia officinalis (MAYER et al., 2009), e diversas espécies do
género Hyptis, dentre elas, Hyptis spicigera (TAKAYAMA et al., 2011), Hyptis
martiusii (CALDAS et al., 2011) e Hyptis fasciculata (ISOBE et al., 2006).
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1.6 Hyptis jacq. (Lamiaceae)

O género Hyptis Jacq. € constituido por mais de 400 espécies
encontradas nas regides tropicais do mundo, principalmente na Africa e
América (CONTI et al., 2011). E considerado de grande importancia econémica
devido ao contedudo de Oleos essenciais aromaticos presentes nas plantas
desse género (CALDAS et al., 2011).

Diversas espécies deste género possuem propriedades medicinais e sdo
reportadas para o tratamento de infec¢des, célicas, e dor, assim como para o
tratamento de infecgdes de pele (AZEVEDO et al., 2002). Oleos essenciais de
diferentes espécies de Hyptis sdo utilizados na medicina popular e algumas
propriedades farmacoldgicas desses 6leos tém sido descritas na literatura
cientiica como as suas propriedades antiulcerogénica, inseticida,
antibacteriana, antifungica e antinociceptiva (CALDAS et al., 2011).

Segundo McNeil et al., (2011), os Oleos volateis obtidos de varias partes
de plantas desse género tém como constituintes majoritarios, principalmente
mono e sesquiterpenos, como exemplo o 1,8 cineol (H. fruticosa, H.
goyazensis, H. martiusii e H. suaveolens); beta-cariofileno (H. marrubioides, H.
pectinata, H. spicigera e H. suaveolens); eugenol (H. recurvata e H.
suaveolens); gama-cadineno (H. glomerata e H. ovalifolia); p-cimeno (H.

mutabilis e H. pectinata); alfa- pineno (H. crenata e H. emoryi).

1.7 Hyptis suaveolens (L.) Poit

1.7.1 Caracteristicas gerais

A espécie Hyptis suaveolens L. Poit, pertence a familia Lamiaceae
(Figura 4). E encontrada no nordeste da india, Filipinas, América tropical e
Africa (GAVANI; PAARAKH, 2008; CHUKWUJEKWU et al., 2005; EDEOGA et
al., 2006). No nordeste do Brasil € conhecida como “alfazema de caboclo” e

“alfavaca brava” (BASILIO et al., 2006) e “erva canudo”, “cheirosa”, “alfavacao”,

” ”

“‘mentrasto—do—grande”, “pataquera”, “betbnia-branca”, “cha—de—franca” (MAIA
et al., 2008) e particularmente na regido Centro Oeste como “tapera—velha”

(JESUS et al., 2009). E uma planta que se apresenta na forma de subarbustos



47

gue podem atingir até 2 m de altura e apresenta um cheiro caracteristico de
menta quando esmagada. E considerada invasora de lavouras e pastagens
crescendo naturalmente em ambientes abertos e secos, preferencialmente em

lugares onde os solos foram profundamente perturbados (WULFF, 1973).

Figura 4 Fotos da planta Hyptis suaveolens L. Poit.

Local de coleta: Distrito de Pirizal MT/ 2009. (Fotos: Dra. Ménica Aragona).

E utilizada na medicina tradicional na forma de decocto ou infuso para o
tratamento de diversas doencas, sendo considerada estimulante, carminativa,
sudorifica, antisséptica, anti-inflamatéria e repelente de insetos (MANDAL et
al., 2007) e, ainda, no tratamento dos distirbios digestorios (BASILIO et al.,
2006).

1.7.2 Fitoguimica e farmacologia

7

Estudos fitoquimicos demonstraram que Hyptis suaveolens é rica em
O0leos essenciais que, segundo Martins et al. (2006) s&o constituidos
principalmente de monoterpenos e sesquiterpenos. Manchand (1974) isolou

dois diterpenos (suaveolol e acido suavedlico) a partir das folhas de Hyptis
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suaveolens. Misra (1981) utilizando extratos obtidos a partir das partes aéreas
da planta identificou os esteréides B-sitosterol e acido oleandlico.

O oleo essencial desta espécie ja foi caracterizado quimicamente em
vérios estudos, tendo sido verificada elevada variabilidade na composicdo e no
teor dos constituintes majoritarios (MARTINS et al., 2006). Azevedo et al.
(2001), tendo coletado o Oleo essencial de Hyptis suaveolens em diversas
localidades do cerrado brasileiro, constataram a presenca de 55 compostos,
dentre eles o 1,8- cineol, sabineno, espatulenol, cariofileno, limoneno,
biciclogermacreno, bourboneno e a bulseneno. Martins et al., (2006). Além
disso, verificaram a interferéncia de fatores ambientais na composi¢do quimica
do 6leo essencial de Hyptis suaveolens cultivada em Alfenas-SP, assim como
Conti et al. (2011), constaram significativas diferencas na composicao do 6leo
essencial de plantas de Hyptis suaveolens, quando comparado com estudos de
Peerzada (1997), tanto na quantidade de constituintes quimicos, quanto no teor
das substancias identificadas.

Edeoga et al. (2006) analisaram o extrato aquoso obtido das folhas
desta planta e observaram a presenca de altos teores de alcaloides e
flavonoides, assim como a presenca de taninos.

Foram realizados ensaios farmacoldgicos que demonstraram a atividade
antinociceptiva (SANTOS et al.,, 2007), antioxidante (GAVANI ; PAARAKH,
2008, RAJPUT et al., 2010); cicatrizante do extrato etandlico (SHIRWAIKAR et
al., 2003), antiinflamatoria dos diterpenos suaveolol e metil suaveolato
(GRASSI et al., 2006), antibacteriana do 6leo essencial (NANTITANON et. al.,
2007), anti-hiperglicémico do extrato hidroalcodlico (MISHRA et al., 2011),
antifangica do 6leo essencial (NANTITANON et. al., 2007, TRIPATHI et al.,
2009), antitlcera duodenal do extrato etandlico (PRABHAT et al., 2009) e
atividade gastroprotetora do diterpeno suaveolol (VERA-ARZAVE et al., 2012).

Dentre os estudos toxicoldgicos que investigaram a toxicidade aguda do
extrato aquoso de H. suaveolens, citam-se 0s ensaios pré-clinicos realizados
por Santos et al., (2007) e toxicidade subcrénica conduzidos por Attawish et al.,
(2005). Nesses ensaios, 0s autores ndo verificaram sinais que pudessem
atribuir propriedades toxicas para esta espécie.

Assim, com respaldo na literatura cientifica da sua seguranca e

eficacia e a ap6s o levantamento etnobotanico realizado na comunidade de
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Pirizal, municipio de Nossa Senhora do Livramento—pantanal mato-grossense
(JESUS et al., 2009), cujo objetivo era conhecer as espécies vegetais utilizadas
simultaneamente como antillceras e anti-inflamatdrias, destacou-se o uso de
Hyptis suaveolens. Foi entdo realizada triagem farmacol6égica em modelos
experimentais de Ulceras gastricas e inflamacgéo. O extrato bruto metandlico foi
testado em animais e reduziu significativamente as lesdes no modelo de
Ulceras gastricas induzidas por etanol, além de apresentar efeito
antiedematogénico no modelo de edema de pata induzido por dextrana
(JESUS, 2007), sendo assim, esta espécie foi selecionada para este estudo.

A pesquisa de plantas medicinais nativas, que fazem parte do arsenal
utilizado por populacdes tradicionais, tem encontrado respaldo nas politicas de
saude brasileira. Diversas espécies foram incluidas na lista de fitoterapicos do
SUS e as plantas medicinais hoje representam insumos estratégicos para a
melhoria da qualidade na assisténcia farmacéutica a populacdo brasileira.
Dessa forma, o presente trabalho visa gerar conhecimentos nesta area,

buscando contribuir com o desenvolvimento do Sistema de Saude no Brasil.
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2 OBJETIVOS

2.1 Geral

Investigar a atividade antillcerogénica do extrato etandlico bruto
(EEtOH-Hs) e das fases (FaHex-Hs, FaDCM-Hs e FaAE-Hs), obtidos das
partes aéreas de Hyptis suaveolens, em modelos animais que mimetizam a

Ulcera gastrica no homem.

2.2 Especificos

m Realizar triagem farmacologica comportamental e investigar a Dose Letal
50% do EEtOH-Hs e da FaHex-Hs;

m Avaliar o efeito gastroprotetor das fases hexénica (FaHex-Hs),
diclorometanica (FaDCM-Hs) e acetato de etila (FaAE-Hs) frente ao agente
lesivo HCl/etanol;

m Investigar o efeito do EEtOH-Hs e FaHex-Hs em modelos classicos de
inducdo de Ulceras gastricas (etanol, AINES, estresse, contencdo do suco
gastrico e isquemia-reperfusao);

m Examinar o efeito do EEtOH-Hs e FaHex-Hs sobre os parametros da
secrecdo acida gastrica;

m Investigar a atividade cicatrizante e toxicidade do EEtOH-Hs e FaHex-Hs
sobre 0 modelo de inducéo de Ulceras por acido acético;

m Verificar o efeito do EEtOH-Hs e FaHex-Hs frente ao crescimento da bactéria
Helicobacter pylori por meio do método de difusdo em disco;

m Elucidar possiveis mecanismos de acédo envolvidos no efeito gastroprotetor

do EEtOH-Hs e FaHex-Hs.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material

3.1.1 Material botanico

A espécie Hyptis suaveolens (L.) Poit foi coletada na fazenda Nossa
Senhora Aparecida, localizada a 24 km do distrito de Capao Grande (estrada
do Capéao), Varzea Grande-MT. Esta espécie (Figura 5) foi identificada
botanicamente pela equipe do Herbario da Universidade Federal de Mato
Grosso (UFMT), registrada sob o numero 36.376 e enviada ao Instituto
Plantarum para estudos da flora em Nova Odessa-SP para ratificacéo
taxondmica por Msc.Harri Lorenzi. Um exemplar esta depositado no Herbario
Lauro Peres Xavier da Universidade Federal da Paraiba, sob o numero de
protocolo JPB 45.154.

Figura 5 Fotos da planta Hyptis suaveolens e sua respectiva exsicata

R

Exsicata N° 36.376

Local de coleta: Distrito de Pirizal — MT (Fotos: MSc Joaquim Corsino da Silva
Lima)/2009.
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3.1.2 Local da pesquisa

Os experimentos para a identificacdo da atividade gastroprotetora e dos
mecanismos de acdo do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foram realizados nos
Laboratoérios de Farmacologia do Trato Gastrintestinal, Laboratério de Ensaios
Toxicolégicos (LABETOX), Laboratério de Imunologia da UFPB e nos

Laboratdrios de Farmacologia e de Bioguimica da UFMT.

3.1.3 Procedimentos fitoquimicos

3.1.3.1 Obtencdo do extrato etandlico (EEtOH-Hs) e fases (FaHex-Hs,
FaDCM-Hs e FaAE-HSs)

As partes aéreas de Hyptis suaveolens foram secas, pulverizadas,
maceradas em etanol por sete dias para a extracado exaustiva pelo solvente.
Em seguida, foram submetidas a rotaevaporacdo (40°C) para eliminar o
excesso de etanol. Uma parte do extrato bruto etandlico obtido foi
ressuspenso em etanol e submetido a um método sistematico de particao
liquido-liquido, com solventes de polaridade crescentes (FILHO; YUNES,
1998), com hexano, diclorometano e acetato de etila, para obtencdo da
FaHex-Hs, FaDCM-Hs e FaAE-Hs.

O rendimento do EEtOH-Hs foi de 10% a partir do material seco e
pulverizado e o rendimento das fases variou de 3 a 21%, sendo o maior
rendimento para a fase hexanica. Foi obtido 1 kg de extrato etandlico bruto a
partir de 10 kg da planta seca. A quantidade referente a 500 g foi utilizada na
preparacao das fases, obtendo-se em torno de 105 g de FaHex-Hs, 65 g da

FaDCM-Hs e 15 g da FaAE-Hs, conforme representado na Figura 6.
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Figura 6 Marcha fitoquimica para obtencdo do EEtOH e das fases de Hyptis
suaveolens

Partes aéreas de H. suaveolens (secas e pulverizadas) (10 kg)

Maceracao em etanol(EEtOH) a 95%
(3x)

Concentragdo em rotavapor a pressao
reduzida

Utilizou-se 500 g p/ preparar as fases I Hexano

I Diclorometano

Fase Diclorometano 659 Fase Hidroalcéolica 2

I Acetato de Etila

Fase Acetato de Etila 159 Fase Hidroalcéolica 3

3.1.3.2 Investigacao fitoquimica preliminar

A andlise qualitativa do EEtOH-Hs foi realizada de acordo com a
metodologia descrita por Matos (1988), sob a supervisdo do prof. MSc. Iberé
Ferreira da Silva Janior (UFMT) e revelou a presenca de terpenos, compostos

fendlicos, taninos, alcaloides, cumarinas e saponinas.

3.1.4 Animais

Para realizacdo desse trabalho foram utilizados camundongos albinos
(Mus musculus), Swiss, adultos, de ambos os sexos, pesando entre 25-35 g,
variando ndo mais que 5 g em cada ensaio e ratos albinos (Rattus norvegicus),
variedade Wistar, adultos, pesando entre 180-250 g, variando ndo mais que 10 g
em cada ensaio, provenientes do Biotério “Prof. Thomas George” do Centro de
biotecnologia (CBiotec/UFPB).
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Os animais foram acondicionados em caixas de polipropileno, a
temperatura variando entre 22 £ 1° C, com ciclos de claro/escuro de 12 em 12
horas, recebendo racéo padréo Purina® e 4gua ad libitum. Os animais submetidos
a experimentos que necessitaram de privacao de racdo por (12-36 horas) foram
mantidos em gaiolas especiais, contendo telas de arame para evitar a coprofagia,
com livre acesso a 4gua até 1 hora antes dos testes.

