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Avaliacdo da atividade gastroprotetora de Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek
(Celastraceae). CALDAS FILHO, M. R. D. Po6s-Graduagdao em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos, Dissertacdo de Mestrado, CCS/UFPB (2013).

RESUMO

Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek, popularmente conhecida como
“casca amarela” ou “pau-colher”, pertence a familia Celastraceae. Esta espécie
foi selecionada para este trabalho a partir de critérios quimiotaxonémicos,
tendo em vista que ja foi comprovada a atividade gastroprotetora em varias
espécies deste género, a qual foi atribuida a metabdlitos secundarios tais como
flavonoides, triterpenos, alcaloides e taninos. Com o objetivo de avaliar a
toxicidade aguda, atividade gastroprotetora, bem como mecanismos
relacionados a esta atividade, foram obtidos, a partir das folhas de M.
distichophylla, o extrato metandlico bruto (EMeOH-Md) e a fase acetato de etila
(FaAcOEt-Md). A administracéo Unica (v.0.) de 2000 mg/kg do EMeOH-Md em
camundongos, ndo causou alteracbes comportamentais nos parametros
avaliados (tais como hiperatividade, piloere¢céo, analgesia, ambulacdo, dentre
outros) e também nao provocou variacbes no peso nem na estrutura
macroscopica dos 6rgaos. No entanto, foi capaz de reduzir o consumo de agua
e racdo nos animais machos. N&o foi possivel determinar a DLsp, Visto que néo
houve mortes, ao final dos 14 dias de observacdo. Com relacdo a atividade
gastroprotetora, EMeOH-Md e FaAcOEt-Md nas doses de 62,5, 125, 250 e 500
mg/kg (v.0.) foram testados frente a diferentes modelos de indug&o aguda de
Ulcera (etanol acidificado, etanol, estresse por imobilizacdo e frio, anti-
inflamatoério ndo-esteroidal (AINE) e contensdo do suco gastrico). No modelo
de etanol acidificado, o EMeOH-Md reduziu o indice de les&o ulcerativo (ILU)
em 68, 84, 81 e 80%, respectivamente. Frente as lesdes por etanol, 0 EMeOH-
Md e a FaAcOEt-Md nas mesmas doses protegeram a mucosa gastrica em 40,
56, 65, 86 e 12, 34, 46 e 71%, respectivamente. Quando se avaliou o modelo
do estresse, EMeOH-Md e FaAcOEt-Md diminuiram o ILU em 58, 72, 79, 84 e
29, 38, 50 e 52%, respectivamente. Da mesma forma, no modelo de Ulceras
gastricas induzidas por AINE, houve inibicdo das lesbes em 46, 65, 81 e 82%
para 0 EMeOH-Md e 26, 40, 58 e 69% para a FaAcOEt-Md. Nas Ulceras
induzidas por contenséo do suco gastrico (ligadura de piloro) o EMeOH-Md e a
FaAcOEt-Md nas suas doses mais efetivas (500 mg/kg) promoveram protecao
da mucosa gastrica quando administrados por via intraduodenal 75 e 77%,
respectivamente, em comparagao ao controle negativo. Também no modelo de
ligadura (i.d.), EMeOH-Md e FaAcOEt-Md reduziram o volume do contetdo
gastrico. No intuito de investigar os mecanismos de acdo relacionados a
gastroprotecdao promovida pelo EMeOH-Md (500 mg/kg) e FaAcOEt-Md (500
mg/kg), foi avaliado o envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos, 6xido nitrico,
muco e prostaglandinas. Dessa forma, foi verificado que o efeito gastroprotetor
das amostras vegetais de M. distichophylla n&do envolve aumento do muco
aderido a mucosa, nem a participacdo do oxido nitrico. No entanto, este efeito
esta relacionado a participagdo dos grupamentos sulfidrilicos e aumento dos
niveis de prostaglandina. Logo, esses dados sugerem que M. distichophylla
apresenta atividade gastroprotetora, possivelmente relacionada a mecanismos
antissecretorios e citoprotetores.

Palavras-chave: Maytenus distichophylla, Ulceras gastricas, gastroprotecao,
antissecretoria, citoprotetora.



Evaluation of the gastroprotective activity of Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek
(Celastraceae). CALDAS FILHO, M. R. D. Po6s-Graduagdao em Produtos Naturais e
Sintéticos Bioativos, Master’s thesis, CCS/UFPB (2013).

ABSTRACT

Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek, popularly known as "casca amarela”
or "pau-colher”, belongs to the family Celastraceae. This species was selected
for this work from chemotaxonomic criteria, with a view that has been proven to
gastroprotective activity in several species of this genus, which was attributed to
secondary metabolites such as flavonoids, terpenoids, alkaloids and tannins.
Aiming to assess the acute toxicity, gastroprotective activity, as well as
mechanisms related to this activity were obtained, from the leaves of M.
distichophylla, crude methanolic extract (Md-MeOHE) and ethyl acetate phase
(Md-EtOACP). The single administration (p.o.) of 2000 mg/kg in mice Md-
MeOHE, did not cause behavioral changes in the evaluated parameters (such
as hyperactivity, piloerection, analgesia, ambulation, among others), also
caused no changes in weight or the gross structure of organs. However, was
able to reduce the consumption of water and feed in male animals. Unable to
determine the LDsp, whereas no deaths at the end of 14 days of observation.
Regarding the gastroprotective activity, Md-MeOHE and Md-EtOAcP at doses
of 62.5, 125, 250 and 500 mg/kg (p.0.) were tested against different models of
acute induction of ulcer (ethanol acidified, ethanol, stress immobilization and
cold, nonsteroidal anti-inflammatory drug (NSAID) and containment of gastric
juice). In the model of acidified ethanol, the Md-MeOHE reduced the ulcerative
lesion index (ULI) for 68, 84, 81 and 80%, respectively. Front lesions by
ethanol, Md-MeOHE and Md-EtOAcP in the same doses protected the gastric
mucosa 40, 56, 65, 86, 12, 34, 46 and 71%, respectively. When assessing the
model stress- Md-MeOHE and Md-EtOAcP decreased ULI at 58, 72, 79, 84, 29,
38, 50 and 52%, respectively. Likewise, in the model of NSAID-induced gastric
ulcers, lesions was no inhibition at 46, 65, 81 and 82% for Md-MeOHE and 26,
40, 58 and 69% for Md-EtOAcP. In the ulcers induced by restraint of gastric
juice (pylorus ligature) the Md-MeOHE and Md-EtOACP in its most effective
doses (500 mg/kg) caused gastric mucosa protection when administered
intraduodenally 75 and 77%, respectively, compared to negative control. Also
on ligation model (i.d.), Md-MeOHE and Md-EtOAcP reduced the volume of
gastric contents. In order to investigate the mechanisms of action related to
gastroprotection promoted by Md-MeOHE (500 mg/kg) and Md-EtOAcP (500
mg/kg), was evaluated the involvement of sulfhydryl groups, nitric oxide,
prostaglandins and mucus. Thus, it was verified that the gastroprotective effect
of plant samples of M. distichophylla not involve increased mucus adhered to
the mucosa or participation of nitric oxide. However, this effect is related to the
participation of sulfhydryl groups and increased levels of prostaglandin. Thus,
these data suggest that M. distichophylla presents gastroprotective activity,
possibly related to mechanisms antisecretory and cytoprotective.

Key Words: Maytenus distichophylla, gastric ulcers, gastroprotection,
antisecretory, cytoprotective.
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1 INTRODUCAO

1.1 ConsideracOes gerais

As plantas medicinais, durante muito tempo, foram largamente utilizadas
para aliviar e tratar as diversas doengcas humanas, mas, suas aplicacdes
diminuiram devido a medicina moderna. Contudo, nos dias atuais seu uso vem
sendo retomado em todo o mundo, e isso pode ser atribuido a facilidade de
acesso ao uso, ao contexto cultural no qual as plantas encontram-se inseridas
e aos indmeros estudos de validacdo de espécies vegetais (CINDRIC et al.,
2013).

Cerca de 80% da populacdo dos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento continuam completamente dependentes da medicina caseira,
utilizando vegetais para as necessidades primarias de saude (BRAZ-FILHO,
2010). No Brasil, 20% da populacdo respondem por 63% do consumo de
medicamentos disponiveis; 0 restante encontra nos produtos naturais,
especialmente nas plantas medicinais, a Unica fonte de recurso terapéutico
(AGRA et al., 2007 apud RABELO et al., 2013).

A importancia medicinal dos produtos naturais reside ndo s6 nos seus
efeitos terapéuticos (MAHOMOODALLY et al., 2012), além disto, eles fornecem
modelos para modificagcdes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacolégicas e bioquimicas, servindo inclusive, para a inspiracdo de
quimicos organicos, estimulando-os para enfrentar desafios na construcéo
sintética de novas arquiteturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

O estimulo a pesquisa, producdo e comercializacdo de espécies
vegetais brasileiras gera trabalho, renda, desenvolvimento e integracao
regional, enfim, possibilidades econémicas importantes ao crescimento do pais,
visando a sustentabilidade (BRASIL, 2010). Nesse contexto, os produtos
naturais apresentam-se como uma fonte ainda pouco explorada, e que oferece
maiores oportunidades para encontrar moléculas ativas que proporcionem a
producdo de novos farmacos Uteis no tratamento de diversas afeccOes
(SCHMITT et al., 2011).

Nosso pais, com seu amplo patrimbnio genético e diversidade cultural,

tem a oportunidade de estabelecer um modelo diferenciado e excepcional no
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Sistema Unico de Satde (SUS), com o uso sustentavel de plantas medicinais
(BRASIL, 2010), sobretudo a partir da publicagdo da Politica Nacional de
Praticas Integrativas e Complementares (BRASIL, 2006a) e a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos (BRASIL, 2006b).

As doencas do trato gastrintestinal (TGI), destacando-se a Ulcera péptica
e suas complicacbes sdo exemplos de agravo a saude, as quais estdo
associadas a significativa morbidade e mortalidade, além de elevados custos
decorrentes do tratamento de suas complicacoes (NIETO, 2012). As lesdes
ulcerativas constituem um problema de saude mundial, com incidéncia e
prevaléncia associadas a fatores pertinentes ao cotidiano dos individuos, como
estresse, infeccdo bacteriana por Helicobacter pylori e uso prolongado de anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINEs) (MEGALA; GEETHA, 2010).

Existe uma variedade de espécies vegetais que apresentam excelente
potencial para tratar a Ulcera péptica e outros disturbios gastrintestinais, muitas
delas, oriundas da medicina tradicional (BANSAL et al., 2009). No entanto, o
uso popular de plantas medicinais ndo € suficiente para a validacao
etnofarmacoldgica (RABELO et al., 2013).

Diante deste cenario, o presente trabalho visa contribuir para a utilizacéo
medicinal das plantas de forma segura, colaborar com o avan¢o da pesquisa
cientifica por meio de metodologias padronizadas, tendo como finalidade a
busca de novas alternativas terapéuticas com atividade frente as doencas do

TGI, em especial a Ulcera péptica.

1.2 Ulcera péptica

1.2.1 Etiologia da ulcera péptica

A Ulcera péptica € uma doenca caracterizada por les6es profundas na
mucosa do es6fago, estdbmago ou duodeno. No estbmago as lesdes localizam-
se preferencialmente ao longo da pequena curvatura, na zona de transi¢céo
entre o corpo e o antro (GIBSON; ODZE, 2011), enquanto que no duodeno
localizam-se no bulbo ou ampola duodenal, sendo denominadas como Ulcera
esofégica, gastrica e duodenal, respectivamente (TARNAWSKI, 2010; NAJM,

2011). De acordo com a descricao histopatoldgica, engloba um dano epitelial,
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gue se estende por meio da camada muscular da mucosa em direcdo a
submucosa, podendo atingir os tecidos musculares do trato gastrintestinal
(LEONG, 2009) (Figura 1).

Eséfago /%”k Ulcera esoféagica
\

. - Ulcera  pMycosa
=~ gastrica
) Submucosa

N Muscular

Ulcera
duodenal

Estémago

Figura 1 Representacdo esquematica da area de ocorréncia das Ulceras pépticas e
camadas teciduais lesionadas. (Fonte: http://hopkins-gi.nts.jhu.edu/images com

modificagdes).

Os principais sintomas da Ulcera péptica sdo a dor ou desconforto na
regido superior do abdome (NIETO, 2012), a sensac¢do de plenitude, nduseas,
vomitos, refluxo, azia e fadiga (AWAAD et al., 2013). Entretanto, a hemorragia
gastrintestinal superior, perfuracdo ou obstrucdo sdo os mais graves sintomas
da Ulcera péptica, os quais estdo associados a elevada taxa de morbidade e
mortalidade (SUNG et al., 2009; BARKUN; LEONTIADIS, 2010).