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

Os protocolos experimentais foram submetidos ao Comité de Etica em
Pesquisa com Animais da Universidade Federal da Paraiba e aprovados sob o
namero de protocolo CEPA 0301/10.

3.1.5 Drogas utilizadas

As substancias utilizadas nos ensaios farmacoldgicos foram,
preferencialmente de pureza analitica, dentre as quais: acetato de sédio (MERCK,
Germany), acido acético glacial (SYNTH), acido cloridrico (MERCK, Germany),
alcian blue (SIGMA Chemical Co, USA), alcool etilico (MERCK, Germany),
bicarbonato de sédio (MERCK, Germany), carbenoxolona (SIGMA Chemical Co,
USA), cetamina (KONIG), cimetidina (SIGMA Chemical Co, USA), cloreto de
magnésio (MERCK, Germany), cloreto de sédio (MERCK, Germany), éter etilico
(MERCK, Germany), hidroxido de sodio (MERCK, Germany), indometacina
(SIGMA Chemical Co, USA), lansoprazol (SIGMA Chemical Co, USA), L- Nitro
Arginina Metil Ester—-L-NAME (SIGMA Chemical Co, USA), N-etil maleimida—NEM
(SIGMA Chemical Co, USA), piroxicam (SANDOZ), sacarose (PRO ANALISI),
tampao Tris (SIGMA Chemical Co, USA), Tween 80 (MERCK, Germany),
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tetracetato de etilenodiamina dissdédico-EDTA (SIGMA Chemical Co, USA),
xilazina (VALLE).

O EEtOH-Hs e as fases (FaHex-Hs, FaDCM-Hs) foram solubilizados em
solucdo Tween 80 a 8%. A FaAE-Hs e demais substancias foram solubilizadas em
solucéo salina 0,9%.
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3.2 Métodos

Os métodos utilizados neste estudo foram realizados conforme apresentado

na Figura 7.
Figura 7 Fluxograma do protocolo experimental

AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA FRENTE AO
ETANOL ACIDIFICADO DO EXTRATO ETANOLICO E FASES
(HEXANICA, DCM E ACETATO DE ETILA)

AVALIACAO DE ATIVIDADE GASTROPROTETORA EM MODELOS AGUDOS DE ULCERAS

(extrato e fase hexanica)

1- Etanol 4- Qlcera de Shay (Ligadura do piloro)
5- Ulcera por isquemia-reperfuséo

2- AINES
3- Estresse
AVALIACAO DA ATIVIDADE CICATRIZANTE
EM MODELO DE ACIDO ACETICO
|
ATIVIDADE ANTIMICROBIANA (Helicobacter pylori) ‘

ESTUDOS DOS MECANISMOS DE ACAO GASTRICA
(extrato etandlico e fase hexéanica) de Hyptis suaveolens

\

v

v
ATIVIDADE

ATIVIDADE ATIVIDADE CITOPROTETORA
ANTIOXIDANTE

ANTISSECRETORIA

2- Compostos sulfidrilas

1- Atividade antissecretoria - _
acida por ligadura de 3- Oxido nitrico

iloro
P 4- Muco




58

3.2.1 Ensaio toxicolégico de Hyptis suaveolens

3.2.1.1 Avaliacéo da toxicidade pré-clinica aguda

O EEtOH-Hs e a FaHex-Hs foram submetidos ao ensaio toxicolégico com o
objetivo de avaliar as alteracbes comportamentais frente ao SNC, SNA, presenca
ou nao de morte, de acordo com o modelo descrito por Almeida et al., (1999).

Para isso foram utilizados camundongos Swiss albinos, ambos os sexos,
pesando entre 25-35 g, divididos em grupo veiculo (6 machos e 6 fémeas)-Tween
80 a 8% e grupo tratado com EEtOH-Hs e FaHex-Hs (6 machos e 6 fémeas), (v.0),
na dose de 2.000 mg/kg (OECD, 2001).

Os animais foram observados durante 4 horas ap0s a administragcdo. Nos
primeiros 30 minutos, 1, 2, 3 e 4 horas e comparado ao controle negativo. Esses
mesmos animais foram diariamente observados durante 14 dias para verificar a
ocorréncia de mortes, e este parametro utilizado para determinar a DLso. Outros
parametros como peso dos animais, consumo de racdo e agua também foram
avaliados diariamente.

Ao final dos 14 dias os animais foram eutanasiados e seus orgéaos (figado,
coracdo, baco, rins e pulmao) foram removidos, pesados e examinados

macroscopicamente.

3.2.2 Avaliacdo da atividade gastroprotetora de Hyptis suaveolens em
modelos de inducdo aguda de ulcera

3.2.2.1 Inducéo de ulcera gastrica por etanol acidificado

A triagem gastroprotetora do EEtOH-Hs e fases (FaHex-Hs, FaDCM-Hs e
FaAE-Hs) foi realizada por meio do modelo de inducdo de Ulceras agudas,
utilizando-se o agente lesivo HCl/etanol, segundo o modelo, com modificdes,
proposto por Mizui; Doteuchi (1983). Camundongos Swiss albinos, machos,

pesando entre 25-35 g, foram submetidos a um periodo de jejum de 24 horas, com
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livre acesso a 4gua até 1 hora antes do experimento. Em seguida, foram
distribuidos em grupos de 7 animais e tratados (v.0) com veiculo (Tween 80 a 8%-
10 mL/kg), EEtOH-Hs, FaHex-Hs, Fa-DCM-Hs e FaAE-Hs (62,5; 125; 250 ou 500
mg/kg) ou lansoprazol (30 mg/kg). Uma hora apOs os tratamentos, os animais
receberam por via oral 0,2 mL de uma solucéo de etanol 60% (v/v) com 0,3 M de
HCI e depois de 1 hora, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
os estdbmagos foram retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em salina e
prensados entre duas placas de vidro para melhor visualizacdo. A area ulcerada
foi determinada por meio do indice de leséo ulcerativo (ILU), conforme o nimero e
a severidade da injuria (SZELENY; THIEMER, 1978).

Determinac&o do indice de lesdes ulcerativas (ILU)

As lesdes foram avaliadas por meio de visualizagdo em Lupa OLYMPUS
optical TL3- SZ40, conforme ilustrado na Figura 8.

Figura 8 Fotos da Lupa Olympus optical e estbmago ulcerado

As lesdes ulcerativas foram avaliadas de acordo com a quantidade e a
severidade das lesbes em:
v nivel 1: pontos hemorragicos e ulceracdes até 1 mm;
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v’ nivel 2: ulcerag6es com 2 mm;
v’ nivel 3: ulcerac6es profundas com 3 mm.
Para os modelos de indugdo aguda de Ulcera gastrica, foi realizada uma
somatoria das lesdes que corresponde ao indice ILU, conforme a equacéo abaixo:

ILU =X (les@es nivel 1 x 1) + (lesBes nivel 2 x 2) + (lesdes nivel 3 x 3)

Para calcular a porcentagem de inibicdo das lesGes gastricas utilizou-se a

seguinte equacao:

PI = [A-B/A] x 100

A= média do ILU controle negativo.

B= média do ILU no grupo teste e grupo controle positivo.

3.2.2.2 Inducéo de ulcera gastrica por etanol

A atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi avaliada utilizando
como agente lesivo o etanol, conforme o modelo, com modificGes, proposto por
Morimoto et al. (1991). Ratos Wistar, machos (180-220g), em jejum de 24h com
agua ad libitum, distribuidos em grupos de 7 animais, foram tratados oralmente
com veiculo (Tween 80 a 8%-10 mL/kg), EEtOH-Hs e FaHex-Hs (62,5; 125; 250 e
500 mg/kg) ou carbenoxolona (100 mg/kg). Apds 1 h dos tratamentos, os animais
receberam por v.o, etanol absoluto (4 mL/kg). Uma hora depois, os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical, os estdbmagos retirados, abertos ao longo
da grande curvatura, lavados em salina 0,9% e determinado o indice de lesdo

ulcerativo (ILU).

3.2.2.3 Inducéo de ulcera gastrica por anti-inflamatérios ndo esteroidais

O efeito gastroprotetor do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi avaliado utilizando-se
como agente lesivo o piroxicam, conforme o modelo, com modificagdes, descrito

por Puscas et al. (1997). Camundongos Swiss albinos, machos, pesando entre 25-
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35 g, em jejum de 24 horas com agua ad libitum, distribuidos em grupos de 7
animais, foram tratados oralmente com veiculo (Tween 80 a 8%-10 mL/kg),
EEtOH-Hs e FaHex-Hs (62,5; 125; 250 e 500 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg).
Trinta minutos apds os tratamentos, todos os animais receberam piroxicam (30
mg/kg, s.c.). Apés 4 horas dos tratamentos, 0os animais foram eutanasiados e
determinado o indice de les&o ulcerativo (ILU).

3.2.2.4 Inducéo de Ulcera géastrica por estresse por imobilizacéo e frio

O efeito gastroprotetor do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi avaliado utilizando- se
do método inducdo de estresse por imobilizacdo e frio, conforme modelo, com
modificacdes, descrito por Levine et al. (1971). Os camundongos (7 animais por
grupo) foram submetidos a um jejum inicial de 24 horas, posteriormente, pré-
tratados por via oral com veiculo (Tween 80 a 8%-10 mL/kg), EEtOH-Hs e FaHex-
Hs (250 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg) e trinta minutos apds a administracéo
dos diferentes tratamentos, os animais foram imobilizados pelas patas dianteiras e
traseiras, colocados em contensores de PVC (9 cm de comprimento x 3,5 cm de
diametro) e submetidos a uma temperatura de 4° C por um periodo de 3 horas
para inducéo das ulceras. Ao final desse periodo, os animais foram eutanasiados

e na sequéncia, foi determinado o indice de Les&o Ulcerativo (ILU).

3.2.2.5 Inducéo de ulcera gastrica por ligadura do piloro

Para determinar a atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi
utilizado o ensaio de inducéo de lesdes por ligadura do piloro, conforme método
proposto por Shay et al. (1945). Ratos Wistar, machos, 170-200 g, em jejum de 36
horas com agua ad libitum, distribuidos em grupos de 7 animais, foram
anestesiados com cetamina e xilazina e laparatomizados na regido epigastrica e
realizada a ligacdo do piloro. Veiculo (Tween 80 a 8%-10 mL/kg), EEtOH-Hs e
FaHex-Hs (250 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg) foram administrados por via
intraduodenal imediatamente, apdés a ligagdo do piloro em um volume de 0,5

mL/100g. Transcorridas 4 horas, os ratos foram eutanasiados, a cardia foi pincada
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para evitar perda do material secretado e os estdmagos retirados, lavados com
salina 0,9% e seco em papel de filtro e posteriormente determinado o ILU.

3.2.2.6 Ulcera por isquemia-reperfuséo

O experimento foi desenvolvido seguindo-se a metodologia, com
modificacdes, descrita por Ueda (1989). Apds jejum de 24 horas, ratos Wistar
machos (n=7) foram tratados oralmente com 10 mL/kg de Tween 80 8%, rutina
(200mg/kg), EEtOH-Hs e FaHex-Hs na dose de 250 mg/kg. Ap6s 45 minutos, 0s
animais foram previamente anestesiados por via intramuscular com 0,04 mL/100g
de xilasina 2% e 0,08 mL/100g de cetamina 10% e submetidos a procedimento
cirargico para colocagao de um “clamp” na artéria celiaca. Transcorrido 30 minutos
da intervencao isquémica, o “clamp” foi retirado e o processo de reperfusdo foi
realizado por 1 hora. Em seguida, os animais foram eutanasiados para a retirada
dos estdbmagos, que foram posteriormente abertos, prensados e fotografados para
que a Area de Lesdo Ulcerativa — ALU (mm?) fosse determinada. Tiras da porcao
glandular dos estdbmagos (500 e 250 mg) foram coletadas e armazenadas a 80°C
negativos, para que os parametros relacionados aos mecanismos antioxidantes

fossem determinados.

3.2.3 Avaliacéao da atividade cicatrizante de Hyptis suaveolens (L.) Poit

3.2.3.1 Inducéo de ulcera gastrica por acido acético

A avaliacdo da atividade cicatrizante do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi realizada
conforme o modelo descrito por Takagi et al., (1969). Ratos Wistar, machos, 180-
250 g, apos jejum de 12 horas, foram distribuidos aleatoriamente em grupos de 9
animais, assim distribuidos: grupo sham, grupo controle positivo (lansoprazol 30
mg/kg), grupo controle negativo (Tween 80 a 8%), grupo EEtOH-Hs (250 mg/kg) e
grupo FaHex-Hs (250 mg/kg).

Todos os animais foram anestesiados com cetamina e xilasina, a parede

abdominal foi aberta por laparotomia, o estbmago foi exposto e a face externa da
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camada serosa estomacal recebeu 100uL de acido acético absoluto, embebido em
um pellet de algodado delimitado por um tubo plastico de 5,0 mm de diametro
circular no local do contato por 1 minuto. Os estébmagos foram lavados com agua
deionizada e a parede abdominal suturada com fio de algoddo (N° 20). Apos 48
horas da exposicao dos estbmagos ao acido acético, os animais foram tratados
oralmente com lansoprazol (30 mg/kg), veiculo (Tween 80 a 8%- 10 mL/kg),
EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) uma vez ao dia, durante 14 dias.

Ao final do décimo quarto dia, os animais foram eutanasiados, o0s
estdbmagos retirados e determinada a Area de Les&o ulcerativa—ALU (mm?) com a
ajuda de um paquimetro digital (Figura 9).

As formas utilizadas para a obtencéo da ALU e % da taxa de cura foram as
seguintes:

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

Figura 9 Foto da ulcera cronica induzida por acido acético

Fonte Okabe; Amagase, (2005).

(%) de cicatrizacdo= (AU) C-(AU)T x100
(AU) C

Onde:
C = AU dos animais do grupo controle;
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T = AU dos animais dos grupos tratados com as amostras vegetais e

controle positivo.

Ap6s a determinacdo da ALU, a regidao que circunscreve a lesao foi
removida para posterior analise histologica. Ao final dos 14 dias de tratamento, o
sangue foi coletado e os érgdos internos retirados para a avaliacdo da toxicidade,

conforme descrito a sequir.

3.2.3.2 Avaliacéo da toxicidade do EEtOH-Hs e FaHex-Hs por doses repetidas
durante 14 dias no modelo do acido acético

Para corroborar os resultados anteriores, foram avaliados 0s possiveis
efeitos das amostras vegetais sobre os animais submetidos ao tratamento diario
com a dose mais efetiva do EEtOH-Hs e FaHex-Hs durante 14 dias. Foram
avaliados o consumo de agua e racao, peso corporal e peso relativo dos orgaos
(coracéo, figado, rins, baco e pulméo), assim como os parametros bioquimicos e

hematoldgicos.

3.2.3.3 Avaliacao dos parametros bioquimicos e hematoldgicos

Ao final dos 14 dias de tratamento, os animais foram colocados em jejum de
12 horas, anestesiados e o0 sangue coletado por puncédo cardiaca e em seguida
foram eutanasiados. Para a realizacdo das analises bioquimicas, o sangue foi
coletado em tubos contendo gel separador, que foram centrifugados durante 10
minutos a 3.500 rpm, para obtencdo do soro, que destinou-se a dosagem dos
seguintes parametros: ureia, creatinina, acido Urico, aspartato aminotransferase
(AST), alanina aminotransferase (ALT), glicose, colesterol e triglicerideos.

Para as analises hematoldgicas, o sangue foi coletado em tubos contendo
anticoagulante (EDTA), seguindo-se da determinacdo dos seguintes parametros:
contagem de hemacias, hematdcrito, hemoglobina, volume corpuscular médio
(VCM), hemoglobina corpuscular média (HCM), concentracdo hemoglobinica

corpuscular (CHCM), contagem global e diferencial de leucécitos. Foram
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realizados esfregacos sanguineos que apds coloracdo foram analisados em
microscopio Optico para confirmacdo e controle da contagem diferencial de
leucacitos (neutrdfilos, linfocitos, mondcitos e eosinofilos).

Os parametros bioquimicos e hematoldgicos foram determinados utilizando-
se kits especificos para o analisador bioquimico Automatico Cobas Mira Plus ®
(Roche Diagnostic System) e para o analisador hematoldgico celular automatico
Animal Blood Counter (Vet), respectivamente. Os esfregacos sanguineos foram
corados automaticamente no Hematel 200® e analisados ao microscépio 6ptico
TAIMIN®, para confirmacao e controle da contagem de células.

As analises bioquimicas e hematoldgicas foram realizadas em colaboracéo
com a equipe da Profa. Dra. Mariana Vieira Sobral Castello Branco no LABETOX
(UFPB).

3.2.3.4 Analises histoldégicas dos estobmagos

Amostras dos estdbmagos dos animais foram retiradas para a realizacao da
histopatologia. Os estbmagos foram fixados em formalina tamponada, desidratado
em etanol e clarificados em xilol. Ap6s o processamento, os tecidos foram
incorporados em parafina e seccionados a uma espessura de 5 um. As seccdes
foram coradas com azul de toluidina para a contagem especifica dos mastécitos e
com hematoxilina-eosina para a avaliacdo de aspectos histopatoldgicos gerais tais
como presenca de edema, necrose, vasodilatacdo e infiltrados celulares
inflamatorios. Os tecidos foram examinados em microscopio 6ptico, em ordem
aleatdria e sem conhecimento do animal ou do grupo.

As analises histologicas foram realizadas em colaboracdo com a equipe da

profa. Dra. Marcia Regina Piuvezam.

3.2.4 Investigacédo do efeito antimicrobiano pelo método de difusdo em agar

A investigagao do efeito antimicrobiano (anti Helicobacter pylori) do EEtOH-

Hs e FaHex-Hs foi realizada conforme descrito por Bauer et al. (1966) com
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modificacdes. Discos impregnados com diferentes concentracdes (12,5; 25, 50,
100, 200 e 400 ug/disco) de EEtOH-Hs e FaHex-Hs e droga padrao (claritromicina
15 pg/disco) foram colocados em contato com um meio de cultura sélido (agar
sangue), que havia sido inoculado com a bactéria Helicobacter pylori. A
suspensao bacteriana foi preparada em salina 0,9% estéril. A concentracado da
suspensao bacteriana foi ajustada a escala 2.0 de Mac Farland (1x106 UFC/mL).
Em seguida, a placa foi incubada por 36 horas em jarro de vela. Ap6s o tempo de
incubacgao, procedeu-se a leitura dos halos de inibigdo (zona clara onde n&o houve
0 crescimento bacteriano), considerando ativos os halos de inibicdo de
crescimento bacteriano =2 10 mm, sendo o ensaio realizado em duplicata. Essas
analises foram realizadas em colaboragcdo com a equipe do Prof. Dr. Domingos
Tabajara de Oliveira Martins, no laboratério de Farmacologia da UFMT.

3.2.5 Avaliagdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora de Hyptis suaveolens (L.) Poit

3.2.5.1 Determinacdo da atividade antissecretdria acida por ligadura do
piloro

A metodologia foi utilizada, conforme descrito no item 3.2.2.5. Apds o
procedimento da ligadura do piloro, o contetdo gastrico foi pesado para indicar o
volume de secrecédo. A acidez livre foi determinada em pHmetro e a acidez total
por meio de titulagdo com NaOH 0,1N até pH 7,00 = 0,02. Os resultados foram
expressos em mEqH*/L/4h.

3.2.5.2 Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilas—SH na
gastroprotecao

A avaliacdo da participacdo dos compostos sulfidrilas na gastroprotecéo
mediada pelo EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi realizada de acordo com o modelo
descrito por Matsuda et al. (1999). Ratos Wistar machos foram mantidos em jejum
por 24 horas e divididos em grupos de 7 animais e tratados oralmente com veiculo
(Tween 80 a 8%- 10 mL/kg), EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) e carbenoxolona
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100 mg/Kg. Trinta minutos antes dessa administracdo, 4 grupos receberam
previamente N-etilmaleimida (NEM), um bloqueador de grupamentos sulfidrila e 4
grupos receberam veiculo, todos por via intraperitonial. Apds 1 hora do tratamento,
todos os animais receberam etanol absoluto (agente lesivo) por via oral.
Decorridos mais 60 minutos, os animais foram eutanasiados por deslocamento
cervical, os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura. As
lesdes foram quantificadas de forma que a area da lesao gastrica foi determinada

utilizando-se o programa Bioview 4 AvSoft.

3.2.5.3 Avaliacéo da participacao do 6xido nitrico na gastroprotecao

A avaliacdo da participacdo do Oxido nitrico na gastroprotecdo mediada
pelo EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi realizada de acordo com o modelo descrito por
Sikiric et al. (1997). Ratos Wistar machos foram mantidos em jejum por 24 horas e
divididos em grupos de 7 animais e tratados oralmente com veiculo (Tween 80 a
8%-10 mL/kg), EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/Kg).
Trinta minutos antes dessa administracdo, 4 grupos receberam previamente 70
mg/Kg de N-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME), inibidor da NOS e 4 grupos
receberam veiculo, todos por via i.p. Apos 1 hora do tratamento, todos os animais
receberam por via oral o agente lesivo etanol absoluto. Decorridos mais 60
minutos, os animais foram eutanasiados, os estbmagos removidos e abertos ao
longo da grande curvatura. As lesdes foram quantificadas e a area da leséao

gastrica foi determinada utilizando-se o programa Bioview 4 AvSoft.

3.2.5.4 Determinacao da concentracdo do muco aderido a parede gastrica

A avaliacdo da participacdo do muco aderido a parede gastrica na
gastroprotecdo mediada pelo EEtOH-Hs e FaHex-Hs foi realizada de acordo com
o modelo, com modificagdes, proposto por Raffatullah et al., (1990). Foram
utilizados ratos machos, pesando de 180-220g. Apds 24 horas de jejum, 0s

animais foram tratados (v.0) com Tween 80 a 8%-10 mL/kg), EEtOH-Hs e FaHex-
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Hs (250 mg/kg) e em seguida procedeu-se a ligadura do piloro, conforme descrito
no item 3.2.2.5.

Ap6s 4 horas os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e
0s estOmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura. A porcao
glandular do estdmago foi separada, pesada e imersa, por duas horas, em 10mL
da solucao de Alcian blue. O excesso de Alcian blue foi removido lavando-se os
estbmagos por duas vezes consecutivas, em 7 mL da solucdo de sacarose
0,25mol/L; sendo a primeira lavagem em 15 minutos e a segunda em 45 minutos
apos a imersdo dos estdmagos na solugcdo. O corante complexado ao muco da
parede estomacal foi extraido com 10 mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/L,
agitando intermitentemente por 1 minuto, a cada 30 minutos, durante 2 horas.

Desse material foi recolhido uma alicota de 4 mL e adicionado 4 mL de éter
etilico e a mistura foi agitada por 2 minutos. A emulséo obtida foi centrifugada por
10 minutos a 3.600 rpm e o sobrenadante descartado. As absorbancias foram
lidas em espectrofotbmetro a 598 nm e a concentracdo de Alcian blue foi
determinada por intercalacdo em curva padrdao com varias concentracbes de

Alcian blue. Os resultados foram expressos em mg de Alcian blue/g de tecido.

3.2.6 Avaliacédo da atividade antioxidante de Hyptis suaveolens (L.) Poit

3.2.6.1 Analise de parametros do sistema antioxidante enddégeno

A partir do experimento de Ulcera gastrica aguda induzida pelo processo de
isquemia-reperfusdo, os efeitos EEtOH-Hs e FaHex-Hs na dose de 250 mg/kg
foram analisados sobre o0s seguintes parametros do sistema antioxidante
endégeno: niveis de lipoperoxidacdo (LPO) e atividade da enzima superdxido
dismutase (SOD). Na perspectiva de obter a concentracao de proteinas referentes
a cada amostra estomacal, foi realizado o método de quantificacdo proteica por
Bradford (1976).

Esses ensaios foram realizados em colaboracdo com a equipe da Profa.

Dra. Nair Honda Kawashita, no laboratério de Bioquimica da UFMT.
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3.2.6.1.1 Determinagdo do indice de lipoperoxidagdo (LPO) na mucosa
géstrica

Na determinacdo do indice de lipoperoxidacdo utilizou-se a metodologia
proposta por Kohn e Liversedge (1944). Amostras da porgao glandular do
estbmago com aproximadamente 500 mg foram trituradas e homogeneizadas em
2 mL de solucdo de KCI 1,15% e centrifugadas a 1.200 rpm sob temperatura de
4°C por 15 minutos. O sobrenadante (500 uL) foi homogeneizado numa solugao
contendo &cido tiobartitarico (TBA) em solucédo tampao fosfato (pH 2,5). Todas as
amostras foram agitadas por 1 minuto e submetidas a temperatura de 95°C em
banho-maria por 1 hora. As amostras foram resfriadas em banho de gelo e
acrescentados 2 mL de n-butanol. Em seguida, as amostras foram submetidas a
agitagao continua por 1 minuto e centrifugadas a 1200 rpm por 10 minutos. Neste
modelo, o malondialdeido (MDA), um produto da peroxidacéo lipidica, reage com
0 acido tiobarbitarico emitindo uma coloracéo rosa (sobrenadante) que foi lida no
espectrofotdmetro no comprimento de onda de 535 nm, utilizando-se como padrao
0 MDA obtido pela hidrdlise do tetraetoxipropano. Os resultados foram expressos
em uM de MDA/g de tecido.

3.2.6.1.2 Determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) na
mucosa gastrica

O ensaio foi realizado de acordo com a metodologia descrita por
Winterbourn et al. (1975). Amostras da porcdo glandular do estdmago com
aproximadamente 250 mg foram trituradas e homogeneizadas em 1mL de
solucdo tampédo fosfato sodico 0,1M (pH= 7,4), centrifugadas a 1200 rpm sob
temperatura de 4°C por 15 minutos e o sobrenadante foi diluido na solucdo
tampdo na proporcdo 1:15. Alicotas de 15 pyL da amostra foram pipetadas em
duplicata para uma microplaca e em seguida, foram adicionados 500 pL do
cocktail composto de xantina e xantina oxidase e INT (2,4-iodofenil 3-4nitrofenol5-
feniltetrazolium). A absorbancia foi determinada a 505 nm, depois de 30 segundos
da adicdo da xantina oxidase (Al). A absorbancia final (A2) foi determinada apdés 3

minutos.
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3.3 Andlises estatisticas

Os resultados dos testes paramétricos envolvendo varidveis continuas

foram expressos em termos de média + desvio padrdo (X + dp). Para
comparacao multipla dos dados paramétricos foi utilizada a andlise de variancia
(ANOVA) de uma via, seguida do pés-teste de Dunnett’'s ou Tukey. Para os
resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda (comparacéo de dois

grupos), foi utilizado o teste “t” de Student.

Em todas as andlises estatisticas, foi considerado o nivel critico para
rejeicdo de hipétese de nulidade menor que 0,05 (p<0,05). Os asteriscos (*p<0,05;

**p<0,01 e **p<0,001) caracterizam o grau de significancia estatistica.
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4 RESULTADOS

4.1 Avaliacdo datoxicidade pré-clinica aguda

No ensaio de toxicidade aguda, pode-se observar que o EEtOH-Hs na dose
de 2.000 mg/kg (v.0), provocou hiperatividade nos camundongos, sendo este
efeito mais pronunciado nas fémeas. O extrato ndo promoveu alteragcdes nos
outros parametros avaliados. N&o ocorreu presenca de morte nos animais
observados, ndo sendo possivel estabelecer a DL so. Estes resultados estédo
sistematizados na Tabela 2A.