O desenvolvimento das lesdes ulcerativas pode ser decorrente da
alteracdo do equilibrio entre os fatores agressivos e defensivos da mucosa
gastrica (BANSAL; GOEL, 2012). Os fatores agressivos enddgenos incluem
secrecdo de acido e pepsina, presenca de radicais livres, refluxo biliar e
processos isquémicos, j os fatores agressivos exdgenos incluem a presenca
da bactéria Helicobacter pylori, uso continuo de anti-inflamatorios néao-
esteroidais (AINEs), consumo excessivo de alcool, tabagismo e estresse.
Dentre os fatores defensivos da mucosa, tem-se a producdo de muco e

bicarbonato, fluxo sanguineo, oxido nitrico (NO), prostaglandinas (PGEy),
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fatores de crescimento e regeneracdo celular, além do sistema de defesa
antioxidante (KALANT et al., 2007 apud AWAAD et al., 2013; VONKEMAN et
al., 2007 apud TAKAYAMA et al., 2011; BRZOZOWSKI, et al., 2012; NIETO,
2012).

O consumo excessivo do alcool promove disturbios da microcirculacéo,
isquemia e geracdo de radicais livres (com decréscimo nos niveis de
glutationa), liberacdo de endotelina, degranulacdo de mastocitos com liberacéo
de mediadores vasoativos, a exemplo da histamina, aumento de citocinas pro-
inflamatorias, tais como IL-18 e TNFa (BARBASTEFANO et al., 2007;
TAKAYAMA et al., 2011), inibicdo de prostaglandinas e diminui¢cdo da produgéo
de muco gastrico (ZHAO et a., 2009; ARAWWAWALA et al., 2010). Esse
agente quimico também aumenta o fluxo de Na" e K’ para o lumen, e
principalmente jons H*, que sofrem retrodifusdo, atingindo a células da
mucosa. Além disso, estimula a secrecdo de pepsina juntamente com a
liberagdo de histamina (TAKAYAMA et al., 2011; MORAES et al., 2009).

De acordo com Umamaheswari et al. (2007), no processo de
metabolizacdo do etanol, ocorre formacdo de substancias toxicas, como o
acetaldeido, o que culmina com a liberacdo do anion superéxido e
hidroperoxidos, ambos espécies reativas que causam graves danos teciduais,
que afetam a integridade celular, especialmente, devido aos danos
mitocondriais que conduzem ao estresse oxidativo (JAINU; DEVI, 2006).

Estresse também € considerado outro fator que contribui para o
surgimento de lesdes ulcerativas gastricas, o qual estd intimamente
relacionado ao estilo de vida moderno e consequentemente, ocasiona sintomas
como irritabilidade, ansiedade, impulsividade, dificuldade de concentracao,
dentre outros (FILARETOVA et al., 2007; MARSOLLA, 2009).

O comprometimento de mecanismos protetores, relacionados a
microcirculacdo e sistema antioxidante, tem sido associado a patogénese da
lesdo da mucosa gastrica relacionada ao estresse. Nesse contexto, envolve
reagcbes como acumulo de neutrdfilos, producéo de citocinas pro-inflamatorias,
geracdo de espécies reativas de oxigénio e nitrogénio, reducdo do fluxo
sanguineo na mucosa e intensificacdo da secrecao acida gastrica (ODASHIMA
et al., 2005; LIMA et al., 2008).
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A descoberta da infeccdo do estdmago por Helicobacter pylori, no inicio
da década de 1980, foi o fator que motivou a reavaliacdo na compreensao da
etiologia da ulcera péptica (SULLIVAN, 2010). O bacilo gram-negativo H. pylori
tem sido associado ao desenvolvimento de Ulceras gastricas, e 0s esquemas
terapéuticos, em geral, sdo focados na sua erradicacdo (CORREA;
HOUGHTON, 2007; MALFERTHEINER et al., 2009). Esta bactéria apresenta-
se na forma de espiral e atua de modo a colonizar o epitélio gastrico,
sobrevivendo num ambiente microaerodfilo e inadequado a permanéncia de
microorganismos comuns, devido a sua elevada acidez (USTUN et al., 2006).

Dentre os fatores de viruléncia relacionados a infeccdo por H. pylori tem-
se aqueles associados ao processo de colonizacdo gastrica, a exemplo dos
flagelos, enzima urease e os fatores de adesao (codificados pelos genes BabA
e BabB); além dos fatores lesivos a mucosa gastrica, como os produtos da
urease, citotoxinas (CagA e VagA), proteina de choque térmico, proteases que
destroem a camada protetora de muco, dentre outros (KONTUREK et al.,
2006).

A caracteristica especial, que permite a sobrevivéncia do H. pylori no
ambiente géstrico, reside na intensa atividade da enzima urease, a qual é
responsavel pela conversao da ureia (principal produto do metabolismo
proteico) em amoénia (NH3) e diéxido de carbono (CO;). A ambnia por sua vez,
neutraliza os ions H* (tampona o meio) e forma hidroxido de aménio (NH,OH),
uma base fraca que sé existe em solugcdo aquosa, 0 que cria uma nuvem
alcalina ao redor da bactéria, protegendo-a do ambiente acido estomacal
(RAMSAY; CARR, 2011; BANSAL et al., 2009).

A infeccdo por H. pylori causa hipergastrinemia decorrente da produgéo
de amonia no epitélio e nas glandulas do antro, o que impede a sensibilidade
das células D aos verdadeiros niveis de acidez, levando a inibicdo inadequada
da somatostatina, a0 aumento da gastrina, e por sua vez, secre¢do acida em
excesso. O efeito trofico de hipergastrinemia induzida por H. pylori produz
também hiperplasia das células ECL e das células parietais (DIXON, 2000;
USTUN et al., 2006; MALFERTHEINER et al., 2009).

O uso de AINEs é tido como a causa mais comum de lesdo da mucosa
gastrintestinal no mundo ocidental. Os efeitos sistémicos dos AINEs ocorrem

por meio da inibicdo da ciclooxigenase (COX), o que compromete a sintese de
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prostaglandinas. Como resultado da inibicdo da sintese PGE; e PGl,, tem-se
uma diminuicdo da producdo gastrica de muco e bicarbonato, além de
alteragcdes do fluxo sanguineo, reduzindo assim a barreira protetora da mucosa
normal e também a capacidade de reparacdo das células da mucosa
(STEWART; ACKROYD, 2011).

A exposicdo a uma variedade de agentes presentes no ambiente pode
resultar em estresse oxidativo. Uma gama de substancias quimicas, a exemplo
daquelas presentes na fumaca do cigarro, pode causar oxidacdo direta de
compostos bioldgicos, resultando em espécies reativas de oxigénio (ROS)
(ZADAK et al., 2009). Segundo Mehta; Bhargava (2010), o habito de fumar é
um dos fatores que predispde a formacdo de Ulceras induzidas por AINESs.
Além disso, o tabagismo também pode determinar se a presenca da bactéria H.
pylori desencadeard lesdes ulcerativas géastricas (MAJUMDAR et al., 2007).
Desse modo, fumar per se ndo pode ser considerado um fator etiolégico
primario, no entanto, pode influenciar negativamente a cicatrizagéo e favorecer

as recidivas da Ulcera péptica (NIETO, 2012).

1.2.2 Epidemiologia da ulcera péptica

A Ulcera péptica é um agravo a saude, que afeta aproximadamente 10%
da populacdo mundial em algum momento de suas vidas (NIETO, 2012). A
Ulcera duodenal é mais prevalente do que a gastrica, sendo que a primeira,
predomina nos paises ocidentais, enquanto a segunda, € mais descrita nos
paises orientais. Essas diferencas sao atribuidas a fatores genéticos e a dieta
(JAIN et al., 2007; LEE; SAROSI JR, 2011).

Com relacédo ao sexo, as Ulceras duodenais e as gastricas acometem
mais homens que mulheres, numa proporgédo de 4:1 e 3,5:1, respectivamente
(JAIN et al., 2007). Quanto a faixa etaria, estudos apontam para a prevaléncia
de Ulceras duodenais em pessoas mais jovens enquanto as Ulceras gastricas
sdo mais prevalentes em individuos idosos (GROENEM et al., 2009).

No Brasil, ndo se conhece de forma precisa a real incidéncia das Ulceras
pépticas, devido as subnotificacbes dos casos, justificadas pela variagdo das

populac6es estudadas, diferencas na coleta dos dados e critérios selecionados
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para o diagnostico, o que compreende em torno de 1-20% (CASTRO et al.,
2009).

Estima-se que mais da metade da populagdo mundial esteja infetada por
H. pylori (NIETO, 2012), presente em cerca de 25% dos adultos nos paises
mais desenvolvidos e ultrapassa 80% em paises em desenvolvimento
(MAJUMDAR et al., 2010). Contudo, aproximadamente 15% das pessoas
infectadas chegam a desenvolver Ulcera péptica em algum momento de sua
vida. Isso se deve a fatores como viruléncia da cepa da bactéria, genética e
habito de fumar do hospedeiro (MAJUMDAR et al., 2010).

Segundo Ramakrishnan; Salinas (2007), a erradicacdo dessa bactéria
reduz a recorréncia da Ulcera de 67 para 6% em pacientes com Ulceras
duodenais e de 59 para 4% em pacientes com Ulceras gastricas.

A taxa de infeccdo por H. pylori tem diminuido ao longo do tempo,
consequéncia tanto da melhoria do saneamento, quanto do tratamento da
infeccdo e isto provavelmente explica a diminuicdo global da uUlcera (NAJM,
2011; LEE; SAROSI JR, 2011). Nos paises ocidentais, houve uma diminuicédo
do numero de casos de Ulcera H. pylori positivas, ou seja, aquelas associadas
a presenca de H. pylori (SULLIVAN, 2010).

O uso continuo de AINEs e a infeccdo por H. pylori sdo fatores
relevantes no surgimento da Ulcera péptica (STEWART; ACKROYD, 2011).
Como a infeccéo esta se tornando menos frequente nos paises desenvolvidos,
0 uso de AINEs é tido como a causa mais comum de leséo, sobretudo de
Ulceras complicadas por hemorragia e que afetam, em geral, pacientes na
sétima e oitava décadas de vida e apresenta uma predominancia no sexo
masculino, com aproximadamente 1,5 vezes mais casos do que em mulheres
(NAJM, 2011; LEE; SAROSI JR, 2011).

A prevaléncia da Ulcera péptica atingiu um pico no inicio do século XX.
Entretanto, alguns estudos epidemiol6gicos demonstraram que ha uma forte
diminuicdo na incidéncia e no aparecimento de complicagdes decorrentes da
Ulcera gastrica ou duodenal, nas Ultimas décadas. Dados epidemiologicos da
Asia, Australia, América do Norte, Japdo, América do Sul e Europa revelaram
um declinio evidente da mortalidade dessas doencas nos ultimos anos (NAJM,
2011; SOSTRES; LANAS, 2011). A Ulcera péptica e suas complicacdes ainda
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estdo fortemente associadas a significativa morbidade e mortalidade, esta
Gltima varia entre 7-10% (CHOW; SUNG, 2009).

1.3 Fisiologia gastrintestinal

1.3.1 Secrecdo acida gastrica

Sao constituintes da secrecdo gastrica 0 pepsinogénio, o bicarbonato
(HCO3), o muco livre, os eletrdlitos, o fator intrinseco e o acido cloridrico (HCI)
(FRY, 2009; RAMSAY; CARR, 2011). Todos apresentam importancia fisiologica
no processo digestorio, quer seja por meio da ativacdo de zimogénios
(pepsinogénio) ou eliminacdo de bactérias, assegurando um ambiente
intragastrico estavel (JAIN et al., 2007; SCHUBERT, 2011).

O epitélio do corpo e fundo do estdbmago (mucosa oxintica) contém
quatro tipos de células diferenciadas, células parietais (oxinticas), células
principais (zimogénicas), células da superficie da mucosa e células secretoras
enddcrinas, responsaveis pela producdo de HCI, pepsina, muco, além dos
horménios gastrintestinais, respectivamente (MILLS; SHIVDASANI, 2011;
SCHUBERT, 2011).

A guantidade de HCI secretada pelas células parietais localizadas na
mucosa gastrica oxintica varia entre os periodos de jejum e alimentacao.
Porém, quando ocorre estimulacdo, a concentracdo pode aumentar para 10
mM (pH 2) ou 100 mM (pH 1), e em algumas situacdes, chegar a 140 mM (pH
0,85) (FRY, 2009).

A secrecdo gastrica pode ser dividida em trés fases distintas: a fase
cefélica, regulada parcialmente pelo hipotalamo e mediada pelo nervo vago,
estimulada pela visdo, cheiro e sabor dos alimentos; a fase gastrica,
estimulada pelo contato do alimento com o limen gastrico, assim como pela
distensdo do estbmago, que acarreta a ativacdo de receptores sensoriais do
corpo e antro gastrico, com a ativacao dos reflexos vagais e o consequente
aumento da secrecdo gastrica; e a fase intestinal, em que a presenca de
aminoacidos e peptideos provenientes do quimo, além da distensdo mecanica
sdo os principais fatores de estimulo (FRY, 2009; GOO et al., 2010; RAMSAY;
CARR, 2011).
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A regulacado da secrecédo gastrica se faz necessaria, a fim de evitar uma
producdo &cido-péptica excessiva que possa vir a sobrepujar os mecanismos
de defesa de que a mucosa gastrica dispde, tendo como consequéncia, danos
aos tecidos (SCHUBERT; PEURA, 2008).

O controle da secrecao acida € realizado por meio da interacdo dos
secretagogos ACh, histamina e gastrina com os receptores especificos na
membrana basolateral da célula parietal (SCHUBERT, 2011).

Na estimulacdo neural, a ACh é liberada de fibras pds-ganglionares
parassimpaticas que inervam a mucosa gastrica, e em menor proporcao, de
fiboras do sistema nervoso entérico (SNE); na estimulacdo paracrina, a
histamina € liberada das células semelhantes as enterocromafins (ECL) na
mucosa do estdmago; e na estimulacao enddcrina, a gastrina € liberada a partir
das células G, localizadas na regido do antro (pilorica) e também por células no
duodeno. Dessa forma, h4 uma inter-relacdo entre as diferentes vias, o que
garante a eficiéncia da secrecao acida, bem como sua regulacdo (SCHUBERT;
PEURA, 2008; FRY, 2009; GOO et al., 2010). Outros estimulantes incluem
grelina, glutamato e o peptideo ativador da ciclase de adenilil pituitaria
(PACAP) (SCHUBERT, 2011).

Os secretagogos ACh, histamina e gastrina desempenham suas funcdes
fisiol6gicas, por meio da ativacdo de receptores especificos acoplados as duas
vias de transducédo de sinal mais importantes. No caso da ACh e da gastrina
pela ativacdo da fosfolipase C (PLC) e consequente liberacdo de calcio
intracelular (Ca®") como segundo mensageiro. Enquanto que a histamina
promove aumento dos niveis do segundo mensageiro 3’,5’- monofosfato ciclico
de adenosina (AMP.), pelo estimulo da ciclase de adenill (AC)
(SCARPIGNATO et al., 2006; SCHUBERT, 2011), como pode ser observado
na (Figura 2).
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Figura 2 Principais mediadores da secre¢do acida gastrica (OLBE et al., 2003 com

modificagdes).

A ACh estimula diretamente a secrecdo de acido gastrico ao ativar
receptores muscarinicos do tipo Ms, localizados na membrana basolateral das
células parietais. Esses receptores estdo acoplados a proteina trimérica Ggi1
induzindo a ativacdo de fosfolipase C (PLC), esta por sua vez, promove a
hidrolise de fosfolipidios de membrana, o que culmina com a geracéo de 1,4,5-
trisfosfato de inositol (IP3) e diacilglicerol (DAG). Por conseguinte, o IP3 induz
aumento da concentracdo intracelular de célcio [Ca®'], tal condicdo é fator
determinante para que ocorra a fusdo das vesiculas contendo a bomba de
prétons (H",K'-ATPase) com a membrana apical da célula parietal.
(SCHUBERT; PEURA, 2008; RAMSAY; CARR, 2011; SCHUBERT, 2011).

Por estimulo indireto, a ACh também promove a ativagao de receptores
do tipo M, e My, localizados nas células D, o que acarreta inibicdo da secrecao
de somatostatina, comprometendo dessa forma, a regulacdo deste peptideo

sobre a secrecdo (SCHUBERT; PEURA, 2008; SCHUBERT, 2011). Além
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disso, fibras colinérgicas podem exercer efeitos diretos sobre as células G,
estimulando a liberacdo do peptideo gastrina (JAIN et al., 2007; FRY, 2009).

Durante as refei¢cdes, o principal estimulante da secrecdo &cida € a
gastrina. Este hormoénio é produzido nas células G e em quantidades muito
menores e variaveis, no intestino delgado proximal, coélon e péancreas
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

A gastrina pode estimular a secrecdo acida de forma direta ao agir via
receptores de colecistocinina 2 (CCK-2), localizados na célula parietal, os quais
sdo acoplados a proteina G e induzem aumento da [Ca®"}; via PLC, como foi
descrito anteriormente, o que acarreta fusdo das vesiculas contendo a H* K-
ATPase com a membrana apical (FRIIS-HANSEN, 2006; SCHUBERT; PEURA,
2008). De forma indireta, a gastrina estimula a liberacdo de histamina pelas
células ECL, tendo em vista a presenca dos receptores CCK-2 nestas células,
e esta € considerada a principal forma pela qual este agonista contribui para a
secrecao acida (RAMSAY; CARR, 2011; SCHUBERT, 2011).

A histamina pode estimular as células parietais de modo direto, por meio
da ligacdo aos receptores H, acoplados a proteina Gs, que ao ser ativado,
culmina na estimulagéo da AC e geracédo de AMP. (CHEN et al., 2006; O'NEIL;
LEONARD, 2011; RAMSAY; CARR, 2011). Esse agente também induz a
secrecdo de acido, indiretamente, pela interacdo aos receptores Hs ligados a
inibicdo da somatostatina e, portanto, a estimulacdo da secrec¢do de histamina
e da secrecédo acida géastrica (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Todas as acbes estimulatérias dos secretagogos ACh, histamina e
gastrina resultam na secrecio &cida, via enzima H*,K*-ATPase, formada pela
subunidade a, que contém o sitio catalitico e a subunidade (3, necessaria para
a ligacdo da enzima a membrana apical da célula parietal (SCHUBERT;
PEURA, 2008; SCHUBERT, 2011).

A célula parietal secreta HCI por meio de uma troca eletro-neutra
dependente de ATP, de um ion H" que sai da célula em dire¢do ao limen, por
um fon K" proveniente do limen gastrico. Dessa forma, o gradiente de H*
criado é 10° vezes maior do que no sangue. Quando ha estimulo, as tabulo-
vesiculas contendo a H* ,K*-ATPase se fundem aos canaliculos na membrana
apical, para que haja secrecdo (SCHUBERT, 2011). Existe um nivel basal

constante de secrecdo acida, decorrente da histamina e acetilcolina, que é
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aproximadamente 10% da capacidade total da célula parietal. Devido a grande
necessidade de energia para o funcionamento da bomba de prétons, as células
parietais tem a maior capacidade mitocondrial de todo corpo humano
(RAMSAY; CARR, 2011).

Assim como ha varias formas de estimulo da secrecao acida, a inibicdo
deste processo também pode ser desencadeada por varios fatores. Dentre
eles, pode-se destacar a acdo da somatostatina, da colecistocinina (CCK), do
peptideo natriurético atrial (PNA) e pelas prostaglandinas. O principal agente
com funcao de inibicdo da secrecdo acida gastrica € a somatostatina, liberada
a partir das células D piléricas e oxinticas. Cada um desses agentes age
diretamente na célula parietal bem como, indiretamente, modulando a secre¢éo
nas células neuroendécrinas (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Para que ocorra liberacdo de somatostatina, produzida pelas células D
que se localizam na mucosa do antro e fundo do estdmago, € necesséario que
haja uma diminuicdo do pH, ou seja, que ele se torne mais 4cido. Seus efeitos
na secrecao gastrica sdo mediados por receptores SST,, acoplados a proteina
Gj, capaz de inibir a atividade da AC e reduzir os niveis de AMP.
(SCARPIGNATO et al., 2006).

Em resposta a presenca de lipidios luminais, a CCK é liberada a partir
de células enteroenddcrinas. Este hormdnio gastrintestinal estimula a
somatostatina e, portanto, inibe a secrecdo Aacida. E possivel encontrar
receptores do tipo CCK-1 tanto nos terminais nervosos vagais aferentes,
quanto nas células D gastricas (SCHUBERT, 2007).

O peptideo natriurético atrial (PNA) pertence a uma familia de proteinas
qgque guardam semelhanca estrutural e esta presente em células ECL da
mucosa gastrica, sendo sintetizado pelas células do fundo do estémago,
seguido das células localizadas no antro e em menor propor¢ao, nas células do
corpo gastrico (LI et al., 2006). Em todas as regifes, o PNA estimula a
secrecdo de somatostatina (GOWER et al., 2003), que na regido do estdbmago,
leva a inibicdo de histamina, enquanto que no antro inibe a secrecdo de
gastrina, e, consequentemente, a producéo de acido (SCHUBERT, 2007).

Ao atuarem em seus diferentes subtipos de receptores EP (EP;1, EP»,
EP; e EP,) as prostaglandinas (PGs) também sdo capazes de modular a

secrecdo acida. O subtipo EP3; ao ser ativado na célula parietal desencadeia
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uma cascata de sinalizacdo semelhante a da somatostatina, resultando na
inibicdo da producdo de &cido. Todas as vias convergem e modulam a
atividade luminal da H*,K*-ATPase (AIHARA et al., 2003; SCARPIGNATO et
al., 2006).

1.3.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

A mucosa do estdbmago € permanentemente submetida a condi¢cdes
extremas, pH fortemente acido (= 1), presenca de enzimas proteoliticas ativas
como a pepsina, refluxo de sais biliares, além de agentes irritantes exdgenos,
como o alcool e medicamentos (WALLACE, 2008). Porém, pode manter-se
integra e funcional, devido a mecanismos de defesa que abrangem processos
dindmicos, os quais incluem ac¢des locais e neuro-hormonais (LAINE et al.,
2008; TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

Entre os mecanismos de defesa pode-se destacar os fatores de defesa
pré-epiteliais (muco, bicarbonato, fosfolipidios e acido gastrico), fatores
epiteliais (renovacdo do epitélio celular superficial, fatores de crescimento,
PGE,) e os fatores de defesa sub-epitelial ou endotelial (fluxo sanguineo,
inervacdo sensorial, reconstituicdo do epitélio géastrico, além de fatores
moduladores da barreira gastrica como O6xido nitrico (NO), prostaglandinas
(PGs) e o sistema de defesa antioxidante) (LAINE et al., 2008; ZHU; KAUNITZ,
2008).

1.3.2.1 Defesa pré-epitelial

Constituem a primeira linha de defesa da mucosa, a barreira de muco,
ions bicarbonato e fosfolipidios tensoativos, que se encontram sob constante
renovacao e funciona como uma barreira entre o contetdo do Iimen gastrico e
a mucosa (PHILLIPSON et al., 2008), retém ions bicarbonato (secretado pelas
células epiteliais), contribuindo para manter o pH aproximadamente neutro.
Além disso, a barreira fisica protege o tecido contra os efeitos danosos,
sobretudo o HCl e a pepsina, 0 que evita a digestdo proteolitica do epitélio
(ALLEN; FLEMSTROM, 2005; WALLACE, 2008)
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Devido a sua acao antimicrobiana, o acido cloridrico também contribui
com a primeira linha de defesa da mucosa gastrica, o que evita o crescimento
de bactérias que possam ser ingeridas por meio da agua e dos alimentos
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

O muco fica armazenado em granulos citoplasmaticos, até que haja
exocitose pela regido apical das células epiteliais superficiais, quando
estimuladas por hormoénios gastrintestinais a exemplo da secretina, PGE; e
agentes colinérgicos (MONTROSE et al., 2006). Trata-se de um gel
transparente, viscoso e aderente, o qual contém em torno de 95% de agua e
5% de glicoproteinas (mucinas), pequenas quantidades de lipidios, &cidos
nucleicos e proteinas (REPETTO; LLESUY, 2002; ALLEN; FLEMSTROM,
2005). Reveste toda a mucosa do TGI, e sua protecdo esta diretamente
relacionada a quantidade ou espessura que cobre a superficie da mucosa
(LAINE et al., 2008).

Uma camada de fosfolipidios surfactantes, com fortes propriedades
hidrofébicas, reveste a superficie luminal do muco, o que impede que ocorra
difusdo de acidos ionizaveis, como HCI proveniente do Iimen do estébmago,
contribuindo para manutencédo da integridade da mucosa géastrica (KONTUREK
et al., 2004; TULASSAY; HERSZENYI, 2010; RAMSAY; CARR, 2011). No
entanto, em determinadas situacdes, pode haver diminuicdo da hidrofobicidade
dos fosfolipidios, e promover lesdes teciduais (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

As células superficiais do estbmago e duodeno também secretam ions
bicarbonato (HCO3'), que tem papel fundamental na geracdo do gradiente de
pH entre a superficie epitelial e o limen. Agentes como as PGs, 6xido nitrico,
além de peptideos intestinais sdo considerados mediadores da secrecao do
bicarbonato (MONTROSE et al., 2006).

1.3.2.2 Defesa epitelial

Uma linha de defesa é formada por uma camada continua de células
epiteliais superficiais, que se encontram fortemente unidas por meio de juncdes
tipo GAP (TULASSAY; HERSZENYI, 2010). Por meio de um processo
coordenado de proliferacdo de células progenitoras, o epitélio € continuamente

renovado, em torno de 3 a 7 dias, sem que ocorra perda significativa da
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continuidade (LAINE et al., 2008). Isto faz com que se previna retrodifusédo
acido-péptica, além de secretar muco, bicarbonato, prostaglandinas, proteinas
de choque térmico (HSPs), catelicidinas, p-defensinas e peptideos da familia
do fator trefoil (TFF) (HIARATA et al., 2009; TULASSAY; HERSZENY], 2010).