Na avaliacdo da toxicidade aguda da FaHex-Hs, nas mesmas condicdes de
ensaio, ndo foram observadas alteragbes comportamentais, presenca de morte ou
alteracdes no consumo de agua e racao e peso ponderal dos animais tratados,

conforme pode ser evidenciado na Tabela 2B.



Tabela 2A Efeito do EEtOH-Hs e no ganho de peso corporal, consumo de racdo e consumo de agua em camundongos depois de

14 dias de observacéo

Parametros Sexo Tratamentos
Evolugéo Ponderal (g) Controle EEtOH-Hs
(1-14 dias) Tween 80 (8%) (2.000 mg/kg)
Inicial F 25+2,0 24 +£3,0
Final F 29+2,0 27+2,0
Inicial M 35+2,0 32+3,0
Final M 39+1,0 35+4,0
Consumo de agua (mL) (14 dias) F 69 +12 61 +8,0
M 69 £11 68 £13
Consumo de racéo (g) (14 dias) F 43+5,0 36 +3,0
M 45+ 3,0 42 +£2,0
Peso dos 6rgéos (9)
Rins F 1,30+ 0,10 1,20 £0,10
M 1,60 £ 0,60 1,50 £ 0,40
Figado F 6,20 £ 0,90 5,70 £ 0,50
M 590+1,10 6,60 + 1,50
Pulmao F 0,70 £ 0,07 0,66 + 0,02
M 0,54 + 0,04 0,62 £ 0,08
Baco F 0,75+ 0,30 0,60 £+ 0,09
M 0,42 +0,10 0,55+0,18
Coracao F 0,46 + 0,06 0,45 £ 0,07
M 0,42 + 0,06 0,46 + 0,08

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (n=6), utilizando o Teste t- Student. Os dados referentes ao peso relativo dos
6rgaos representam a razado do peso dos 6rgaos dividido pelo peso corpéreo.
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Tabela 2B Efeito da FaHex-Hs no ganho de peso corporal, consumo de racdo e consumo de 4gua em camundongos depois de 14

dias de observacgao

Parametros Sexo Tratamentos
Evolucdo Ponderal (g) Controle FaHex-Hs
Tween 80 (8%) (2.000 mg/kg)
Inicial F 31+1,0 33+2,0
Final F 34+3,0 34+3.3
Inicial M 32+29 36 +5,0
Final M 32+34 38+4,2
Consumo de agua (mL) (14 dias) F 70+6,0 79 8,0
M 71+£12 81+£13
Consumo de racéo (g) (14 dias) F 45+ 7,0 49 +10,0
M 48 £9,0 46 £ 11,0
Peso dos érgéos (9)
Rins F 1,33 £0,06 1,24 £0,22
M 1,39+ 0,20 1,32 +0,16
Figado F 6,33 £ 0,62 6,01 £0,79
M 590+1,0 5,70+£0,16
Pulmao F 0,72+0,11 0,89 £0,19
M 0,68 + 0,20 0,70 £ 0,06
Baco F 0,65+0,14 0,69 £ 0,10
M 0,59 +0,12 0,56 +£ 0,10
Coracao F 0,47 £ 0,07 0,43 £ 0,05
M 0,46 + 0,05 0,42 + 0,05

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo (n=6), utilizando o Teste t- Student. Os dados referentes ao peso relativo dos

6rgaos representam a razado do peso dos 6rgaos dividido pelo peso corpéreo.
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4.2 Avaliacdo da atividade gastroprotetora de Hyptis suaveolens

4.2.1 Inducédo de ulcera géstrica por etanol acidificado

Para avaliar se o EEtOH-Hs e as fases (FaHex-Hs, Fa DCM-Hs, FaAE-HSs)
apresentavam atividade gastroprotetora, foi realizada uma triagem farmacoldgica
preliminar frente ao modelo de inducdo aguda de Ulcera, utilizando-se como
agente lesivo da mucosa gastrica o etanol acidificado (v.0) em camundongos.
Esses resultados podem ser visualizados na Tabela 3.

Os resultados obtidos, nesse modelo, demonstraram que o EEtOH-Hs
(62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e lansoprazol 30 mg/kg reduziram significativamente
o indice de lesdo ulcerativa (ILU) em 45, 58, 72, 73 e 57%, respectivamente,
guando comparados ao controle negativo (Tabela 3A). Dentre as fases testadas,
a FaHex-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e lansoprazol 30 mg/kg reduziram
significativamente o ILU em 58, 68, 82, 74 e 55%, respectivamente, quando
comparados ao controle negativo (Tabela 3B). A FaDCM-Hs (62,5, 125, 250 e 500
mg/kg) e lansoprazol 30 mg/kg reduziram significativamente o ILU em 57, 51, 51,
47 e 87% respectivamente, quando comparado ao controle negativo (Tabela 3C).
A FaAE-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e lansoprazol 30 mg/kg reduziram
significativamente o ILU em 64, 74, 67, 50 e 58%, respectivamente, quando
comparados ao controle negativo (Tabela 3D). A FaHex-Hs foi selecionada para
0s ensaios subsequentes por apresentar o melhor efeito na reducdo do indice

ulcerativo e apresentar o melhor rendimento extrativo.
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Tabela 3 Efeito da administracdo oral de lansoprazol, EetOH-Hs, FaHex- Hs, FaDCM-Hs e FaAE-Hs nas Ulceras géstricas
induzidas por etanol acidificado em camundongos

Tratamentos Dose (mg/kg) l.L.U % Inibicdo
(A)Tween 80 (8%) - 95+ 16 -
Lansoprazol 30 41 + 18 *** 57
EEtOH-Hs 62,5 52 + 14 *** 45

125 40 + 16 *** 58
250 27 + 6 *** 72
500 26 + 10 *** 73
(B)Tween 80 (8%) 170 + 27 -
Lansoprazol 30 76 £20 *** 55
FaHex-Hs 62,5 72 + 31 *** 58
125 55 + 22 *** 68
250 31 £ 11 *** 82
500 44 + 14 *** 74
(C)Tween 80 (8%) 113+ 24 -
Lansoprazol 30 15 £ 4 *** 87
FaDCM-Hs 62,5 49 £ 15 *** 57
125 56 + 18 *** 51
250 56 + 8 *** 51
500 60 £ 17 *** 47
(D)Tween 80 (8%) 87 £ 17 -
Lansoprazol 30 37 £ 12 *** 58
FaAE-Hs 62,5 31 £ 8 *** 64
125 23 £ 5w 74
250 29 £ 12%** 67
500 44 + 16*** 50

Os resultados foram expressos em média + desvio padréo. Foi utilizada Analise de Variancia de uma via (ANOVA): Fi31y = 20 (n= 6-7) para
EEtOH-Hs e Fs.26) = 31 (n= 5-6) para FaHex-Hs; F (s 25) 23 (n=5-6) para FaDCM-Hs and F (s 25 20 (n=5-6) para FaAE-Hs; seguido pelo pds teste
de Dunett *** p<0,001 comparado ao controle negativo (Tween 80 8%). ILU= Indice de Lesao ulcerativa.
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4.2.2 Inducdo de Ulcera géstrica por etanol

Os resultados obtidos no modelo de inducdo de ulcera por etanol (v.0) em
ratos demonstraram que o EEtOH-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e
carbenoxolona (100 mg/kg), controle positivo, inibiram significativamente as
lesdes ulcerativas em 18, 64, 73, 87 e 46%, respectivamente, quando comparado
ao grupo controle negativo (solucdo Tween 80 a 8%). Resultados semelhantes
foram observados quando foi avaliada a FaHex-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg)
ou carbenoxolona (100 mg/kg) , demonstrando inibicdo significativa das lesdes
ulcerativas em 37, 54, 74, 73 e 67%, respectivamente, quando comparados ao
controle negativo. Esses resultados estdo representados na tabela 4A; 4B e
ilustrados na Figura 10 e Figura 11.

De acordo com os resultados obtidos, nesse modelo, foi realizada uma
comparacao entre as diferentes doses dos grupos tratados com EEtOH-Hs e
FaHex-Hs, utilizando-se o teste de Tukey, o que permitiu escolher a dose mais

efetiva para EEtOH-Hs e FaHex-Hs em inibir as ulceragcbes gastricas (250 mg/kg).
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Tabela 4. Efeito da administracdo de veiculo (Tween 80 8%), controle positivo,
EEtOH-Hs, FaHex-Hs e controle positivo nas Ulceras agudas induzidas por etanol
em roedores

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicdo
(A)Tween 80 8% - 230 + 41 -
Carbenoxolona 100 124 + 19 *** 46
EEtOH-Hs 62,5 189+ 26 * 18
125 83 £ 31 *** 64
250 62 £ 13 **=* 73
500 29 + 8 *** 87
(B)Tween 80 8% - 414 + 100 -
Carbenoxolona 100 137 + 46*** 67
FaHex-Hs 62,5 260 £ 78** 37
125 189 + 34*** 54
250 110 £ 19*** 74
500 111 + 20%*** 73

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Andlise de Variancia de uma
via (ANOVA): F33= 56 (n=6-7 ) para EEtOH-Hs and F24 =20 (n=5) para FaHex-Hs,
seguido pelo Pés-teste de Dunett * p<0,05 **P<0,01 e*** p<0 ,001 comparado ao grupo
controle negativo (Tween 80 8%). ILU= indice de Les&o ulcerativa.
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Figura 10 Fotos dos estdbmagos de ratos pré-tratados com veiculo (A),
carbenoxolona(B) e EEtOH-Hs (62,5 (C), 125 (D) 250 (E) e 500 mg/kg (F) e
submetidos a inducéo de Ulcera por etanol

Figura 11 Fotos dos estdmagos de ratos pré-tratados com veiculo (A),
carbenoxolona(B) e FaHex-Hs (62,5 (C), 125 (D) 250 (E) e 500 mg/kg (F) e
submetidos a inducéo de Ulcera por etanol
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4.2.3 Inducédo de ulcera gastrica por anti-inflamat6rios néo esteroidais

Conforme os resultados obtidos, nesse modelo, foi possivel observar que o
EEtOH-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e a cimetidina 100 mg/kg reduziram
significativamente o ILU em 82, 85, 87, 83 e 40%, respectivamente, quando
comparadas ao seu controle negativo, conforme pode ser visto na Tabela 5A.
Esse comportamento também foi observado para a FaHex-Hs (62,5, 125, 250 e
500 mg/kg) e a cimetidina 100 mg/kg reduziram significativamente as lesdes
gastricas em 81, 82, 83, 84 e 46%, respectivamente, quando comparado ao seu
respectivo controle negativo, conforme pode ser visto na Tabela 5B.

Tabela 5 Efeito da administracdo de veiculo (Tween 80 8%), controle positivo,
EEtOH-Hs, FaHex-Hs e controle positivo nas Ulceras agudas induzidas por AINES
(Piroxicam) em roedores

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicdo
(A)Tween 80 8% - 148 + 43 -
Cimetidina 100 89 + 38*** 40
EEtOH-Hs 62,5 27 £ 11*** 82

125 22 + Qrx* 85
250 19 + B*** 87
500 25 £ Qrx* 83
(B)Tween 80 8% - 153 £ 32 -
Cimetidina 100 82 + 34xx* 46
FaHex-Hs 62,5 29 + 3*** 81
125 28 + 10*** 82
250 26 + 5*** 83
500 24 + 6*** 84

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Andlise de Variancia de uma
via (ANOVA): Fz4 =30 (n=6-7) para EEtOH-Hs e F,7 =39 (n=5-6 ) para FaHex-Hs
seguido, pelo Pos-teste de Dunett *** p<0 ,001 comparado ao grupo controle negativo
(Tween 80 8%). ILU= indice de Les&o ulcerativa.
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4.2.4 Inducdo de Ulcera géstrica por estresse por imobilizacao e frio

No modelo de Ulcera géastrica induzida por estresse por imobolizacdo e frio,
os resultados obtidos demonstraram que o EEtOH-Hs (62,5, 125, 250 e 500
mg/kg) e a cimetidina 100 mg/kg inibiram significativamente o ILU em 51, 84, 86,
91 e 89%, respectivamente, quando comparado com 0 grupo controle negativo
(Tabela 6A). A FaHex-Hs (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e a cimetidina 100 mg/kg
também inibiram significativamente o ILU em 83, 76, 81, 82 e 71%,
respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo, conforme pode
ser visto na Tabela 6B.

Tabela 6 Efeito da administracdo de veiculo (Tween 80 8%), controle positivo,
EEtOH-Hs, FaHex-Hs e controle positivo nas Ulceras agudas induzidas por
estresse por imobilizacao e frio em roedores

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicdo
(A)Tween 80 8% - 179 £ 59 -
Cimetidina 100 19 + 4 »x* 89
EEtOH-Hs 62,5 87 £ 24 *** 51
125 29 £ 13 *** 84
250 26 + 4 *+* 86
500 17 + 3 *** 91
(B)Tween 80 8% - 119 £33 -
Cimetidina 100 35 £ 13 *** 71
FaHex-Hs 62,5 20 £ 6 *** 83
125 29 + 8 *** 76
250 23 £ 9 *** 81
500 21 £+ 6 *** 82

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Andlise de Variancia de uma
via (ANOVA): F29 =33 (n=5-6 ) para EEtOH-Hs e F33 =38 (n=6-7 ) para FaHex-Hs,
seguido pelo Pés-teste de Dunett *** p<0 ,001 comparado ao grupo controle negativo
(Tween 80 8%). ILU= indice de Les&o ulcerativa.
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4.2.5 Inducédo de Ulcera géstrica por ligadura do piloro

Os resultados obtidos para as amostras vegetais de H. suaveolens frente a
contensdo do suco gastrico utilizando o modelo de ligadura do piloro em ratos
demonstraram que o EEtOH-Hs (250 mg/kg), FaHex-Hs (250 mg/kg) e cimetidina
100 mg/kg , via intraduodenal, inibiram significativamente o ILU em 53, 66 e 37%,

respectivamente, como pode ser visto na Tabela 7.