As catelicidinas e [-defensinas, ambas expressas no epitélio
gastrintestinal sdo peptideos catibnicos que tem a capacidade de impedir a
colonizagédo bacteriana. Adicionalmente, aceleram a cicatrizacdo das lesdes
nos tecidos epiteliais gastricos (YANG et al., 2006; WEHKAMP et al., 2007).

Com relacdo aos TFFs, séo fatores que estéo relacionados ao processo
de proliferacao e re-epitelizacdo da mucosa lesionada, por meio da estimulacéo
celular e inibicdo do processo inflamatério, que ocorre quando genes
relacionados a codificacdo desses fatores séo ativados nas células localizadas
nas margens da lesdo (TARNAWSKI, 2010; HERNANDEZ et al., 2009).

As HSPs sdo proteinas geradas por células epiteliais gastricas em
resposta a situacbes de estresse oxidativo, como a presenca de espécies
reativas de oxigénio (ROS). Outros fatores como pH acido, agentes citotdxicos
e temperatura elevada também desencadeiam sua liberacdo (HIARATA et al.,
2009; MAUCHLEY et al., 2010). Dentre as funcbes destas proteinas, pode-se
destacar a prevencdo da desnaturacdo proteica intracelular, estabilizando
filamentos de actina, inibindo enzimas-chave envolvidas no processo de morte
celular, e dessa forma, impedindo que as células iniciem o processo apoptético
(GARRIDO et al., 2006; LAINE et al., 2008).

1.3.2.3 Defesa sub-epitelial

Em situacdes nas quais ha exposicdo da mucosa gastrica a substancias
irritantes ou quando ocorre o processo de retrodifusdo de ions H*, é gerado um
aumento significativo no fluxo sanguineo, com consequente hiperemia tecidual
(TULASSAY; HERSZENYI, 2010). A relacdo entre o fluxo sanguineo gastrico e
as lesdes € devido ao equilibrio acido-base no tecido, ja que 0 mesmo previne
a acidose tecidual e os danos causados por esse processo. Além disso, € um
componente importante na defesa da mucosa gastrica, por promover aporte de
nutrientes e oxigénio as células (RAMSAY; CARR, 2011).
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Os danos ocasionados por agentes vasoconstritores, tais como
leucotrieno C,4, tromboxano A, e endotelina sado contrabalanceados pelos
potentes vasodilatadores, como oxido nitrico (NO) e prostaciclina (PGl»),
liberados, sobretudo das células endoteliais que revestem os microvasos. Tais
agentes vasodilatadores mantém a viabilidade celular endotelial, impedindo a
agregacdo plaquetaria e aderéncia de leucécitos, o que previne o
comprometimento da microcirculacao (LAINE et al., 2008).

A microcirculacdo da mucosa é fundamental para garantir o suprimento
de oxigénio e de nutrientes as células e eliminar substancias nocivas, o que
contribui para o processo de cicatrizacdo das lesbes e mantém o pH do
microambiente relativamente elevado (WALLACE, 2008; TULASSAY;
HERSZENYI, 2010).

1.3.2.4 Inervacdo sensorial da mucosa gastrica

A mucosa gastrica e os vasos localizados na camada submucosa séo
inervados por neurdnios sensoriais aferentes, que em situacdes de agressao
decorrente da presenca de acido ou outros agentes deletérios, desencadeiam
uma resposta imediata (HOLZER, 2007; OHNO et al., 2008).

Quando esse sistema é ativado, ocorre liberacdo de neurotransmissores
como a substancia P e peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), o
que culmina com o relaxamento do musculo liso que circunda as arteriolas, e
elevacao do fluxo sanguineo que chega a mucosa. O efeito relaxante do CGRP
no masculo liso vascular € mediado pelo 6xido nitrico (agindo na ciclase de
guanilil solavel), mas também hé indicios da participacdo de prostaglandinas
nessa resposta vasodilatadora (EVANGELISTA, 2006; OHNO et al.,, 2008;
TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

1.3.2.5 Reconstituicdo do epitélio gastrico
Os processos de proliferacdo e de migracdo de células epiteliais sao

fundamentais para que haja recuperacdo e manutencdo da arquitetura das

camadas gastricas, caracterizados por serem eventos dinamicos e que
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constituem um processo chave na cicatrizacdo de Ulceras pépticas
(TARNAWSKI, 2010; INEU et al., 2008).

Como exemplo de agentes que estimulam proliferacdo, deslocamento,
contratilidade e diferenciacdo celular pode-se mencionar as citocinas e 0s
fatores de crescimento (fator de crescimento epidérmico (EGF), fator de
crescimento de fibroblastos (FGF), fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF)), dentre outros
(KUMAR et al., 2005; TARNAWSKI, 2010).

1.3.3 Fatores moduladores da barreira gastrica

1.3.3.1 Oxido nitrico (NO)

Um mediador enddgeno, que exerce grande importancia na manutencao
da integridade da mucosa gastrica, compartiihando muitos efeitos biol6gicos
com as prostaglandinas, € o Oxido nitrico. Trata-se de um gas, lipossoluvel e
instavel, que atua como importante fator gastroprotetor (WALLACE, 2008;
MUSUMBA et al., 2009).

Uma enzima denominada sintase de 6xido nitrico (NOS), que catalisa a
reacdo de oxidacdo de um nitrogénio guanidinico da L-arginina para formar
oxido nitrico e L-citrulina, é a responsavel pela producdo desta pequena
molécula, de estrutura simples, mas com fundamental importancia na protecao
da mucosa gastrica.

No organismo humano, existem pelo menos trés isoformas desta
enzima. As constitutivas sdo dependentes da via Ca®‘/calmodulina,
empregando-os como cofatores na reacdo. Dentre elas, tem-se: 1) NOS
neuronal (nNOS), a qual é expressa no sistema nervoso central e periférico e
2) NOS endotelial (eNOS), localizada nas células endoteliais. A terceira
isoforma é a NOS induzivel (INOS), que atua de modo independente de
calcio/calmodulina e produz grandes quantidades de Oxido nitrico. Esta
isoforma € encontrada principalmente nos macrofagos, neutrofilos, além de
células da musculatura vascular e do endotélio (PACHER et al., 2007;
MUSUMBA et al., 2009; NAGESWARARAO et al., 2011).
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Em geral, as isoformas constitutivas (eNOS e nNOS) s&o responsaveis
por baixas quantidades de Oxido nitrico, o qual executa muitas funcgbes
fisiologicas, a exemplo da reparacao e cicatrizacdo da Ulcera, aumento do fluxo
sanguineo da mucosa e angiogénese por meio do estimulo do VEGF. Ja a
isoforma induzivel (iINOS) pode participar da cicatrizacdo da Ulcera por
promover o fluxo sanguineo ou, inversamente, induzir a lesdo da mucosa por
meio do aumento da apoptose, dependendo de fatores como o tipo do tecido, a
quantidade e duracdo da expressdo enzimatica e, provavelmente, do estado
redox dos tecidos (CALATAYUD et al., 2001; MUSUMBA et al., 2009).

A via da enzima ciclase de guanilil solivel (GCs), com a consequente
producdo do monofosfato ciclico de guanosina (GMP.) e ativacdo da proteina
quinase dependente de GMP. (PKG) é um ponto chave, para que o NO
desempenhe suas fung¢des protetoras no estdtmago (MONCADA; HIGGS, 2006;
LANAS, 2008), a exemplo do relaxamento da musculatura lisa gastrintestinal
(PERRINO, 2011), além de acentuar a secrecao de muco, bicarbonato e o fluxo
sanguineo na mucosa gastrica (por causar vasodilatacdo) e por inibir a
secrecdo Aacida gastrica, evitar a ativacdo de neutrofilos e aderéncia ao
endotélio vascular, resultando em citoprotecdo (FERREIRA et al., 2008;
BRZOZOWSKI et al., 2008).

1.3.3.2 Prostaglandinas (PGs)

As prostaglandinas sédo mediadores lipidicos resultantes do metabolismo
do &cido araquidénico, um componente da membrana fosfolipidica das células.
Inicialmente, estes componentes sofrem acdo da enzima fosfolipase A, que os
libera da membrana, tornando-os alvo para as enzimas ciclooxigenases (COX).
Existem trés isoformas da COX (COX-1, COX-2 e COX-3), porém somente a
COX-1 (constitutiva) e COX-2 (induzivel), a partir de eventos enzimaticos levam
a producdo de eicosanoides, como as prostaglandinas (KAM; SO, 2009;
FORNAI et al., 2010).

A manutencdo da integridade da mucosa gastrica, frente a agentes
necrosantes e ulcerogénicos, se encontra intimamente relacionada com a
producdo continua de prostaglandina E2 (PGE,) e prostaciclina (PGly),

mediada pela COX-1 e COX-2, que catalisa a etapa limitante na conversao do
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acido araquidénico em prostaglandina endoperoxido (PGG2) e prostanoides.
Desse modo, PGE; e PGI;, exercem efeitos sobre quase todos os mecanismos
de defesa da mucosa (DEY et al., 2006; STARODUB et al., 2008).

As PGs originadas da COX-1 estdo envolvidas na citoprotecédo gastrica
(regulacado da acidez, fluxo sanguineo e motilidade, além da producéo de muco
e bicarbonato). Enquanto que, aquelas geradas pela COX-2 controlam
processos inflamatorios, regulacdo da aderéncia de leucocitos nos vasos
sanguineos, angiogénese e reparo celular (KONTUREK et al., 2005).

Segundo Wallace (2008), a PGE, tem a capacidade de inibir a liberacéo
de histamina, fator de necrose tumoral a (TNFa), fator de agregacéo
plaquetaria (PAF), interleucina 1 (IL-1) de macréfagos e a liberacdo de
leucotrieno B4 (LTB-4) e interleucina 8 (IL-8) de neutrofilos.

A partir de quatro receptores acoplados a proteina G (EP; a EP4) é que a
PGE, exerce suas diversas fungdes, enquanto que a PGI, atua em receptores
IP, também acoplados a proteina G (DEY et al., 2006). Em se tratando dos
receptores EP, eles utilizam diferentes vias de sinalizacdo: PGE; induz a
producéo de Ca?* intracelular quando ativa receptores EP; (inibindo motilidade
gastrica e estimulando secrecdo de bicarbonato) (TANAKA et al., 2005;
TAKEUCHI et al., 2006); aumenta AMP. ao ativar receptores EP, (inibindo
apoptose e aderéncia neutrofilica e suprimindo a expressao de TNFa) (TAIRA
et al., 2007) e EP,4 (acentua a secrecdo de muco e bicarbonato, acelera o
processo de cicatrizacao, além de inibir apoptose e aderéncia neutrofilica e
suprimir a expressao de TNFa) (LARSEN et al., 2005; HATAZAWA et al., 2007;
TAIRA et al., 2007).

Por fim, quando a PGE; se liga a receptores do tipo EP3, 0s quais sédo
acoplados a proteina G;, promovem a diminuicdo da concentracdo de AMP. na
célula parietal, resultando na inibicdo da secrecdo acida (KATO et al., 2005;
NISHIO et al., 2007). A PGlI, ocasiona reducédo da secre¢do acida e aumenta a
resisténcia aos danos gastricos induzidos por isquemia e reperfusdo, se
ligando ao receptor IP (KOTANI et al., 2006; WALLACE, 2008).

1.3.3.3 Grupamentos sulfidrilicos (SHs)
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Compostos sulfidrilicos sdo formados por grupos quimicos denominados
tidis, os quais apresentam um atomo de enxofre. Podem estar presentes na
barreira de muco gastrico, onde atuam estabilizando sua estrutura, por meio da
formacao de pontes dissulfeto e em inimeras enzimas do sistema antioxidante.
Dessa forma, sd@o classificados em ndo proteicos e proteicos (JORDAO-
JUNIOR et al., 1998).

Dentre estes compostos, destaca-se a glutationa, a qual 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). Existe sob
duas formas, glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSG)
(JOSEFEZAK et al., 2012). A GSH é considerada um excelente nucledfilo,
devido a sua capacidade de doar elétrons a outros compostos, 0 que a torna
um bom redutor (HUBER et al., 2008).

Devido ao fato de que a GSH é encontrada em grandes concentracées
nos organismos aerodbios, foi estabelecida a hipétese de que esta molécula
tenha surgido na evolucdo bioguimica, como um protetor contra espécies
reativas geradas por processos oxidativos, sobretudo na mitocondria (HUBER
et al., 2008).

1.3.3.4 Sistema antioxidante

Quando existe a presenca de um numero impar de elétrons (um ou mais
desemparelhados), posicionados em orbitais mais externos (atdbmicos ou
moleculares), localizados em atomos de hidrogénio, carbono, nitrogénio ou
enxofre, tém-se os radicais livres. Nessa situacdo, € verificada uma elevada
instabilidade eletroquimica (VALKO et al., 2007; HENKEL, 2011).