Tabela 7 Efeito da administracdo de veiculo (Tween 80 8%), controle positivo,
EEtOH-Hs, FaHex-Hs e controle positivo nas Ulceras agudas induzidas por
contensdo da secrecao gastrica por ligadura do piloro em roedores

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicdo
Tween 80 8% - 405 + 122 -
Cimetidina 100 255 + 50* 37
EEtOH-Hs 250 192 + 78*** 53
FaHex-Hs 250 139 + 67*** 66

Os resultados foram expressos em média + desvio padrdo. Andlise de Variancia de uma
via (ANOVA): F(3,20) = 11 (n=6) para EEtOH-Hs e FaHex-Hs, seguido pelo Pds-teste de
Dunett * p<0,05 ** e *** p<0 ,001 comparado ao grupo controle negativo (Tween 80 8%).
ILU= indice de Les&o Ulcerativa

4.2.6 Inducéao de ulcera por isquemia-reperfuséao

No modelo de dUlceras gastricas induzidas por isquemia-reperfusdo, o
EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) ou rutina (200mg/kg) inibiram
significativamente a ALU em 79, 85 e 76%, respectivamente, conforme pode ser

evidenciado no Gréfico 1 e na Figura 12.
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Tratamentos

Gréafico 1 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Hs e FaHex-Hs nas
Ulceras agudas induzidas por isquemia- reperfusdo em ratos. Os resultados foram
expressos como médiat desvio padrao (n=5-7).***p< 0,001. Andlise de Variancia de uma
via (ANOVA): Fy, 31y = 31, seguido do pos- teste de Dunnett, comparando ao grupo
controle negativo (Tween 80 8%).

Figura 12 Fotos dos estdmagos dos ratos pré-tratados (v.0) com Tween 80 8%
(A), rutina (B), EEtOH-Hs (C), FaHex-Hs (D) e grupo sham (E) no modelo de
Ulcera por isquemia- reperfusao
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4.3 Avaliacéo da atividade cicatrizante de Hyptis suaveolens (L.) Poit

Com a finalidade de avaliar o processo de cicatrizagdo produzido pelo
EEtOH-Hs e FaHex-Hs, foi determinada a area de leséo ulcerativa (ALU) e como
parametros adicionais foi avaliada a toxicidade por doses repetidas durante 14

dias no modelo do &cido acético.
4.3.1 Inducédo de Ulcera géastrica por acido acético

No modelo de inducdo de Ulcera gastrica por acido acético, foi observado
reducdo na area de lesdo ulcerativa em 50, 53 e 47%. ApOs tratamento de 14 dias
com EEtOH-Hs (250 mg/kg), FaHex-Hs (250 mg/kg) e lansoprazol (30 mg/kg),
respectivamente. O grupo sham, constituido por animais em que a Ulcera nao foi
induzida, ndo apresentou lesdo, conforme o esperado. De acordo com esses
resultados, ficou evidenciado que tanto o EEtOH-Hs quanto a FaHex-Hs
apresentaram atividade cicatrizante da ulcera gastrica induzida por acido aceético.

Esses resultados podem ser vistos no Grafico 2.

40-
T &3 Sham
3 Tween 80 8%

<~ 307 33 Lansoprazol (30 mg/kg)
E 11: 0% s3% [ EEtOH-Hs (250 mglkg)
5’ 20~ I ok FaHex-Hs (250 mg/kg)
-l
< 1p-

0L emmmmm

Tratamentos

Gréfico 2 Efeito da administracdo oral do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e lansoprazol
nas Ulceras agudas induzidas por acido acético em ratos. Os resultados foram expressos
como média * desvio padrdo (n= 9-10).***p< 0,001. Andlise de Variancia de uma via
(ANOVA): F, 31 = 26, seguido do pos- teste de Dunnett, comparando ao grupo controle
negativo (Tween 80 8%).
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4.3.2 Avaliacéo da toxicidade do EEtOH-Hs e FaHex-Hs por doses repetidas
durante 14 dias no modelo do &cido acético

4.3.2.1 Avaliacdo do consumo de agua e ragao

Na avaliacdo do consumo de 4gua e ra¢do nos animais tratados com doses
repetidas de EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg), foi observado que no grupo
tratado com EEtOH-Hs houve um aumento significativo no consumo de agua nos
animais. No entanto, ndo foi observada qualquer alteracdo no consumo de racao
nos animais tratados com as amostras vegetais. Entretanto, nos animais tratados
com lansoprazol (30 mg/kg) houve reducédo significativa no consumo de racao,
guando comparado com o controle negativo, conforme pode ser evidenciado na
Tabela 8.

4.3.2.2 Avaliagéo ponderal

Na avaliacdo da toxicidade produzida por doses repetidas do EEtOH-Hs e
FaHex-Hs (250 mg/kg) durante 14 dias, observou-se que as amostras vegetais
nao promoveram alteracdes no peso ponderal dos ratos, quando comparados ao

controle negativo (Tween 80 a 8%), conforme pode ser evidenciado na Tabela 9.

Tabela 8 Efeito da administracdo oral do EEtOH-Hs e FaHex-Hs durante 14 dias
sobre o consumo de agua e racdo dos ratos no modelo de Ulcera induzida por
acido acetico

Tratamento Dose Consumo de agua Consumo de racéao (g)
(mL)
Sham - 39+4,3 29+ 4,6
Tween 80 8% 10 mL/kg 35+2,1 27 +1,2
Lansoprazol 30 mg/kg 34+4,6 23 £0,7**
EEtOH-Hs 250 mg/kg 40 + 4,1~ 28+ 25
FaHex-Hs 250 mg/kg 33+5,3 25+24

Os valores foram expressos como média + desvio padrao (n=9-10). Analise de Variancia
de uma via (ANOVA), seguido do pés-teste de Dunnet. ***p< 0,001, comparados ao
grupo controle negativo (Tween 80 8%).
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Tabela 9 Efeito da administracdo oral do EEtOH-Hs e da FaHex-Hs, durante 14
dias sobre o peso dos ratos no modelo de Ulcera induzida por &cido acético

Tratamentos Dose Peso inicial Peso Final Aumento (g)
(9) (9)
Sham - 255+5 308 + 23 55+ 19
Tween 80 8% 10 mL/kg 235+ 13 297 + 23 679
Lansoprazol 30 mg/kg 186 + 18 248 £ 11 65+8
EEtOH-Hs 250 mg/kg 215+ 26 290 + 16 79+ 16
FaHex-Hs 250 mg/kg 198 + 19 263 £13 67 £12

Os valores foram expressos em média + desvio padréo (n= 9-10). Analise de Variancia de
uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, p< 0,05 comparados ao grupo controle
negativo (Tween 80 8%)).

4.3.2.3 Avaliacao do peso relativo dos 6rgaos

O tratamento durante 14 dias com EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) néo
produziu alteragdes significativas no peso relativo dos 6rgaos dos ratos ulcerados
com acido acético quando comparados com o controle negativo (Tween 80 8%),

conforme pode ser visto na Tabela 10.
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Tabela 10 Efeito da administracao oral do EEtOH -Hs e FaHex-Hs durante 14 dias
sobre o peso relativo dos 6rgdos dos ratos no modelo de Ulcera induzida por
acido acético

Orgaos Tratamentos
Tween 80 8% Lansoprazol EEtOH FaHex Sham
(30 mg/kg) (250 mg/kg) (250mg/kg)

Rins 0,89 + 0,10 0,83 £ 0,05 0,81 £ 0,10 0,83+0,08 0,89 +0,07
Figado 3,72+0,54 3,63 0,27 3,57 +£0,31 395+0,24 4,02+0,33
Pulmé&o 0,53 + 0,06 0,54 + 0,09 0,56 +0,10 0,60+0,09 0,63+0,08
Baco 0,28 + 0,04 0,24 £ 0,02 0,24 £ 0,03 0,25+0,05 0,24 +0,04
Coracao 0,36 £ 0,04 0,40 £ 0,03 0,39 £ 0,05 0,40 +0,05 0,41 £0,05

Os valores foram expressos em média + desvio padréo (n= 9-10). Analise de Variancia de

uma via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett, p< 0,05 comparados ao grupo controle

negativo (Tween 80 8%).

4.3.2.4 Avaliacao dos parametros bioquimicos

Em relacdo a analise dos parametros bioquimicos avaliados, conforme

Tabela 11, nenhuma alteracdo foi observada quando o EEtOH-Hs e a FaHex-Hs

foram comparados ao controle negativo (Tween 80 8%).

4.3.2.5 Avaliacao dos parametros hematoldgicos

Em relacdo a analise dos parametros hematoldgicos avaliados de acordo

com a Tabela 12, nenhuma alteracdo foi observada quando o EEtOH-Hs e a

FaHex-Hs foram comparados ao controle negativo (Tween 80 8%).
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Tabela 11 Efeito da administragdo oral do EEtOH-Hs e FaHex-Hs durante 14 dias sobre os pardmetros bioquimicos em ratos no
modelo de Ulceras induzidas por acido acético

Parametros Tratamentos
Bioguimicos Sham Tween 80 8% Lansoprazol EEtOH-Hs FaHex-Hs
(30 mg/kQ) (250 mg/kQ) (250 mg/kQ)

Glicose (mg/dL) 152 £ 16 145 £ 33 127 £33 157 £ 38 137 £ 17
Triglicerideos
(mg/dL) 98 + 43 85+ 36 55+19 115+ 35 81+ 39
Colesterol (mg/dL) 66 £ 19 69 £ 19 74 £19 68 £ 19 68 £13
Ureia (mg/dL) 44 + 6 40+ 6 39+5 43+ 9 38+11
Creatinina (mg/dL) 0,71+0,12 0,76 £ 0,14 0,82 + 0,25 0,68 +0,12 0,62 +0,14
Acido arico (mg/dL) | 0,83+ 0,40 1,36 £ 0,54 1,5+0,64 0,80 +0,40 0,65 + 0,30
AST (U/) 101 + 28 132 + 30 180 + 68 122 + 33 131 + 29
ALT (U/l) 39+11 43+7,0 46 £ 9,0 43 +9,0 42 +7,0

Os valores foram expressos como média = desvio padrdo (n= 5-10). Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguido do pds-teste de
Dunnett, p<0,05 comparados ao grupo controle negativo (Tween 80 8%).
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Tabela 12 Efeito da administracédo oral do EEtOH-Hs e FaHex-Hs durante 14 dias sobre os parametros hematoldgicos em ratos no
modelo de Ulceras induzidas por acido acético

Parametros Tratamentos
Hematoldgicos Sham Tween 80 8% Lansoprazol EEtOH-Hs FaHex-Hs
(30 mg/kQ) (250 mg/kQ) (250 mg/kQ)

Hemacias (10°%/mm?®) 74+0,2 72+0,3 73+0,4 71+04 72+0,4
Hemoglobina (g/dL) 43+2,0 40+ 1,6 43+2,3 41+1.8 42 + 3,0
Hematocrito (%) 15+£0,6 15+£0,5 15+0,8 14 £0,7 15+0,8
VCM () 58 +1,7 56 + 2,7 59+ 1,8 58+ 1,5 57 +2,2
HCM (ug) 21+0,4 21+0,7 21+0,8 21+0,4 21+0,5
CHCM (%) 36+0,8 37+0,7 35+0,7 36 +0,5 36+1,0
Leucocitos (10°/mm®) 6,8+1,5 71+1,9 79+1,9 6,2+1,8 8,1+1,0
Neutrofilos (%) 27 +3,8 26 + 8,0 28 +10 27+7,0 24 +8,7
Linfocitos(%) 68 + 8,5 70+ 8,2 69+12,4 70+ 7,4 73+10,4
Mondcitos (%) 6,0 + 3,0 50+2,0 5,0+2,0 30+1,0 30+£1,0

Os valores foram expressos como média + desvio padrdo (n= 5-10). Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguido do pés-teste de
Dunnett, p<0,05 comparados ao grupo controle negativo (Tween 80 8%).
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4.3.2.6 Analises histoldgicas dos estbmagos

O EEtOH-Hs (250 mg/kg) e FaHex-Hs (250 mg/kg), quando submetidos as
analises histoldgicas, ndo apresentaram diferencas significativas na contagem de
mastdcitos quando comparados ao grupo controle negativo, entretanto, nos
animais tratados com lansoprazol esse parametro aumentou significativamente,

conforme pode ser observado no Grafico 3 e ilustrado na Figura 13.

18 300- *%k%
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S 500- £ Lansoprazol (30 mg/kg)
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o £ EEtOH-Hs (250 mg/kg)
b1 @ FaHex-Hs (250 mg/kg)
@ 100- e
e
)
o
o
< 0 ' T T
Tratamentos

Gréfico 3 Efeito da administracéo oral do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e lansoprazol no
namero de mastocitos nas Ulceras gastricas induzidas por acido acético em ratos. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrao (n= 9-10).**p< 0,01. Analise de
Variancia de uma via (ANOVA): F@g 31y = 26, seguido do pdés- teste de Dunnett,
comparando ao grupo controle negativo (Tween 80 8%)

Figura 13 Fotos dos cortes histologicos dos estbmagos dos ratos corados com
azul de toluidina, pré-tratados (v.0) com Tween 80 8% (A), Lansoprazol (B),
EEtOH-Hs (C), FaHex-Hs (D) e grupo sham (E) no modelo de Ulcera por acido
aceético
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Na identificacdo dos padrdes inflamatorios nas laminas coradas com
hematoxilina-eosina, verificou-se intensa necrose, vasodilatagdo, hemorragia,
edema e presenca de infiltrado leucocitario no grupo controle negativo. Essas
caracteristicas foram atenuadas no grupo controle positivo, EEtOH-Hs e FaHex-

Hs, conforme pode ser evidenciado na Figura 14.