Do ponto de vista fisiol6gico, a producdo de espécies reativas de
oxigénio (ROS), a exemplo do anion superoxido (O,.-), radical hidroxila (OH') e
peréxido de hidrogénio (H,O,) e de espécies reativas de nitrogénio (RNS),
como o oOxido nitrico (NO) e o radical peroxinitrito (ONOQ"), desempenham
importantes fungdes bioldgicas, como na fagocitose, fenbmeno em que essas
espécies sao produzidas para eliminar o agente agressor. Nesse sentido,
constituem elementos fundamentais do metabolismo humano
(VASCONCELOS et al., 2007; PAN et al., 2008; HENKEL, 2011).
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No entanto, em determinadas situacbes de elevada producdo destas
espécies, por apresentarem alta reatividade quimica, tornam-se responséaveis
por alteracbes celulares graves, o que caracteriza um quadro de estresse
oxidativo. Moléculas e estruturas dentro da célula, como as proteinas, lipidios,
carboidratos e acidos nucleicos, passam a ser alvo, o que resulta no
comprometimento de funcdes bioldgicas, na formacdo de compostos toxicos e
até em morte celular (necrose e apoptose), como consequéncia desse
processo oxidativo (BARREIROS et al., 2006; INEU et al., 2008; SCHNEIDER,;
OLIVEIRA, 2004).

Quando se verifica a grande disponibilidade e susceptibilidade dos
acidos graxos, localizados na membrana celular, € facil compreender os
motivos pelos quais esse componente da célula € um alvo tdo importante da
acdo das espécies reativas. Um biomarcador relevante de lesdo oxidativa
resultante desse processo € o0 malondialdeido (MDA), gerado pela
decomposicdo dos produtos finais da reacédo (ZADAK et al., 2009; SOUZA et
al., 2006).

Além de causar oxidacdo de moléculas biolégicas, ROS sdo capazes de
modular vias de sinalizacéo intracelular ou agir como substancias paracrinas,
por meio da ativacdo de citocinas, angiotensina e fatores de crescimento
(GANGULY et al., 2006; FIALKOW et al., 2007).

Segundo Suzuki et al. (2012), existem evidéncias concretas que
correlacionam o estado de estresse oxidativo com mecanismos que originam
inUmeras afeccbes gastricas, tais como gastrites, Ulceras pépticas e
carcinomas, a exemplo das lesbes na mucosa induzidas pelo etanol, as quais
alteram o metabolismo nas mitocéndrias, o que favorece a producdo em
excesso de radicais livres. Outros agentes etioldgicos envolvidos na
patogénese da Ulcera péptica também promovem aumento nas espécies
reativas, como 0S processos isquémicos, o uso continuo de AINEs (induz
recrutamento de leucécitos e consequente producdo de radicais) e a infecgéo
por H. pylori (aumento de ROS e RNS, mediado por neutrofilos e macrofagos).

A fim de evitar que grandes concentracfes de espécies reativas,
ocasionem danos celulares, o organismo possui um sistema de defesa

antioxidante enzimatico e ndo enziméatico (VALKO et al., 2007).
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Caracterizado como a primeira linha de defesa, o sistema antioxidante
enzimatico é composto pelas enzimas superoxido dismutase (SOD) que
catalisa a dismutacdo do anion radical superoxido (O,7) a peréxido de
hidrogénio (H20,), a catalase (CAT) que atua na decomposicéo de H,0, a O, e
H,O, a glutationa peroxidase (GPy), que age sobre peroxidos em geral, neste
caso, com participacdo da glutationa, além da glutationa redutase (GR), que
catalisa a conversdo da glutationa da forma oxidada (GSSG) para a forma
reduzida (GSH), o que contribui para prevenir danos oxidativos as
macromoléculas na célula (VASCONCELOS et al., 2007; ZABLOCKA;

JANUSZ, 2008; BLAIR, 2010) (Figura 3).
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Figura 3 Representacdo esquematica do sistema antioxidante enzimatico e n&o

enzimatico. Legenda: SOD = superdéxido dismutase; CAT = catalase; GPx = glutationa
peroxidase; GSH = glutationa reduzida; GSSG = glutationa oxidada; GR = glutationa
redutase; NADP" = nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato; NADPH = nicotinamida

adenina dinucleotideo fosfato reduzida (KWIECIEN et al., 2002 com modificagdes).

O sistema antioxidante ndo enzimatico é composto pelos captadores de
radicais livres de baixo peso molecular, com destaque para as substancias que
contém grupos tidis, a exemplo da GSH, principal composto antioxidante

intracelular (Figura 3). Além disso, tém-se ainda os tocoferdgis, vitamina C
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(acido ascorbico), vitamina E, acido urico e [(-caroteno (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2007; VASCONCELOS et al., 2007).

1.4 Terapéutica da Ulcera péptica

De uma forma geral, o tratamento da Ulcera péptica esta centrado no
uso de dois grandes grupos de farmacos, aqueles que modulam a acao de
fatores agressores (por neutralizacdo ou inibicdo da secrecdo acida), e aqueles
que estimulam mecanismos citoprotetores da mucosa gastrica
(UMAMAHESWARI et al., 2007; MEJIA; KRAFT, 2009). Dessa forma, com o
entendimento da patogénese da doenca, foram desenvolvidas varias classes
de medicamentos, os antiacidos, antagonistas dos receptores muscarinicos,
antagonistas dos receptores histaminérgicos H,, inibidores de bomba de
prétons, agentes citoprotetores, além dos farmacos que combatem a infeccéo
por H. pylori (BHATTACHARYA et al., 2007; BANSAL; GOEL, 2012).

Para neutralizar a acidez gastrica foi utilizado durante muito tempo os
antiacidos ou suas associacdes. Porém, por alterar o pH géstrico e urinario, 0s
antidcidos apresentam incompatibilidade com inumeros farmacos, além de
proporcionarem o surgimento de efeitos colaterais como constipacdo ou
diarreia, dependendo do antiacido, sendo utilizados hoje basicamente como um
paliativo dos sintomas (YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006;
SCHUBERT,; PEURA, 2008). Entre os mais utilizados tem-se bicarbonato de
sédio (NaH,COg3), carbonato de célcio (CaCOzg), hidréxido de aluminio (Al(OH)3)
e hidréxido de magnésio (Mg(OH),) ou associa¢des (JAIN et al., 2007).

Na perspectiva de inibir a secrecdo &cida gastrica surgiram oS
anticolinérgicos, a exemplo da pirenzepina e telenzepina (JAIN et al., 2007).
Entretanto, devido a sua eficicia relativamente baixa, uma vez que interagem
com receptores muscarinicos do tipo M; e por apresentarem efeitos colaterais
como taquicardia, secura na boca, cefaleia e confusdo mental, o uso dessa
classe de drogas tornou-se obsoleto (HOOGERWERF; PASRICHA, 2005; JAIN
et al., 2007).

Os antagonistas de receptores H, como cimetidina, ranitidina,
famotidina, nizatidina e roxatidina surgiram com o intuito de inibir a interacéo da

histamina com o seu receptor H,, reduzindo o volume, a concentracdo de ions
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H* do suco gastrico e inibindo efeitos cronotropicos, inotropicos e
vasodilatadores da histamina. Os antagonistas do receptor H, sdo seletivos e
tem poucos efeitos sobre o receptor Hj. Inibem também a secrecdo acida
promovida pela gastrina, agonistas muscarinicos, alimentos, distensdo fundica,
além da secrecdo acida basal e noturna (JAIN et al., 2007; MAHDY;
WEBSTER, 2011). Apresentam entre os efeitos colaterais: diarreia, cefaleia,
tontura, fadiga, dor muscular, constipagédo e ainda ginecomastia em homens e
galactorreia  em mulheres (HOOGERWERF; PASRICHA, 2005; PARIKH;
HOWDEN, 2010).

Embora os antagonistas de receptor H, sejam eficazes para reduzir a
secrecdo de &cido, com um tratamento que conduz a cura em 80-90% das
Ulceras pépticas, eles ndo blogueiam completamente a gastrina e a
estimulacdo vagal ainda pode induzir a secrecdo de acido pela célula parietal
(STEWART; ACKROYD, 2011).

Com o avanco dos estudos surgiram 0s agentes antissecretores da
classe benzimidazol sulfoxido, responsaveis pela inibicdo do bombeamento de
prétons pela H*, K'-ATPase, como forma de controlar o pH gastrico (JAIN et
al., 2007). Os inibidores de bomba (omeprazol, lansoprazol, rabeprazol,
pantoprazol e esomeprazol) funcionam como pré-farmacos e séo ativados em
meio &cido, resultando na formacdo de uma sulfenamida ou &cido sulfénico
(AIHARA et al., 2003; HOOGERWERF; PARSRICHA, 2005; NIETO, 2012).
Reduz as secrecdes de acido gastrico basal e estimuladas por alimentos. O
farmaco é uma base fraca e se acumula no ambiente acido dos canaliculos da
célula parietal estimulada. A forma ativa reage de modo covalente (irreversivel)
com o grupo sulfidril de cisteina no dominio extracelular da H*, K*-ATPase,
inibindo sua acdo, o que leva a uma cicatrizacdo mais rapida da Ulcera
comparado aqueles que utilizam somente antagonistas H, (HOOGERWEREF;
PARSRICHA, 2005; STEWART; ACKROYD, 2011). O uso prolongado pode
resultar em hipergastrinemia, hipersecrecdo &cida rebote, nduseas, diarreia,
tontura e mé absorc¢éo (JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Em situacbes em que a doenca ulcerativa encontra-se associada a
infeccdo por H. pylori, a terapéutica a ser utilizada se constitui em uma
combinac&o de antagonistas do receptor H, (ranitidina) ou inibidores da H*, K*-

ATPase (omeprazol) a antimicrobianos (claritromicina e amoxicilina ou
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metronidazol) (FUCCIO et al.,, 2007; SUNG et al., 2009; MAJUMDAR et al.,
2010).

Nos Ultimos anos passou-se a ter uma preocupag¢do ndo s6é com o
controle da secrecdo acida e remocdo de agentes lesivos (AINEs e H. pylori)
(SCHUBERT; PEURA, 2008), mas também, com agentes que possam
aumentar os fatores protetores da mucosa como citoprotetores (LAINE et al.,
2008) e entre os representantes dessa classe encontram-se o sucralfato, sais
de bismuto, misoprostol (anadlogo da PGE, de uso hospitalar) e a
carbenoxolona (ferramenta farmacolégica) (MOSSNER; CACA, 2005;
ALTMAN, 2005; JAIN et al., 2007).

O sucralfato (complexo de hidroxido de aluminio e sacarose sulfatada),
cuja forma residual, apos a liberacdo do metal, € capaz de formar géis
complexos com o muco, diminuindo sua degradacao, limitando a retrodifusédo
de ions H*, além de inibir a acdo da pepsina e estimular a secre¢édo de muco,
HCOj3; e prostaglandinas. O misoprostol atua inibindo a secrecdo de &acido,
aumentando o fluxo sanguineo e a secre¢do de muco e de bicarbonato, mas
ocasiona diarreias, colicas abdominais e abortos) (BRUNTON, 2001;
MOSSNER; CACA, 2005; ALTMAN, 2005; JAIN et al., 2007). A carbenoxolona
esta relacionada com a possivel habilidade da mesma em alterar a composicéo
e quantidade de mucina (HOOGERWERF; PASRICHA, 2005), além de
aumentar a producédo, secrec¢ao e viscosidade do muco (ALTMAN, 2005).

Diante das consideracdes, se faz necessario buscar na pesquisa novos
alvos terapéuticos, a exemplo das plantas medicinais, a fim de se garantir
produtos seguros, de alta eficacia, poucos efeitos colaterais e auséncia de

recidiva.

1.5 Plantas como alternativa terapéutica

Nos ultimos anos houve um aumento do interesse a respeito dos
organismos vegetais como novas fontes terapéuticas, o que estimulou
inclusive, o setor industrial farmacéutico (BRAZ-FILHO, 2010). A forte
correlacdo dos produtos naturais com a funcionalidade biologica, juntamente
com sua ampla diversidade quimica é a justificativa para impulsionar os

esforgos atuais na descoberta de novos farmacos, a partir destes produtos, em
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especial, nas plantas medicinais (GANESAN, 2008). Estas caracteristicas 0s
distinguem de moléculas sintetizadas pelo homem e enfatizam seu papel como
fonte complementar e relevante na pesquisa farmacéutica (ROSEN et al., 2009
apud SCHMITT et al., 2011).

Com relacdo ao Brasil, quando se considera a grande diversidade da
flora nacional, existem poucas espécies com atividade bioldgica comprovada
cientificamente, sendo utilizadas principalmente pela populacéo local de forma
empirica, o que significa um potencial terapéutico ainda a ser descoberto
(EDRIS, 2007 apud RABELO et al., 2013). Dispde-se, portanto, de um grande
acervo natural de vegetais nos ambientes aquaticos e terrestres; um potencial
quimico adormecido, de pujanca inteiramente desproporcional ao esforco
relativamente pequeno, das pesquisas desenvolvidas para seu conhecimento e
utilizacdo (BRAZ-FILHO, 2010).

Muitas drogas sintéticas usadas no tratamento atual da Ulcera péptica
estdo relacionadas a possibilidade de interacdes medicamentosas, efeitos
adversos e aumento dos casos de reincidéncia da doenca (BANSAL; GOEL,
2012).

Nosso grupo de pesquisa tem estudado nos ultimos anos, inUmeras
espécies vegetais frente a atividade gastroprotetora, cicatrizante e
antiulcerogénica a exemplo de Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA, 2004),
Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus rigida (SANTOS, 2008), Maytenus
obtusifolia (MOTA, 2009), Praxelis clematidea (FALCAO, 2011), Combretum
duarteanum (LIMA, 2011), Xylopia langsdorffiana (MONTENEGRO, 2011) e
Hyptis suaveolens (JESUS, 2012).

Dessa forma, a busca por um medicamento antiulcerogénico ideal ainda
persiste, e tem sido estendida as plantas medicinais, devido a fatores como
facilidade de acesso, melhores resultados que as drogas convencionais, custo
reduzido e menores efeitos adversos (BANSAL; GOEL, 2012).

A literatura cientifica tem relacionado os efeitos gastroprotetores e
antiulcerogénicos mediados por produtos vegetais, principalmente a
mecanismos antissecretorios de HCl (LAKSHMI et al., 2010); citoprotetores,
estimulando muco e prostaglandinas (LUIZ-FERREIRA et al., 2011); anti-
inflamato6rios (ESCOBEDO-HINOJOSA et al., 2012), antioxidantes, tais como

elevacdo nos niveis de compostos sulfidrila, varredura de radicais livres,
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diminuicdo da peroxidacédo lipidica (FARIA et al., 2012) e atividade anti-
Helicobacter pylori (ESCOBEDO-HINOJOSA et al., 2012), dentre outros.

1.5.1 Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek (Celastraceae)

As espécies da familia Celastraceae sdo amplamente encontradas em
regides tropicais e subtropicais, incluindo o norte da Africa, América do Sul e
algumas partes do leste da Asia, particularmente na China. Esta familia se
constitui de aproximadamente 88 géneros e 1300 espécies, as quais crescem
como pequenas arvores e possuem cascas e folhas resinosas. S&o utilizadas
desde a antiguidade devido a seus extratos apresentarem diversas
propriedades medicinais (SPIVEY et al., 2002).

O género Maytenus € o maior da familia Celastraceae e esta inserido na
subfamilia Celastroideae. Sao reconhecidas cerca de 80 espécies distribuidas
por todo territério brasileiro (CARVALHO-OKANO; LEITAO FILHO, 2005).
Espécies de Maytenus sdo encontradas em diferentes formacdes vegetais,
como a Mata Atlantica (M. distichophylla Mart. ex Reissek, M. macrophylla
Mart.), Mata de Altitude (M. erythroxylon Reiss.) e Campos Rupestres (M.
opaca Reiss.). Entretanto foi registrado um nUmero maior de espécies em
ambientes com vegetacao de Caatinga (M. truncata Reiss., M. imbricata Mart.
ex Reiss., M. ilicifolia Mart. ex Reiss., M. catingarum Reiss., M. impressa
Reiss., M. obtusifolia Mart.), distribuidas predominantemente entre a Bahia e o
Ceara. Tradicionalmente utilizadas pelos indigenas em infus@es, as folhas, de
diversas espécies de Maytenus existentes no Brasil, sdo utilizadas no
tratamento de afeccbes gastricas (hiperacidez, Ulceras gastricas, duodenais e
gastrite cronica) (ROCHA et al., 2004; BAGGIO et al., 2007).

Quimicamente, o género Maytenus, é caracterizado pela presenca de
metabdlitos secundarios como flavonoides, triterpenos, sesquiterpenos,
alcaloides e taninos condensados (JOFFILY; VIEIRA, 2005). Entre os
metabdlitos secundarios isolados de espécies deste género, tem-se o0s
triterpenoides obtidos de M. ilicifolia (QUEIROGA et al., 2000; OHSAKI et al.,
2004), alcaloides sesquiterpeno piridino de M. aquifolium (CORSINO et al.,
1998), acido maitenoico obtido de M. senegalensis (SOSA et al., 2007), além

de flavonoides das duas primeiras espécies citadas.
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A espécie Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek é conhecida
popularmente como “casca amarela” ou “pau-colher’. Da fase acetato de etila
(FaAcOEt-Md) foi isolado um novo triterpeno da classe friedelano, o composto
6,12-dihidroxi-friedelan-1-en-3,16,21-triona, denominado “Maytensifolona”,
além de outros dois triterpenos da mesma classe, isolados da fase
cloroférmica, 12-hidroxi-friedelan-3-ona e 29-hidroxi-friedelan-3-ona (DUARTE
et al., 2012). Nao ha estudos farmacolégicos descritos na literatura cientifica
com esta espécie vegetal, e avaliacGes fitoquimicas mais aprofundadas estédo

sendo realizadas pelo grupo do Prof. Dr. Josean Fechine Tavares.

1.5.2 Consideracdes sobre os triterpenos

Os terpenos sdo metabdlitos secundarios que  derivam
biossinteticamente de unidades isoprénicas (CsHg) e compreendem uma das
principais classes de produtos naturais com acentuada relevancia em
processos fisioldgicos e patoldgicos. Sua classificacdo se da de acordo com a
qguantidade de unidades de isopreno presentes em sua estrutura, podendo ser
monoterpenos (CsHsg),, sesquiterpenos (CsHg)s, diterpenos (CsHg)a, triterpenos
(CsHg)s e tetraterpenos (CsHsg)s (DEWICK, 2002; BREITMAIER, 2006).

Os triterpenos pertencem a um amplo grupo de compostos
frequentemente isolados de fontes vegetais. As vias biossintéticas de muitos
esqueletos moleculares sdo conhecidas e a gama de atividades bioldgicas
descritas os tornam atrativos, como novas drogas em potencial (ALVARENGA;
FERRO, 2005).

Estudos tem demonstrado atividade gastroprotetora de indmeros
triterpenos, a exemplo do &acido acetil aleuritdlico, isolado de Jatropha isabelli, o
qual foi eficaz em reduzir Ulceras induzidas por etanol acidificado em
camundongos (PERTINO et al.,, 2007) e do &cido 3a-hidroximasticadienoico
isolado de Amphipterygium adstringens, que protegeu a mucosa gastrica dos
danos induzidos pelo etanol, com possivel participacdo de grupamentos
sulfidrilicos (ARRIETA et al.,, 2003). Sanchez et al. (2006) avaliou sete
triterpenos, e verificou que todos apresentaram atividade gastroprotetora.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a atividade gastroprotetora do extrato metanodlico bruto
(EMeOH-Md) e da fase acetato de etila (FAAcOEt-Md) obtidos das folhas de
Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek, em modelos animais que mimetizam

a Ulcera gastrica no homem.

2.2 Especificos

v Avaliar a toxicidade pré-clinica aguda do EMeOH-Md;

v Avaliar o efeito gastroprotetor do EMeOH-Md frente ao agente lesivo
HCl/etanol;

v Avaliar o efeito do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md em modelos classicos
de inducdo aguda de ulceras (etanol, estresse, AINEs e contensdo do
suco gastrico);

v Investigar o efeito das amostras vegetais sobre os parametros
bioquimicos da secrecédo gastrica (pH, concentragéo de ions H*, volume
do conteudo gastrico);

v Elucidar mecanismos de acdo envolvidos na atividade gastroprotetora

de Maytenus distichophylla.



Material ¢ Métodos



53

3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL

3.1.1 Material botanico

O material vegetal utilizado nos experimentos de toxicidade aguda e
investigacdo da atividade gastroprotetora em animais foi obtido das folhas de
Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek, coletadas no Pico do Jabre (serra de
Teixeira) municipio de Maturéia, estado da Paraiba, em setembro de 2010. A
espécie foi identificada pela Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata
encontra-se depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB,
sob codigo de identificacdo M. F. Agra et al., 5137.

O extrato etandlico bruto (EMeOH) e a fase acetato de etila (FaACOEt)
obtidos das folhas de M. distichophylla (Figura 4) foram obtidos da parceria
com a equipe do Prof. Dr. Josean Fechine Tavares, integrante do Programa de

Pos-Graduacao em Produtos Naturais e Sintéticos Bioativos/CCS/UFPB.

Figura 4 Partes aéreas de Maytenus distichophylla. (Foto: Alex Popovkin/2008)
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3.1.2 Local da pesquisa

Este trabalho foi desenvolvido no Laboratério de Farmacologia do Trato
Gastrintestinal localizado no Centro de Biotecnologia (CBiotec), da

Universidade Federal da Paraiba, no periodo de outubro/2011 a janeiro/2013.

3.1.3 Procedimentos fitoquimicos: obtencdo do extrato metandlico
(EMeOH-Md) e fase acetato de etila (FaAcOEt-Md)

O material vegetal seco e pulverizado das folhas de Maytenus
distichophylla (4000 g) foi submetido a maceracdo exaustiva com metanol,
resultando numa solucdo metandlica, a qual foi filtrada e concentrada em
rotaevaporador, obtendo-se o EMeOH-Md.

Parte do extrato metandlico bruto (100 g) foi ressuspenso em solugao
metanol/dgua (7:3) e submetido a sucessivas particdes liquido-liquido,
utilizando solventes de polaridades crescentes (hexano, diclorometano e
acetato de etila), para obtencéo das fases hexanica, diclorometanica e acetato

de etila, respectivamente, conforme representado na (Figura 5).
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Folhas de Maytenus distichophylla (secas e pulverizadas) (4 kg)

Maceragdo exaustiva com metanol (MeOH)

Concentragcdo em rotavapor a presséao reduzida

Extrato Metandlico Bruto (EMeOH) de Maytenus distichophylla (600 g)

Particido com 100 g extrato

Dissolugdo em MeOH:H, 0 (3:7 v/V) Hexano

Fase Hexanica Solugao Hidroalcodlica 1

Diclorometano

Fase Diclorometanica Solugao Hidroalcodlica 2

Acetato de Etila

Fase Acetato de Etila (5%) 5 g Solucao Hidroalcodlica 3

Figura 5 Marcha fitoquimica para obtencdo do EMeOH e FaAcOEt das folhas de
Maytenus distichophylla.

3.1.4 Animais

Para realizacdo deste trabalho foram utilizados camundongos (Mus
musculus) albinos machos e fémeas, linhagem Swiss, pesando entre 25-35 g
(Figura 6A) ou ratos (Rattus norvegicus) albinos, linhagem Wistar, pesando
entre 180-250 g (Figura 6B), provenientes do biotério Prof. Thomas George
localizado no CBiotec/UFPB. Os animais foram aclimatados as condi¢cdes do
biotério local, por cerca de sete dias antes dos experimentos, mantidos sob
temperatura de 21 + 1 °C, ciclos claro-escuro de 12 horas, alimentados com
racdo Purina® tipo pellets e 4gua ad libitum.

Os animais (n = 5-8) foram distribuidos em grupos controle negativo
(solucéo salina 0,9%), controle positivo (droga de referéncia ou ferramenta
farmacoldgica) e amostra vegetal (EMeOH-Md ou FaAcOEt-Md), os quais

foram submetidos a um jejum de 12-24 horas, que variou de acordo com
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estabelecido nas metodologias empregadas, e neste caso, foram mantidos em
gaiolas especiais, contendo fundo falso (tela) para evitar a coprofagia, com livre
acesso a agua até 1 hora antes dos testes.

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

Os protocolos experimentais realizados neste trabalho foram submetidos

e aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA/UFPB) sob o
registro n° 0508/11 (ANEXO 1).

Figura 6 Animais utilizados nos modelos experimentais: camundongo Swiss (Mus
musculus) (A) e rato Wistar (Rattus norvegicus) (B). (Foto: arquivo do Laboratério de
Farmacologia do TGI).

3.1.5 Drogas utilizadas

Carbenoxolona (SIGMA Chemical Co, U.S.A), cimetidina (SIGMA
Chemical Co, U.S.A), piroxicam 20 mg (HEXAL, Brasil), N-etilmaleimida
(SIGMA Chemical Co, U.S.A), N-nitro-L-arginina-metil-éster (SIGMA Chemical
Co, U.S.A), cloreto de sddio P.A. (QUIMEX-MERCK, Brasil), hidréxido de sodio
(QUIMEX-MERCK, Brasil), fenolftaleina (RIEDEL-DE HAEN, Germany), etanol
(MERCK, Germany), alcian blue (SIGMA Chemical Co, U.S.A), &cido cloridrico
(MERCK, Germany), cloridrato de quetamina 5% (VETANARCOL), cloridrato
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de xilazina 2% (DORCIPEC), cloreto de magnésio (MERCK) e sacarose
(SIGMA Chemical Co, U. S. A).

O EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md foram solubilizados em solucéo salina
0,9%, assim como as substancias utilizadas como controle positivo,
carbenoxolona e cimetidina, aléem dos inibidores da enzima sintase de oOxido
nitrico e dos grupamentos sulfidrilicos, N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME)
e N-etilmaleimida (NEM), respectivamente.