Figura 14 Fotos dos cortes histologicos dos estbmagos dos ratos corados com
hematoxilina eosina, pré-tratados (v.0) com Tween 80 8% (A), Lansoprazol (B),
EEtOH-Hs (C), FaHex-Hs (D) e grupo sham (E) no modelo de Ulcera por acido
aceético

4.4 Investigacao do efeito antimicrobiano pelo método de difusdo em agar

No ensaio que investigou a participacdo do EEtOH-Hs (12,5; 25, 50, 100,
200 e 400 pg/disco) e FaHex-Hs (12,5; 25, 50, 100, 200 e 400 pg/disco) na
atividade antimicrobiana contra a bactéria Helicobacter pylori, ndo foi observado
inibicdo do crescimento da bactéria no meio de cultura. Observou-se apenas a
formacdo de um halo de hemélise quando o disco foi impregnado com o EEtOH-
Hs na concentragao de 400 pug/mL, que nao deve ser confundido com a inibicéo

do crescimento bacteriano. Esses resultados podem ser observados na Figura 15.



91

Figura 15 Efeito do EEtOH-Hs e FaHex-Hs no crescimento da bactéria H. pylori
em meio de cultura (dgar sangue)

*

A- EEtOH-Hs B- FaHex-Hs

45 Avaliacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora de Hyptis suaveolens (L.) Poit

Na perspectiva de elucidacdo dos mecanismos de acdo envolvidos na
atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs foram avaliadas a atividade
antissecretoria acida, participacdo dos grupamentos sulfidrilas, do éxido nitrico e
do muco aderido a parede gastrica.

45.1 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico, apos
contensao da secrecao gastrica

No modelo de ligadura do piloro, foram avaliados os parametros
bioquimicos do contetdo estomacal dos ratos como: pH, concentracdo dos ions
H+ e volume do suco gastrico apds a administracdo do Tween 80 8%, cimetidina
(100 mg/ kg), EEtOH-Hs (250 mg/kg) e a FaHex-Hs (250 mg/kg).

Os dados obtidos demonstraram que tanto o EEtOH-Hs quanto a FaHex-
Hs n&o promoveram altera¢cdes no volume do suco géstrico, pH e na acidez total
guando comparados ao grupo controle negativo (Tween 80 8%). Esses

parametros bioquimicos podem ser observados no Grafico 4.
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Gréafico 4 Efeito da administragdo intraduodenal do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e
cimetidina sobre os pardmetros bioguimicos do suco gastrico, apos ligadura do piloro. Os

valores foram expressos como média

desvio padrdao (n= 7-8 animais). *p<0,05 e

**p<0,01. Analise de Variancia de uma via (ANOVA): pH F 325 = 8,5; acidez total F (34) =
6,2; Volume F (3,4 = 5,5 comparando-se ao grupo controle negativo (Tween 80 8%)
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45.2 Avaliacdo da participagcdo dos grupamentos sulfidrilas-SH na
gastroprotecao

No modelo que avaliou a participagdo dos grupamentos sulfidrilas na
gastroprotecdo mediada por Hyptis suaveolens, foi observado que no grupo de
animais previamente tratados com solucao tween 80 8% e depois tratados com
EEtOH-Hs (250 mg/kg), FaHex-Hs (250 mg/kg) ou carbenoxolona (100mg/kg)
ocorreu uma inibicdo significativa do ALU, em 76, 88 e 92%, respectivamente.
Entretanto, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com NEM (bloqueador
de grupamentos sulfidrilas) e tratados com EEtOH-Hs, FaHex-Hs e
carbenoxolona, observou-se uma exacerbacao da ALU, respectivamente, com 33,
51 e 47% de inibicdo,quando comparados com o controle negativo, conforme

pode ser evidenciado no Gréfico 5 e ilustrado na Figura 16.
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Gréfico 5 Efeito da administragdo oral do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e carbenoxolona
nas Ulceras gastricas induzidas pelo etanol em ratos pré-tratados com NEM. Os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo (n= 6-7). ** p<0,01 *** p<0,001.
Analise de Variancia de uma via (ANOVA): F(7.40 = 64, seguido do pos-teste de Tukey,
comparando-se todos os grupos. ALU= Area de Les&o Ulcerativa.
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Figura 16 Fotos de estbmagos dos ratos ulcerados pelo etanol, tendo sido pré-
tratados com solugdo Tween 80 8% (A), Tween/carbenoxolona (B),
Tween/EEtOH-Hs (250mg/kg) (C), Tween/FaHex-Hs (250 mg/kg) (D), e
NEM/Tween (E), NEM/carbenoxolona (F), NEM/EEtOH-Hs (250mg/kg) (G),
NEM/FaHex-Hs (250 mg/kg) (H)

TV O TR

4.5.3 Avaliacédo da participacao do 6xido nitrico (NO) na gastroprotecao

No modelo que avaliou a participacdo do 6xido nitrico na gastroprotecao
mediada por H. suaveolens, foi observada a inibicdo significativa da ALU nos
animais tratados com EEtOH-Hs (250 mg/kg), FaHex-Hs (250 mg/ kg) ou
carbenoxolona (100 mg/kg), respectivamente, em 76, 88 e 92%, quando
comparados com o controle negativo. Entretanto, quando foram avaliados os
grupos pré-tratados com L-NAME (Inibidor da NO sintase) e tratados com EEtOH-
Hs, FaHex-Hs e carbenoxolona, observou-se uma exacerbacdo da ALU
respectivamente nos grupos veiculo e carbenoxolona, em comparacdo com 0s
grupos nao tratados com L-NAME, mas nao houveram diferencas significativas na
exacerbacdo das lesbes nos grupos tratados com EEtOH-Hs e FaHex-Hs, de
forma que os mesmo inibiram respectivamente as lesfes em 88 e 93%, quando
comparados com o controle negativo bloqueado, conforme pode ser evidenciado

no Grafico 6 e Figura 17.
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Gréfico 6 Efeito da administracao oral do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e carbenoxolona
nas Ulceras gastricas induzidas pelo etanol em ratos pré tratados com L-NAME. Os
resultados foram expressos como média+ desvio padrao (n= 6-7).***p< 0,001. Andlise de
Variancia de uma via (ANOVA): F(7.40 = 96, seguido do pos-teste de Tukey, comparando-
se todos os grupos. ALU= Area de lesdo Ulcerativa

Figura 17 Fotos de estbmagos dos ratos ulcerados e pré-tratados (v.0) com
solucdo Tween 80 8% (A), Tween/carbenoxolona (B), Tween/EEtOH-Hs
(250mg/kg) (C), Tween/FaHex-Hs (250 mg/kg) (D), e NEM/Tween (E), L-
NAME/carbenoxolona (F), L-NAME/EEtOH-Hs (250mg/kg) (G), L-NAME/FaHex-
Hs (250 mg/kg) (H)
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4.5.4 Determinacgdo da concentracdo do muco aderido a parede géstrica

Os resultados obtidos no modelo que investiga a participacdo do muco na
gastroprotecao induzida pelo EEtOH-Hs (250 mg/kg) e FaHex-Hs (250 mg/kg)
demonstraram que ndo houveram alteragcdes significativas na concentracdo do
muco aderido a parede gastrica induzidas pelas amostras vegetais, quando
comparada com o controle negativo, entretanto, conforme o esperado, a
carbenoxolona (200mg/kg) aumentou significativamente os niveis do muco
gastrico em 34% quando comparado ao controle negativo, conforme pode ser

evidenciado no Gréfico 7.
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Gréfico 7 Efeito da administracdo oral do veiculo, EEtOH-Hs, FaHex-Hs e carbenoxolona
na producdo de muco da parede gastrica. Os resultados foram expressos como média +
desvio padréo (n= 6-8).**p< 0,01. Analise de Variancia de uma via (ANOVA): F23 = 11,
seguido do péds - teste de Dunnett’'s, comparando-se ao grupo controle negativo (Tween
80 8%).
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4.5.5 Avaliacao da atividade antioxidante

4.5.5.1 Determinacdo do indice de lipoperoxidacdo (LPO) na mucosa
géstrica

O indice de Lipoperoxidacdo (LPO) da mucosa gastrica foi avaliado por
meio da determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) nas Ulceras induzidas
por isquemia-reperfusdo. A concentracdo de MDA significativamente aumentou
(p<0,001) com a isquemia-reperfusdo no grupo veiculo quando comparado ao
grupo sham. O pré-tratamento com EEtOH-Hs, FaHex-Hs ou rutina
significativamente atenuou a elevacdo do MDA em 43%, 40% e 52%,

respectivamente, conforme pode ser observado no Gréfico 8.
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Gréafico 8 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Hs e FaHex-Hs nas
niveis de MDA em ratos. Os resultados foram expressos como médiat desvio padrédo
(n=5-7).***p< 0,001. Analise de Variancia de uma via (ANOVA), seguido do pés- teste de
Tukey, comparando-se todos 0s grupos.

455.2 Determinacdo da atividade da superéxido dismutase (SOD) na
mucosa gastrica

A determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) na mucosa
gastrica nas Ulceras induzidas por isquemia-reperfusao foi realizada e verificou-se
reducdo da atividade da enzima nos animais tratados com o veiculo. A reducao
da atividade da enzima foi atenuada nos animais tratados com EEtOH-Hs, FaHex-

Hs ou rutina, conforme pode ser observado no Grafico 9.
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Gréafico 9 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Hs e FaHex -Hs na
atividade da SOD da mucosa gastrica em ratos. Os resultados foram expressos como
médiat desvio padrao (n=5-7).* p<0,05 e **p< 0,01. Analise de Variancia de uma via
(ANOVA), seguido do pds- teste de Tukey, comparando-se todos 0S grupos.



99

5 DISCUSSAO

O tratamento convencional das Ulceras gastricas é atualmente baseado na
utilizacdo de medicamentos que apresentam efeitos adversos, além do alto custo
e ocorréncia de recidivas. A0 mesmo tempo, constata-se que o tratamento de
sintomatologias relacionadas as Ulceras gastricas, utilizando plantas medicinais, é
pratica comum na medicina tradicional do mundo inteiro. Por essas razfes, a
pesquisa por novas drogas torna-se relevante e plantas medicinais e produtos
naturais desempenham um papel chave nesses estudos, visto que muitos
extratos e compostos isolados tém demonstrado resultados promissores no
tratamento e prevencdo das Ulceras gastricas (LEMOS et al., 2011).

Diversos modelos experimentais tém sido utilizados para a investigagao de
Nnovos agentes terapéuticos e tratamento das Ulceras gastricas. Estes métodos
tém auxiliado a elucidar sua patogenia e a buscar novas substancias ativas mais
eficazes e seguras.

O presente trabalho visou investigar a atividade gastroprotetora, cicatrizante
e anti-H.pylori do EEtOH-Hs e FaHex-Hs das partes aéreas de Hyptis suaveolens,
em modelos animais que mimetizam a ulcera gastrica no homem, elucidar os
mecanismos de acdo envolvidos na gastroprotecdo e realizar ensaios que
apontem para a seguranca da sua utilizacao.

No estudo, observamos que o EEtOH-Hs e a FaHex-Hs apresentaram
atividade gastroprotetora que foi evidenciada pela inibicdo na formacéao de Ulceras
gastricas por diversos agentes necrotizantes como etanol acidificado, etanol,
AINES e agentes fisicos como o estresse por imobilizacdo e frio, além da
contensédo acida por ligadura do piloro e geracédo de radicais livres por processo
de isquemia-reperfuséao.

Para iniciar essa investigacdo, foi realizada uma triagem fitoquimica
preliminar, visando identificar os constituintes quimicos majoritarios presentes nas
amostras vegetais, de forma a relacionar sua presenca as propriedades
farmacolOgicas observadas. A analise fitoquimica do EEtOH-Hs revelou a
presenca de terpenos, compostos fendlicos, taninos, alcaloides, cumarinas e
saponinas.

Diversos estudos tém sido realizados com a finalidade de investigar os

constituintes quimicos presentes nessa espécie, demonstrando que Hyptis
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suaveolens é rica em 06leos essenciais constituidos principalmente de terpenos,
em sua maioria por monoterpenos e sesquiterpenos (MANCHAND, 1974;
MARTINS et al. 2006). Também foram isolados os esteroides B-sitosterol e acido
oleandlico (MISRA, 1981). Existem estudos que apontam altos teores em
alcaloides, flavonoides e taninos nesta espécie (EDEOGA et al., 2006).

De acordo com estudos farmacologicos, trés espécies do género Hyptis,
Hyptis mutabilis, Hyptis spicigera e Hyptis martiusi, apresentaram atividade
gastroprotetora relacionada a presenca de terpenos (CALDAS et al., 2011). Vera-
Arzave et al., (2012), verificaram inibicdo das Ulceras gastricas induzidas por
etanol pelo diterpeno suaveolol isolado de H. suaveolens.

Entretanto, para o EEtOH-Hs esta atividade farmacolégica pode nédo estar
limitada apenas a esta classe de compostos, visto que outros compostos nao
volateis estdo presentes e podem estar envolvidos na gastroprotecdo mediada
pela espécie, tais como alcaloides, flavonoides e taninos. Esta afirmagdo é
reforcada pela reducédo das ulceracdes gastricas evidenciadas nas fases menos
apolares, tais como FaDCM-Hs e FaAE-Hs, no modelo de indugdo por etanol
acidificado.

Visando respaldar o uso popular de H. suaveolens frente a atividade
gastroprotetora e cicatrizante, realizou-se o ensaio de toxicidade aguda utilizando
0 EEtOH-Hs na dose de 2.000 mg/kg (OECD, 2001).

Os estudos toxicologicos tém, dentre outras finalidades, contestar a ideia
equivocada de que produtos fitoterapicos sdo desprovidos de efeitos toxicos ou
adversos e gue o0 uso popular das plantas basta para validar sua eficacia (LAPA,
1999; LAPA, 2001; CRAVEIRO et al., 2008; MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et
al., 2008).

Foi observado que o EEtOH-Hs provocou hiperatividade nos animais, efeito
este mais pronunciados nas fémeas. Este efeito pode ser decorrente de uma
atividade estimulante do Sistema Nervoso Central, que podera ser posteriormente
investigada.

O uso do extrato etandlico na dose testada ndo produziu mortes nos
animais e nem alteracdes no peso relativo dos 6rgdos. Corroboram com esses
resultados, os estudos realizados por Santos et al. (2007), Rajput et al. (2010),

assim como estdo de acordo com resultados encontrados por Attawish et al.
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(2005), que nao encontraram indicios de toxicidade para a espécie. Assim, pode-
se concluir que o EEtOH-Hs apresentou baixa toxicidade na dose avaliada.

Para uma avaliagao inicial da atividade do EEtOH-Hs quanto ao seu efeito
gastroprotetor, foi realizada uma triagem farmacologica utilizando o etanol
acidificado. A escolha das doses utilizadas nesse estudo, seguiu 0s critérios
estabelecidos por Souza-Brito (1994), que afirma que a dose utilizada para
extratos brutos e seus derivados em triagens farmacologicas ndo devem
ultrapassar 1.000 mg/kg.

A patogénese das lesbGes gastricas agudas provocadas pelo etanol
acidificado ndo estda bem estabelecida. Segundo Andreo et al.,(2006), o
mecanismo da Ulcera gastrica induzida por esse agente lesivo envolve
mecanismos defensivos da mucosa gastrica, assim como, o0 envolvimento de
espécies reativas de oxigénio. De acordo com Szabo et al., (1987) a elevacao do
fluxo de Na+, K+ para o lumen neste modelo de inducéo, pode acarretar aumento
na secrecao de pepsina. Além disso, reforca a importancia do estresse oxidativo
com a consequente peroxidacéao lipidica e fragmentacao do DNA.

Os resultados obtidos nesse protocolo mostram que o EEtOH-Hs e as
fases (FaHex-Hs, FaDCM-Hs e FaAE-Hs) inibiram significativamente as lesdes
gastricas induzidas por esse agente lesivo. Dentre as fases testadas na triagem, a
fase hexanica foi selecionada por apresentar o melhor efeito na reducdo das
lesdes gastricas e 0 melhor rendimento extrativo.

Frente a esses resultados é sugerido que 0s mecanismos gastroprotetores
envolvidos neste modelo, envolve atividade antissecretoria de acido cloridrico e
pepsina, protecdo da mucosa pelo aumento da sintese de muco, dos niveis de
prostaglandinas e varredura de radicais livres (NERGARD et al., 2005).

O etanol em altas concentracdes, danifica diretamente a mucosa gastrica
provocando gastrite aguda, levando a hiperemia, edema, hemorragia e Ulcera
entre outros danos (PAN et al., 2008).

O dano gastrico no modelo de ulcera por etanol em animais de laboratério
simula o que ocorre em humanos, em virtude do consumo de bebidas alcodlicas,
podendo ocorrer em funcdo da desidratacdo da superficie da célula, desarranjo
estrutural das membranas lipidicas e precipitacdo de proteinas celulares. O etanol

evoca constricdo de vénulas e veias da mucosa com estase sanguinea e
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producéo de necrose (BOU-ABBOUD et al., 1988), seguida de vigorosa dilatacao
arteriolar (OATES et al., 1988).

Os radicais livres sdo gerados durante os episédios de isquemia-
reperfusdo, aumento da permeabilidade vascular com infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares. A ativacdo dos fagocitos leva ao aumento de radicais livres e
da peroxidacao lipidica, aumento da conversao da enzima xantina desidrogenase
em Xxantina oxidase, com elevag¢do da producdo de ion hidroxila (WADA et al.,
1996).

Nessa situacdo, caracteriza-se 0 estresse oxidativo na mucosa gastrica
(Burst respiratério), que consiste em aumento de consumo de oxigénio
principalmente pelos fagécitos, com grande producado de peréxido de hidrogénio e
ions hidroxila, capazes de provocar dano mitocondrial e acarretar morte das
células da mucosa gastrica (REPETTO; LLESUY, 2002).

O modelo de Ulcera por etanol esta relacionado com deplecédo de muco e
compostos sulfidrilas, modulacdo do sistema de 6xido nitrico e outros fatores
como a participacdo de nervos aferentes sensiveis a capsaicina (SOBUE et al.,
2003; KONTUREK et al., 2003.). Tem-se postulado a gastroprotecdo exercida
pelo peptideo grelina nesse modelo de ulceracdo pela liberacdo enddgena de
oxido nitrico (SIBILIA et al., 2003; BRZOZOWSKI et al., 2004).

Nesta perspectiva foi avaliado se o EEtOH-Hs e a FaHex-Hs protegem a
mucosa de lesbes induzidas pela administracdo oral de etanol absoluto. Com
base nos resultados foi observado que o EEtOH-Hs e a FaHex-Hs, reduziram
significativamente as lesGes gastricas no modelo de ulcera por etanol.

Esses resultados corroboram com os encontrados por Vera-Arzave et al.,
(2012), que utilizando o diterpeno suaveolol obtido do extrato hexanico de Hyptis
suaveolens, verificaram sua gastroprotecdo no modelo de ulceras induzidas por
etanol absoluto.

Portanto, o efeito farmacolégico do EEtOH-Hs e da FaHex-Hs pode estar
relacionado aos fatores como estimulacdo dos sistemas antioxidantes e a
consequente diminuicdo da peroxidacdo lipidica, protecdo contra os danos ao
DNA, aumento da producdo de Oxido nitrico com restabelecimento do fluxo
sanguineo local, aumento da producdo de prostaglandinas, assim como elevacéo
do muco e bicarbonato (TAKAYAMA et al., 2011; RODRIGUES et al., 2010).
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A etapa seguinte deste trabalho foi investigar se as amostras vegetais
promoviam protecdo gastrica frente as lesbes ulcerativas induzidas por anti-
inflamatoérios ndo esteroidais (AINES) e pelo estresse.

A Ulcera géstrica induzida por anti-inflamatérios ndo esteroidais/AINES é
um processo multifatorial que ocorre tanto em funcédo de efeitos locais quanto
sistémicos. A acao local na mucosa gastrica inicia-se pelo rompimento da barreira
celular epitelial gastrica (TOMISATO et al., 2004). Os AINES ao se associarem
guimicamente aos fosfolipideos presentes na superficie da mucosa gastrintestinal
acarretam diminuicdo da sua hidrofobicidade, danificando suas propriedades
hidrofobicas (DARLING et al., 2004; LICHTENBERGER et al., 2006), ocasionam a
ruptura da membrana de fosfolipideos, promovendo modificacbes na sua
permeabilidade, fluidez, espessura e formacéo de poros. Isto leva ao aumento da
exposicdo ao acido, em decorréncia da retrodifusdo dos ions H*, ocasionando
morte celular por apoptose e necrose com o0 desenvolvimento das Ulceras
gastricas (LICHTENBERGER et al., 2006).

Os AINES, em nivel sistémico, promovem deplecdo das prostaglandinas da
mucosa gastrica pela inibicio da enzima ciclooxigenase, disturbios
microcirculatérios com reducdo do fluxo sanguineo, hipermotilidade gastrica,
irritacéo topica e interferéncia no reparo tecidual (FILARETOVA et al., 2002).

Neste modelo ocorre aumento da permeabilidade vascular e infiltracdo de
neutrofilos com participacdo das espécies reativas de oxigénio no
desenvolvimento da patogenia (JAINU; DEVI, 2006), aumento na peroxidacéo
lipidica, deplec&o nos niveis de glutationa e inativacdo da peroxidase gastrica. As
Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) geradas na mucosa, dentre elas o H,O,
podem agir como segundos mensageiros intracelulares promovendo ativacdo do
Fator Nuclear kB (NFkB) com consequente producdo do Fator de Necrose
Tumoral a (TNF a) e com aumento da infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares
(CHATTOPADHYAY et al., 2006).

As ulceracfes gastricas produzidas pela utilizacdo de anti-inflamatérios nao
esteroidas assumem grande relevancia epidemioldgica sendo os AINES
atualmente considerados um dos principais agentes etiolégicos da Ulcera péptica
(SUNG et al., 2009).

Para isso, avaliou-se o EEtOH-Hs e a FaHex-Hs por meio do modelo de

Ulceras induzidas por anti-inflamatérios ndo esteroidais e observou-se que as
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amostras vegetais reduziram significativamente as lesbes gastricas, sugerindo a
atividade farmacoldgica relacionada aos mecanismos citoprotetores.

Constituintes quimicos de H. suaveolens tém sido reportados na literatura
como detentores de propriedades anti-inflamatérias, como a exemplo dos
diterpenos suaveolol e metil suaveolato (GRASSI et al., 2006; VERA-ARZAVE et
al., 2012) e efeito antinociceptivo do seu extrato aquoso (SANTOS et al., 2007).

Substancias com propriedades anti-inflamatérias e antinociceptivas sao,
em geral, ulcerogénicas (MEJIA; KRAFT, 2009; SIMMONS et al., 2004),
entretanto, esses efeitos deletérios ndo foram observados quando se utilizou
Hyptis suaveolens. Os resultados obtidos, neste trabalho, indicam, que a apesar
de exercer efeito anti-inflamatério, ja descrito na literatura, H. suaveolens
apresentou efeito gastroprotetor no modelo de inducéo por piroxicam. Resultados
semelhantes foram encontrados por Gomes et al., (2009) em seus estudos
utilizando a fragcéo butandlica de Vochysia tucanorum na gastroprotecao.

No modelo de inducdo de Ulceras por estresse por imobilizacédo e frio, o
EEtOH-Hs e FaHex-Hs reduziram significativamente as lesdes gastricas.
UlceracBes provocadas pelo estresse sao geralmente difusas na mucosa gastrica
e podem também acometer o es6fago e o intestino. Sdo geralmente ocasionadas
por eventos estressantes como choque, sepse, traumas e queimaduras (JIA et al.,
2007).

Nesse modelo, a diminuicdo da temperatura corporal ativa o sistema
termogénico do cérebro, resultando na liberacdo do hormonio liberador de
tireotrofina (TRH), que libera o hormonio estimulante da tireoide (TSH), via nervo
vago, aumentando a secrecao acida gastrica (TANAKA et al., 2007).

A ulcerogénese desencadeada pelo estresse hipotérmico, envolve o
aumento da secrecdo acida gastrica e reducdo da producdo de muco mediada
pela liberacdo de histamina (HIRUMA-LIMA et al., 2006), além de promover o
decréscimo do fluxo sanguineo mucosal, na sintese de prostaglandinas, bem
como o aumento da motilidade gastrica e da degranulacdo de mastécitos (RAO et
al., 2004), com destaque para a participacdo das espécies reativas do oxigénio
(KWIECIEN et al., 2002).

Sob condicfes isquémicas, além da intensa geracdo de EROs, ocorre uma
resposta inflamatéria aguda da mucosa gastrica caracterizada pelo acumulo de

células e de varios mediadores inflamatérios, especialmente citocinas pré-
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inflamatérias como o TNF-a, IL 1B, e ILs, que sdo importantes determinantes da
lesé@o géastrica neste modelo (NISHIDA et al., 1997; LIU et al., 1998; HAMAGUCHI
et al., 2001).

Nessa perspectiva, passou-se a investigar outros modelos cujos resultados
corroborassem para aos resultados ja obtidos.

Para isso, foi avaliado o indice de Les&o Ulcerativo (ILU) e os parametros
bioguimicos em animais tratados com o EEtOH-Hs e FaHex-Hs na dose mais
efetivas, (250 mg/kg), por meio do modelo de indugdo de Ulceras por contensdo
do suco gastrico por ligadura do piloro.

A ulceracdo géstrica, neste modelo, € consequéncia da autodigestdo da
mucosa gastrica e quebra da barreira mucosal gastrica (SAIRAM et al., 2003;
JAISWAL et al., 2011). Segundo Andreo et al. (2006), a contensdo do suco
gastrico induz o aparecimento das lesdes em razdo da hipersecrecédo gastrica,
gue pode ser decorrente da ativacdo do reflexo vago-vagal durante a cirurgia.
Aléem disso, também ocorre migracdo neutrofilica, sugerindo a participacao
dessas células na ulcerogénese, provavelmente em decorréncia da liberacao de
radicais livres.

O EEtOH-Hs e FaHex-Hs, inibiram o ILU por contensdo do suco gastrico,
resultando em atividade gastroprotetora.

Em razéo da administracdo das amostras vegetais terem sido realizadas por
via intraduodenal, pode-se afirmar que o efeito observado foi devido a acédo
sistémica, visto que ndo houve contato do extrato ou fase com a mucosa gastrica,
0 que poderia sustentar a possibilidade de ocorréncia de um efeito local, além de
oferecer a vantagem de néo haver interferéncias na farmacocinética da absorcéo.
Buscando avaliar mais especificamente a atividade gastroprotetora das amostras
vegetais em modelos de ulcerogénese que envolve a participacdo de radicais
livres, realizou-se o0 ensaio de inducdo de Ulceras gastricas por isquemia-

reperfusao.

No modelo de ulcera por isquemia-reperfusdo, as lesées gastricas ocorrem
pela acdo deletéria dos radicais livres gerados pela ativacdo de leucécitos
polimorfonucleares (WADA et al., 1996), ocorrendo decréscimo na producdo de

NO nas células endoteliais na mucosa gastrica (PAWLIK et al., 2001).
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Com base na relevancia da atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e
FaHex-Hs, passou-se a investigar se as amostras vegetais estimulavam o
processo de cicatriza¢do da Ulcera no modelo de indugéo por 4cido acético.

A Ulcera por acido acético € um importante método para o estudo de drogas
antitlceras, por assemelhar-se macro e microscopicamente a Ulcera péptica
humana. O processo de recuperacédo, nesse modelo, consiste de proliferacdo do
tecido conectivo da base da Ulcera e regeneracdo do epitélio mucosal da borda da
lesdo. Portanto, a inibicdo da lesdo é promovida por agentes terapéuticos que
estimulam a epitelizacdo ou granulagcdo do tecido estomacal, acelerando o
processo de reparo (OKABE; AGAMASE, 2005).