3.2 METODOS

Os métodos utilizados neste estudo foram realizados conforme o

fluxograma experimental apresentado na Figura 7.

ENSAIO TOXICOLOGICO PRE-CLINICO AGUDO DE

Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek

AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA EM MODELOS AGUDOS DE
ULCERA

Ulceras géstricas induzidas por etanol acidificado (triagem farmacolégica)

Ulceras gastricas induzidas por etanol - estresse - AINE e contens&o do suco
gastrico

AVALIACAO DOS MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE
GASTROPROTETORA DE Maytenus distichophylla

A 4 \ 4

ATIVIDADE ANTISSECRETORIA ATIVIDADE CITOPROTETORA
1- Parametros bioquimicos do 1- Compostos sulfidrila
suco gastrico - ligadura do ,
piloro 2- Oxido nitrico

3- Muco

4- Prostaglandinas

Figura 7 Fluxograma experimental
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3.2.1 Ensaio toxicoldgico pré-clinico agudo de Maytenus distichophylla

Mart. ex Reissek

O EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md foram submetidos ao ensaio toxicolégico
no intuito de avaliar as alteracbes comportamentais sobre 0 SNC e SNA,
presenca ou ndo de morte, conforme modelo descrito por Almeida et al. (1999)
(ANEXO 2), evolucéo ponderal, consumo de 4gua e racéo, alteracdes e indice
dos orgaos alvo. Nesta perspectiva foram utilizados camundongos albinos
machos e fémeas da linhagem Swiss pesando entre 25-35 g. Os animais foram
divididos em 4 grupos, 2 grupos de animais machos e 2 grupos de animais
fémeas e posteriormente, submetidos a um jejum de 12 horas. Cada grupo
recebeu o veiculo solucéo salina 0,9% (10 mL/kg) que foi considerado controle
negativo ou EMeOH-Md na dose de 2000 mg/kg, por via oral (gavagem).

ApOGs a administracdo, os animais foram observados nos primeiros 30
minutos, 1, 2, 3 e 4 horas, e uma vez ao dia, até completar 72 horas (conforme
preconizado pela RE 90/2004 da ANVISA) e comparados ao controle negativo.
Além disso, foi verificada a ocorréncia ou ndo de mortes ao longo dos 14 dias
de observagéo.

Ao final desse periodo, os animais foram eutanasiados, seus Orgaos
(figado, coracéo, baco, rins e pulméao) foram removidos, pesados e examinados

macroscopicamente.

3.2.2 Avaliacdo da atividade gastroprotetora de Maytenus distichophylla

Mart. ex Reissek

Para avaliar se o EMeOH obtido de M. distichophylla apresentava
atividade gastroprotetora, inicialmente foi realizada uma triagem farmacolégica
com diferentes doses usando o modelo de indu¢cdo aguda de Ulcera tendo
como agente lesivo etanol acidificado.

Na avaliacdo da atividade antiulcerogénica do EMeOH-Md e FaAcOEt-
Md foram utilizados modelos experimentais de inducdo aguda de Ulceras
gastricas (etanol absoluto, estresse por imobilizacéo e frio, AINE (piroxicam) e
contensdo de suco gastrico por ligadura do piloro), os quais garantem

reprodutibilidade e mimetizam as causas da Ulcera gastrica no homem.
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Para corroborar aos resultados obtidos nesses estudos, bem como
inferir sobre a atividade antissecretoria, foi realizada a avaliacdo dos
pardmetros bioquimicos do suco gastrico (volume do suco gastrico, pH e
concentracgéo de ions H") utilizando o modelo de ligadura de piloro.

Uma vez constatado o efeito gastroprotetor do EMeOH-Md e da
FaAcOEt-Md, partiu-se para a elucidacdo dos mecanismos de acao envolvidos
nessa atividade farmacoldgica, avaliando a participacdo dos grupamentos
sulfidrilicos, 6xido nitrico, muco e prostaglandinas.

Os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical e o estbmago
aberto ao longo da grande curvatura, as lesdes ulcerativas foram quantificadas
macroscopicamente por meio da utilizacdo de uma lupa OLYMPUS Optical TL3
— SZ40 e expressas como indice de lesdo ulcerativa (ILU) (Figura 8), conforme
0 numero e a severidade de lesdes (SZELENYI; THIEMER, 1978):

Nivel 1. pontos hemorragicos e ulceracbes até 1mm;
Nivel 2: ulceracdes com 2 mm;

Nivel 3: ulceracdes profundas a partir de 3 mm.

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

Para quantificacdo da éarea de lesdo ulcerativa, nos modelos que
avaliaram a participagdo dos grupamentos sulfidrilicos, O6xido nitrico e
prostaglandina na gastroprotecdo mediada pelas amostras vegetais de M.

distichophylla, foi utilizado o programa AVSoft Bioview Spectra 4.0°
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Figura 8 Lupa OLYMPUS Optical TL3 - SZ40 (A) e estdbmago de rato ulcerado com
etanol absoluto (B) para determinacdo do ILU (Foto: arquivo do Laboratério de

Farmacologia do TGI).

3.2.2.1 Modelos de inducado aguda de Ulcera gastrica

3.2.2.1.1 Ulceras gastricas induzidas por etanol acidificado (triagem

farmacologica)

A triagem farmacoldgica visando a atividade gastroprotetora do EMeOH-
Md foi realizada pelo modelo de inducdo de Ulcera aguda utilizando como
agente lesivo o etanol acidificado, segundo modelo proposto por Mizui;
Doteuchi (1983) com modificacoes.

Os camundongos machos (n=6-7) foram submetidos a um jejum de 24
horas, com livre acesso a agua até uma hora antes do experimento, divididos
em grupos, em seguida pré-tratados oralmente com carbenoxolona 100 mg/kg,
um agente indutor da producdo de muco e bicarbonato (controle positivo),
solucdo salina 0,9% - 10 mL/kg (controle negativo) e EMeOH-Md nas doses
62,5, 125, 250 e 500 mg/kg. Apos 50 min foi administrada solugdo do agente
lesivo 0,3 M HCl/etanol 60% - 0,2 mL, por via oral e uma hora apds, 0s

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

3.2.2.1.2 Ulceras gastricas induzidas por etanol

De acordo com o modelo de Morimoto et al. (1991) com modificacdes,
os ratos (n=5-7) foram submetidos a um jejum inicial de 24 horas,
posteriormente, pré-tratados por via oral com carbenoxolona 100 mg/Kg
(controle positivo), solucdo salina 0,9% - 10 mL/kg (controle negativo) e
EMeOH-Md ou FaAcOEt-Md (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg). Apdés 1 hora, foi
administrado 4mL/kg de etanol absoluto (agente lesivo) aos animais por via
oral. Decorrida 1 hora dessa administracdo, os ratos foram eutanasiados por
deslocamento cervical, os estbmagos retirados e abertos para determinacao do
ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.3 Ulceras gastricas induzidas por estresse (imobilizac&o e frio)

Para avaliacdo da gastroprotecdo frente as Ulceras induzidas por
estresse por imobilizacdo e frio, os camundongos (n=5-7) submetidos a um
jejum de 24 horas, foram pré-tratados, por via oral, com cimetidina 100 mg/Kg
(controle positivo), solugéo salina 0,9% (controle negativo) e EMeOH-Md ou
FaAcOEt-Md (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg). Trinta minutos apdés a
administragao dos diferentes tratamentos, os animais foram imobilizados pelas
patas dianteiras e traseiras, colocados em contensores de policloreto de vinila
(PVC) (9 cm de comprimento x 3,5 cm de didametro) e submetidos a uma
temperatura de 4 £ 1 °C por um periodo de 3 horas, para inducdo das Ulceras
géastricas, conforme modelo preconizado por Levine et al. (1971) com
modificagdes. Decorrido esse tempo, os animais foram eutanasiados por
deslocamento cervical, os estdbmagos retirados e abertos para determinacéo do
ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.4 Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatério n&o-esteroidal

(piroxicam)
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Para realizacédo deste protocolo experimental, a partir da metodologia de
Puscas et al. (1997) com modificagdes, camundongos (n=5-7) foram
submetidos a um jejum de 24 horas, posteriormente pré-tratados, por via oral,
com cimetidina 100 mg/kg, antagonista dos receptores H, (controle positivo),
solugéo salina 0,9% - 10 mL/kg (controle negativo) e EMeOH-Md ou FaAcOEt-
Md (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg). Decorridos 30 min do pré-tratamento, 0s
animais receberam piroxicam 30 mg/kg (agente lesivo) por via subcuténea
(s.c.) e 4 horas ap0s essa administracdo, os camundongos foram
eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos para determinacdo do ILU
(SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.5 Ulceras gastricas induzidas por contens&o do suco gastrico

Conforme metodologia preconizada por Shay et al. (1945) com
modificagdes, apos jejum de 24 horas, os ratos (n=6-7) foram anestesiados
com cloridrato de quetamina 5% (anestésico) e cloridrato de xilazina 2%
(relaxante muscular) e submetidos a uma inciséo longitudinal abaixo da apofise
xifoide para ligadura (amarracdo) do piloro. Em seguida foi realizada a
administracdo intraduodenal (i.d.) das substancias: cimetidina 100 mg/kg
(controle positivo), solucdo salina 0,9% - 10 mL/kg (controle negativo) e com a
melhor dose do EMeOH-Md ou da FaAcOEt-Md. Logo apos esse procedimento
cirargico, as incisbes dos animais foram suturadas e decorridas quatro horas
apos a ligadura, os ratos foram eutanasiados, os estdbmagos retirados e abertos
para determinacdo do ILU (SZELENYI; THIEMER, 1978).

3.2.2.1.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico apos
ligadura do piloro (i.d.)

ApoOs a ligadura descrita acima, os ratos foram eutanasiados por
deslocamento cervical, as incisfes reabertas e os estdbmagos retirados para
coleta do conteudo gastrico com a finalidade de se determinar os parametros
bioquimicos do suco gastrico: volume, pH e concentracdo de ions hidrogénio
na secrecéo gastrica, de acordo com o estabelecido por Shay et al. (1945) com

modificagdes.
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O conteudo do estébmago foi pesado e, em seguida, calculado o volume
do suco gastrico expresso em g/4h. O pH foi verificado com o auxilio de um
pHmetro digital PG 2000 (GEHAKA, Brasil) ap0s centrifugacdo do contetdo
estomacal juntamente com 10 mL de agua destilada a 3000 rpm por 10 minutos
e expresso em unidades. Em seguida, foram retirados 10 mL do sobrenadante
e distribuidos em aliquotas de 5 mL em 2 erlenmeyer para que fosse
prosseguida a titulagdo do suco gastrico e determinada a concentragdo de H*
expressa em mEg/mL/4h. A titulacdo foi realizada utilizando-se hidroxido de
sédio (NaOH) 0,01N e fenolftaleina, uma solucdo indicadora, com auxilio de

uma bureta.

3.2.3 Avaliagdo dos mecanismos de acao envolvidos na atividade

gastroprotetora de Maytenus distichophylla

3.2.3.1 Avaliacéo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos (SHs) na

gastroprotecao

Segundo metodologia de Matsuda et al. (1999) ratos Wistar machos
(n=5-7) foram colocados em jejum por 24 horas e distribuidos em oito grupos.
Conforme o pré-tratamento, 4 grupos receberam previamente solucdo salina
0,9% - 10 mL/kg (i.p.) e os outros 4 grupos receberam previamente N-
etiimaleimida (NEM) 10 mg/kg (i.p.), um blogqueador dos grupamentos
sulfidrilicos. Apés 30 minutos do pré-tratamento, os animais foram tratados
(v.0.) com solucéo salina 0,9% - 10 mL/kg (controle negativo), carbenoxolona
100 mg/kg (controle positivo) e a melhor dose do EMeOH-Md e da FaAcOEt-
Md. Ap6s 1 hora do tratamento, os ratos receberam (v.0.) etanol absoluto - 4
mL/kg (agente lesivo). Decorridos mais 60 min, os animais foram eutanasiados,
0s estdbmagos retirados, abertos e fotografados. A area da lesdo gastrica foi

determinada utilizando o programa AVSoft Bioview Spectra 4.0°
3.2.3.2 Avaliacéo da participacéao do oxido nitrico (NO) na gastroprotecéo

De acordo com o modelo descrito por Sikiric et al. (1997), apds jejum de

24 horas, ratos Wistar machos (n=5-7) foram divididos em 8 grupos conforme o
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pré-tratamento: 4 grupos receberam solucao salina 0,9% - 10 mL/kg (i.p.) e 4
grupos receberam N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME) 70 mg/kg (i.p.), um
agente blogqueador da enzima sintase de 6xido nitrico. Apos 30 minutos do pré-
tratamento, os animais foram tratados (v.0.) com solucdo salina 0,9% - 10
mL/kg (controle negativo), carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo), e com
a melhor dose do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md. Apds 1 hora do tratamento,
0s ratos receberam (v.0.) etanol absoluto - 4 mL/kg (agente lesivo). Decorridos
mais 60 min, os animais foram eutanasiados, 0s estdmagos retirados, abertos
e fotografados. A area da leséo gastrica foi determinada utilizando o programa
AVSoft Bioview Spectra 4.0®

3.2.3.3 Determinacéo da concentracdo de muco aderido a parede gastrica

A avaliacdo da participacdo de muco aderido a parede gastrica foi
realizada segundo a metodologia proposta por Raffatullah et al. (1990) com
modificacdes. Apos o jejum de 24 horas, os ratos (n=7-8) foram distribuidos em
grupos e posteriormente tratados (v.0.) com solucdo salina 0,9% - 10 mL/kg
(controle negativo), carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), melhor dose
do EMeOH e da FaAcOEt obtidos das folhas de M. distichophylla. Ap6s 1 hora
de cada administracdo, os animais, previamente anestesiados com cloridrato
de quetamina 5% e de xilazina 2%, submetidos a um procedimento cirargico
abaixo da apdfise xifoide para que fosse realizada a ligadura do piloro.
Transcorrido 4 horas de cada ligadura, os animais foram eutanasiados, o
esbfago foi pincado para que ndo ocorressem perdas de contetddo estomacal, o
estbmago retirado e lavado em agua gelada e aberto ao longo da grande
curvatura. A porcao glandular do estbmago foi separada, pesada e imersa, por
duas horas, em 10 mL de solucéo de alcian blue. O excesso de alcian blue foi
removido por lavagem do estbmago por duas vezes consecutivas, com 7 mL de
solugéo sacarose 0,25 mol/L; sendo a primeira por 15 minutos e a segunda por
45 minutos. O corante, complexado ao muco aderido a parede estomacal, foi
extraido com 10 mL de cloreto de magnésio 0,5 mol/lL, agitando-se
intermitentemente por um minuto, a cada 30 min, durante 2 horas.