Segundo Tarnawski (2005), a cicatrizacdo da Ulcera € um processo
geneticamente programado que inclui inflamacédo, proliferacdo celular,
reepitelizacdo, formacédo de tecido de granulacdo, angiogénese e remodelacao
tecidual.

Tanto o EEtOH-Hs quanto a FaHex-Hs demonstraram ser capazes de
acelerar o processo de cicatrizacdo da ulcera em ratos, uma vez que reduziram
significativamente a ALU.

O EEtOH-Hs e a FaHex-Hs ndo promoveram alteracées na contagem de
mastocitos entre 0s grupos durante a realizacdo das analises histolégicas nesse
modelo, sugerindo que estas células ndo estdo envolvidas na atividade
cicatrizante das amostras vegetais. Vasconcelos et al.,, (2008) relataram o
importante papel dos mastécitos na cicatrizacdo das ulceracbes gastricas pelo
acido acético e embora o exato mecanismo de atuacéo destas células néo esteja
completamente elucidado, existem indicios de sua participacdo na protecao
contra as infeccbes na submucosa. De acordo com Hampton e Hale (2011), a
histamina pode ser necessaria para a apropriada cicatrizacdo da Ulcera, agindo
via receptor Hj, visto que bloqueadores de receptores H, sdo largamente
prescritos e reconhecidamente Uteis na reducéo da acidez gastrica.

Nos animais do grupo controle, que receberam lansoprazol, foi verificado um
incremento da cicatrizacdo na Ulcera induzida por acido acético e considerando
gue a bomba de prétons esta irreversivelmente bloqueada, a acdo da histamina
liberada pelos mastécitos estaria atuando preferencialmente nos receptores do

subtipo H;.
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Shenoy, et al., (2009) demonstraram que o extrato éter de petrdleo obtido
das folhas de H. suaveolens na dose de 500 mg/kg (v.0), apds o tratamento de 10
dias, promoveu a cura de feridas em ratos. Os estudos histologicos obtidos
demonstraram aumento significativo na deposicdo de coldgeno, poucos
macrofagos e edema tecidual e aumento de fibroblastos.

Assim, sugere-se que Hyptis suaveolens possa atuar em nivel da
estimulacdo da resposta inflamatéria benéfica ao processo de reparo celular,
recrutando células para o local da Ulcera, tais como os neutréfilos, os quais
promovem protecdo local contra agentes bacterianos (VASCONCELOS et al.,
2008).

Existem evidéncias na literatura de que os antioxidantes enddgenos de
baixo peso molecular como a glutationa, desempenham um importante papel no
processo de cicatrizacdo de feridas (SHAFER ; WERNER, 2008). Segundo Roy et
al., (2006), pequenas quantidades de EROs como o peroxido de hidrogénio, séo
benéficas ao organismo e importantes para o processo de angiogénese.

Na sequéncia, foram avaliados o consumo de agua e ragao, peso ponderal,
peso relativo dos oOrgdos e avaliacdo dos parametros bioquimicos e
hematoldgicos, servindo como indicadores de possiveis sinais de toxicidade apos
14 dias de tratamento com as amostras vegetais (CALVO et al., 2007,
VASCONCELOS et al., 2008).

Foi observada reducdo significativa no consumo de racdo no grupo de
animais que recebeu lansoprazol durante 14 dias. Este resultado encontra
respaldo na literatura, conforme descrito por Hongo et al., (1992) e Kovacs et al.,
(2009) que verificaram o aparecimento de anorexia em seus estudos utilizando
este agente terapéutico.

Com relacédo aos parametros bioquimicos e hematologicos avaliados, nao foi
constatada nenhuma alteracdo significativa, o0 que se pode inferir que a espécie
Hyptis suaveolens apresenta baixa toxicidade.

A bactéria Helicobacter pylori assume grande importancia epidemioldgica no
desenvolvimento das doencas gastrintestinais como as gastrites crbnicas e
Ulceras pépticas, sendo considerado o principal fator etiolégico para a ocorréncia
do cancer gastrico (FUNATOGAWA et al., 2004).

Segundo Ruggiero et al. (2006), a antibioticoterapia atual para erradicar o H.

pylori sdo efetivas, mas podem falhar em decorréncia da resisténcia bacteriana ou
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complicacdes nos pacientes. Desta forma, existe um esforgco continuo para
desenvolver novas drogas no combate deste patdégeno, sendo que muitos
extratos e/ou substancias derivadas de plantas tem sido investigadas para essa
finalidade, conforme pode ser constatado nos trabalhos de Funatogawa et al.
(2004 ) e Jesus et al. (2012).

Para avaliar o potencial antimicrobiano do EEtOH-Hs e FaHex-Hs frente a
bactéria H. pylori, foi realizado o ensaio de difusdo em agar e verificou-se que o
EEtOH-Hs e FaHex-Hs, nas concentracdes utilizadas, ndo inibiram o crescimento
bacteriano do Helicobacter pylori no meio de cultura, portanto, a atividade
gastroprotetora de H. suaveolens parece ndo estar relacionada com suas
propriedades antimicrobianas, nas condigOes avaliadas.

Diante desses resultados, tornou-se necessario compreender 0s
mecanismos envolvidos na agéo gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs e para
isso foram realizados protocolos experimetais que avaliassem a atividade
antissecretoria acida, participacdo do muco, grupamentos sulfidrilas, NO e

prostaglandinas.

Verificou-se que no modelo de contensdo do suco gastrico por ligadura do
piloro, o tratamento dos animais com EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) nao
alterou os parametros do suco gastrico, tais como volume, pH e concentracao de
H*, sugerindo assim, que o efeito gastroprotetor observado néo é decorrente de

mecanismos antissecretorios.

Foi investigado se o EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) de H. suaveolens
promoviam a gastroprotecado por interferir nos niveis de muco gastrico. O muco
constitui a primeira linha de defesa contra o acido e serve como uma barreira para
a autodigestdo do estbmago (ALLEN; FLEMSTRON, 2005). O muco, juntamente
com o bicarbonato secretado pelos células epiteliais da mucosa gastrica formam
uma pelicula protetora contra a agdo deletéria dos fons H' que podem se

retrodifundir para a mucosa a partir do lamen gastrico (SIMMONS et al., 2004).

A secrecdo de muco € estimulada pelas prostaglandinas, agentes
colinérgicos e por hormbnios gastrintestinais tais como a gastrina e secretina

(MONTROSE et al., 2006). Também atua como antioxidante, sequestrando 0s



109

radicais livres formados na superficie da célula epitelial estomacal (PENISSE;
PIEZZI, 1999). Agentes ulcerogénicos como os AINES e sais biliares sdo capazes
de dissipar o muco e a parede de fosfolipideos da superficie das células na
mucosa gastrica, ocasionando a retrodifusdo de ions H* e lesdo gastrica (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005; DARLING; ROMERO; DIAL, 2004).

Os resultados demonstraram que o EEtOH-Hs e FaHex-Hs nao
promoveram alteragfes significativas nos niveis do muco aderido a parede
gastrica, indicando que a gastroprotecdo promovida por H. suaveolens,

aparentemente ndo esta relacionada ao aumento nos niveis de muco gastrico.

Os compostos sulfidrilas ndo proteicos (CSNP), sao constituidos
principalmente pela glutationa reduzida (GSH), além de cisteina e coenzima A
(SZABO, et al., 2007) e representam 0s principais neutralizadores de radicais
livres do organismo (HUBER; ALMEIDA, 2008). Sao importantes componentes do
muco gastrico e exercem gastroprotecdo por manter a integridade da barreira
mucosal, ligando-se aos radicais livres formados em decorréncia da agéo de

agentes nocivos como o etanol (GOMES et al., 2009).

O aumento nos danos a mucosa gastrica ocasionado pelo agente lesivo
etanol é acompanhado pela reducdo dos CSNP, em decorréncia da ligacao
destes aos radicais livres potencialmente lesivos, além de estar envolvidos na
estabilizacdo do muco, visto que os CSNP formam pontes de dissulfeto com as
glicoproteinas do muco (FERREIRA et al., 2008).

Para avaliar a participacdo dos compostos sulfidrilas na gastroprotecao
mediada por H. suaveolens, utilizou-se a inducdo de Ulcera por etanol e foi
observado a inibicdo significativa da ALU nos animais tratados com EEtOH-HSs,
FaHex-Hs. Entretanto, quando foram avaliados os grupos pré-tratados com NEM
(blogueador de grupamentos sulfidrilas) e tratados com EEtOH-Hs, FaHex-Hs,
observou-se uma exacerbacéao significativa da ALU.

Assim sugere-se que existe participacdo dos compostos sulfidrilas na
gastroprotecdo mediada pelos EEtOH-Hs e FaHex-Hs. Esse resultado aponta
para a hipétese de que o EEtOH-Hs e FaHex-Hs promovem gastroprotecdo em

decorréncia de sua acao antioxidante.
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Em recente estudo conduzido por Vera-Arzave et al., (2012), utilizando o
modelo de inducdo de Ulceras por etanol e grupos pré-tratados com NEM e
posteriormente tratados com o diterpeno suaveolol obtido de H. suaveolens,
mostraram a participacdo dos compostos sulfidrilas na gastroprotecdo mediada
por essa substancia, o que corrobora com os dados obtidos neste estudo.

A seguinte, desta pesquisa, foi avaliar a participacdo do Oxido nitrico na
citoprotecdo produzida pela espécie vegetal.

O NO é sintetizado por uma familia de enzimas denominadas sintases de
oxido nitrico (NOS), que catalisam a oxidacdo de um nitrogénio guanidinico da L-
arginina para formar éxido nitrico e citrulina. As NOS constitutivas estdo presentes
nas células endoteliais (NOS3) e células do tecido nervoso (NOS;) e a NOS
induzivel (NOS,), esta presente nos leucécitos polimorfonucleares e produz
grandes quantidades de oxido nitrico (PACHER, BECKMAN; LIAUDET, 2007;
NAGESWARARAO et al., 2011).

Tanto células nervosas, quanto endoteliais vasculares da mucosa gastrica
expressam NOS constitutiva e promovem a sintese de NO, cujas principais
estimulacdo da secrecdo de bicarbonato, hiperemia, citoprotecdo adaptativa,
protecdo gastrica e crescimento mucosal, exercendo assim uma acao
gastroprotetora (SATYANARAYANA, 2006; TANAKA et al., 2001; WEST et al.,
2003).

Para avaliar a participacdo do 6xido nitrico no mecanismo de gastroprotecao
mediada pelo EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) foi realizado o modelo de
Ulcera induzida por etanol em ratos pré-tratados com N-nitro-L-arginina metil éster
(L-NAME), uma droga que bloqueia a sintese do NO. Dessa forma, foi observado
gue o EEtOH-Hs e FaHex-Hs (250 mg/kg) ndo promoveram diferencas na
reducdo da lesdo nos grupos pré-tratados com L-NAME, indicando que o 6xido
nitrico parece nao estar envolvido na gastroprotecdo mediada pelo EEtOH-Hs e

FaHex-Hs nas condicdes desse ensaio.

Para corroborar com os resultados encontrados, foram analisados alguns
parametros do sistema antioxidante enddgenos: Lipoperoxidacdo (LPO) e

determinacdo da atividade da superoxido dismutase (SOD) e foi constatado que
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tanto o EEtOH-Hs, quanto a FaHex-Hs promoveram inibicdo da lipoperoxidacéo e
aumento da atividade da SOD na mucosa gastrica, reforcando os achados de que
0 mecanismo de acéo antioxidante seja determinante para o efeito gastroprotetor

ora evidenciado para as amostras vegetais.

Resultados semelhantes foram obtidos por Faria et al., (2012) quando
investigaram as propriedades antioxidantes de Rizophora mangle utilizando o
modelo de isquemia-reperfusdo e verificando os niveis de peroxidacao lipidica e

determinacao da atividade de enzimas antioxidantes na mucosa gastrica.

Diante de todos os resultados obtidos, sugere-se a validagédo do uso popular
de Hyptis suaveolens no tratamento das Ulceras pépticas, pois tanto o EEtOH-HSs,
guanto a FaHex-Hs apresentaram atividade antiulcerogénica promissora e
auséncia de sinais de toxicidade aguda ou apOs o tratamento por 14 dias

consecutivos, nas condi¢cdes deste estudo.
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6 CONCLUSOES

Conforme os resultados obtidos, neste trabalho de avaliacdo da atividade
antiulcerogénica do extrato etandlico e fase hexanica de Hyptis suaveolens, foi

possivel concluir que:

m FaHex-Hs, FaDCM-Hs e FaAE-Hs apresentaram atividade gastroprotetora
frente as lesGes gastricas induzidas pelo agente lesivo HCl/etanol; sendo que a
FaHex-Hs foi a mais efetiva das fases testadas;

m O EEtOH-Hs e a FaHex-Hs ndo apresentaram toxicidade aguda nas doses
avaliadas;

m O EEtOH-Hs e FaHex-Hs, nas doses avaliadas, apresentaram atividade
gastroprotetora frente aos agentes classicos de inducéo de Ulceras gastricas;

m O EEtOH-Hs e FaHex-Hs apresentaram efeito cicatrizante;

m EEtOH-Hs e FaHex-Hs apresentam baixa toxicidade em animais tratados por
14 dias;

m A atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs nédo esta relacionada a
mecanismos antissecretorios de HCI,

m A atividade gastroprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs n&o envolve a
participacdo de muco;

m A atividade citoprotetora do EEtOH-Hs e FaHex-Hs envolve a participacdo dos
compostos sulfidrila;

m O EEtOH-Hs e FaHex-Hs, né&o inibiram o crescimento da bactéria Helicobacter
pylori por meio do método de difusdo em disco;

m A gastroprotecdo do EEtOH-Hs e FaHex-Hs envolve mecanismos citoprotetores

e antioxidantes.
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