Desse material, foi retirada uma aliquota de 4 mL e adicionada a 4 mL

de éter etilico e esta foi agitada por 2 min. A emulsao obtida foi centrifugada
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por 10 min a 3600 rpm e o sobrenadante, descartado. As absorbancias foram
lidas em espectrofotdmetro (modelo Multisca, marca Labsystems) a 570 nm. A
determinacao da concentracéo de alcian blue foi feita por intercalacdo em uma
curva padrdo com varias concentracdes de alcian blue. Os resultados foram

expressos em pg de alcian blue/g de tecido.

3.2.3.4 Avaliacdo da participacdo das prostaglandinas (PGs) na

gastroprotecao

A participacdo das prostaglandinas na gastroprotecdo mediada pelas
amostras de Maytenus distichophylla, foi avaliada segundo modelo de
Rodrigues et al. (2010) com modificacdes. Ratos Wistar machos foram
mantidos em jejum por 24 horas, divididos em grupos de 7 animais e tratados
(v.0.) com solucéo salina - 10 mL/kg (controle negativo), misoprostol 50 ug/kg,
analogo das prostaglandinas (controle positivo), EMeOH-Md e FaAcOEt-Md.
Uma hora antes dessa administracdo, 4 grupos de animais foram pré-tratados
com indometacina 30 mg/kg (inibidor da ciclooxigenase) e 4 grupos receberam
o veiculo (solucéo salina 0,9%), por via oral. Apds 1 hora do tratamento, todos
0s animais receberam (v.0.) 0 agente lesivo etanol absoluto e apos 60 min, 0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estdmagos
removidos, abertos e fotografados. A area da lesdo gastrica foi determinada

utilizando o programa AVSoft Bioview Spectra 4.0°

3.3 Andlise estatistica

Para os resultados obtidos a partir dos ensaios de toxicidade aguda foi
realizado o teste “t” de Student. Ja para os resultados farmacolégicos obtidos
em ensaios de inducdo aguda de Ulcera gastrica foi utilizada a analise de
variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo pés-teste (Dunnett e/ou Tukey).
Também foi utilizado o teste “t” de Student para verificar diferenga estatistica
entre os grupos bloqueados e ndo blogueados, na avaliacdo da participacdo de
grupamentos sulfidrilicos, do Oxido nitrico e das prostaglandinas. Todos os
resultados foram expressos como média + desvio padrdo (d.p.) da média e o

nivel de significancia minimo foi de p<0,05.
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Todos os resultados foram analisados com o software, GraphPad Prism
5.0, San Diego, CA, EUA.



Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Ensaio toxicolégico pré-clinico agudo de Maytenus distichophylla Mart.

ex Reissek

No ensaio de toxicidade aguda em camundongos, com base nos
parametros preconizados por Almeida et al. (1999), foi possivel observar que o
EMeOH-Md na dose de 2000 mg/kg (v.0.) n&o promoveu alteracOes
comportamentais, nem induziu mortes nos animais avaliados, durante o
periodo de 14 dias apdés o tratamento, impossibilitando dessa forma, a
determinacao da DLsy.

Com relacdo a evolucao ponderal, ndo ocorreu alteragao significativa no
peso corporal ao longo das duas semanas, nas fémeas e machos tratados com
o EMeOH-Md quando comparados aos Sseus respectivos grupos controle
negativo (Tabela 1).

N&o foi observada nenhuma mudanca significativa no peso nem nas
caracteristicas macroscopicas dos o6rgdos dos animais que receberam o
EMeOH-Md em comparacéo ao grupo controle negativo (solucéo salina 0,9%),
ao passo que ocorreu reducdo significativa do consumo de agua e racédo

apenas nos animais machos (Tabela 1).
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Tabela 1 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md na evolucdo ponderal,
indice dos orgaos, consumo de agua e racdo em camundongos fémeas e
machos, apos 14 dias de observacéo

Parametros Sexo Tratamentos
Evolucéo ponderal (Q) Controle EMeOH
Sol. Salina 0,9% (2000 mg/kg)
Fémeas
Inicial 27,80 + 3,38 29,60 + 3,81
Final 31,94+1,72 32,10 £ 2,09
Machos
Inicial 30,61 + 2,69 31,61 +1,98
Final 35,16 + 4,24 36,83 £ 2,52
indice dos 6rgdos (mg/q)
Fémeas
Figado 53,28 + 3,69 51,94 + 6,66
Coracao 4,76 + 0,73 5,01+0,51
Rins 11,91 + 0,80 12,19 + 2,36
Baco 6,49+ 1,71 5,68 + 0,56
Pulmdes 6,79 £ 0,79 6,10 £ 0,39
Machos
Figado 61,00 + 4,65 61,83 + 8,29
Coracao 5,65+ 0,88 510+0,76
Rins 14,97 £ 0,78 15,03 £ 1,40
Baco 5,83+0,67 5,55+ 0,87
Pulmdes 21,35+4,10 19,22 + 4,24
Consumo de 4gua (mL)
Fémeas 7,05 +0,82 7,43+0,81
Machos 10,50 + 1,29 8,21 + 0,88***
Consumo de racgéo (g)
Fémeas 6,14 + 0,32 6,00 + 0,50
Machos 7,00 £ 0,45 6,21 + 0,29***

Os resultados estdo expressos como média + d.p. (n=8-9). Teste “t” de Student: ***p<0,001
comparado a solugdo salina 0,9%. Para avaliacdo dos oOrgdos, os valores foram expressos
como média + d.p. da divisdo do peso dos 6rgaos (mg) pelo peso dos animais (g).

4.2 Avaliagcdo da atividade gastroprotetora de Maytenus distichophylla Mart.

ex Reissek

4.2.1 Ulceras gastricas

farmacologica)

induzidas por

etanol

acidificado (triagem
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Para avaliar se o EMeOH-Md apresentava efeito gastroprotetor, foi
realizada uma triagem farmacoldgica utilizando como agente lesivo o etanol
acidificado (v.0.), em camundongos.

Os resultados obtidos nesse modelo mostram que o EMeOH-Md (62,5,
125, 250 e 500 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg) reduziram de forma
significativa o indice de Lesdo Ulcerativa (ILU) em 68, 84, 81, 80 e 62%
respectivamente, quando comparados ao grupo que recebeu solucdo salina

0,9% (controle negativo). Estes resultados estdo expressos na Tabela 2.

Tabela 2 Efeito da administragcdo oral do EMeOH-Md e carbenoxolona em
Ulceras gastricas induzidas por etanol acidificado em camundongos

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicao
Solucédo Salina 0,9% - 112 + 28,8 -
Carbenoxolona 100 42 + 14,2%** 62
EMeOH-Md 62,5 36 + 8,9*** 68
125 17 £ 5,4%** 84
250 21 +7,3%** 81
500 22 + 6,0%** 80

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a andlise de variancia de uma
via (ANOVA): F(s34 = 26 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001, comparado com o grupo
controle negativo (solugdo salina 0,9%) (n=5-7). ILU= Indice de Lesado Ulcerativo.

4.2.2 Ulceras gastricas induzidas por etanol

Os resultados obtidos para este modelo de inducéo de Ulceras gastricas
por etanol em ratos demonstram que o EMeOH-Md (62,5, 125, 250 e 500
mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg) administrados por via oral diminuiram, de
forma significativa o ILU em cerca de 40, 56, 65, 86 e 67%, respectivamente,
guando comparado com o grupo controle negativo (solucdo salina 0,9%). Estes
resultados estdo expressos na Tabela 3A e ilustrados na Figura 9. Resultados
semelhantes foram observados quando se avaliou a FaAcOEt-Md (62,5, 125,
250 e 500 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg) via oral, em que os danos na

mucosa gastrica foram significativamente reduzidos em 12, 34, 46, 71 e 63%,
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respectivamente, em comparacdo ao controle negativo. Os resultados estao

expressos na Tabela 3B e podem ser melhor visualizados na Figura 10.

Tabela 3 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e

carbenoxolona em Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos

Tratamentos Dose (mg/kg) I.L.U % Inibicao
®sSolucao Salina 0,9% - 421 + 41,9 -
Carbenoxolona 100 139 + 11,2%** 67
EMeOH-Md 62,5 255 + 45,9*** 40

125 186 + 61,7*** 56
250 149 + 51,9*** 65
500 58 + 10,6*** 86
®)Solucdo Salina 0,9% - 257 + 26,8 -
Carbenoxolona 100 94 + 13,0%** 63
FaAcOEt-Md 62,5 225 + 30,4* 12
125 169 + 19,7*** 34
250 139 + 7,2%** 46
500 73 + 10,0*** 71

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a analise de variancia
de uma via (ANOVA): Fs 30 = 53 (n=5-7) para EMeOH-Md e F29 = 76 (N=5-6) para
FaAcOEt-Md, seguido pelo teste de Dunnett: *p<0,05, ***p<0,001 comparado ao grupo
controle negativo (solug&o salina 0,9%). ILU= indice de Les&o Ulcerativo.
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Figura 9 Estdbmagos de ratos pré-tratados (v.0.) com solucdo salina 0,9% (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), EMeOH-Md (62,5 mg/kg) (C), EMeOH-Md (125 mg/kg)
(D), EMeOH-Md (250 mg/kg) (E) e EMeOH-Md (500 mg/kg) (F) em modelo de etanol

Figura 10 Estdbmagos de ratos pré-tratados (v.0.) com solucdo salina 0,9% (A),
carbenoxolona 100 mg/kg (B), FaAcOEt-Md (62,5 mg/kg) (C), FaAcOEt-Md (125
mg/kg) (D), FaAcOEt-Md (250 mg/kg) (E) e FaAcOEt-Md (500 mg/kg) (F) em modelo
de etanol

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

500 mg/kg, em ambas as amostras vegetais, como a mais efetiva em inibir as
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lesGes gastricas. Essa dose foi selecionada para os experimentos de avaliacao
dos parametros bioquimicos e modelos de elucidacdo dos mecanismos de

acao.

4.2.3 Ulceras gastricas induzidas por estresse (imobilizac&o e frio)

No modelo de indugdo aguda de Ulcera gastrica tendo como agente
lesivo o estresse por imobilizacdo e frio em camundongos, os resultados
mostram que o EMeOH-Md (62,5, 125, 250 e 500 mg/kg) e a cimetidina (100
mg/kg) (v.0.) apresentaram reducao significativa das lesdes ulcerativas em 58,
72,79, 84 e 58%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle
negativo (solucdo salina 0,9%). Resultados semelhantes foram observados
quando a FaAcOEt-Md, nas mesmas doses, reduziu o ILU em 29, 38, 50, 52 e
47%, respectivamente, quando comparado ao controle negativo (solucao salina
0,9%), conforme pode ser observado na (Tabela 4A e B).

Tabela 4 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e
cimetidina em Ulceras gastricas induzidas por estresse (imobilizacdo e frio) em
camundongos

Tratamentos Dose (mg/kg) I.L.U % Inibicéo
#Solucdo Salina 0,9% - 159 + 10,9 -
Cimetidina 100 66 + 9,6%** 58
EMeOH-Md 62,5 67 + 5,4*** 58

125 45 £ 4,6*** 72

250 34 + 3,8*** 79

500 25 + 4 9% 84
®)Solucao Salina 0,9% - 109 + 14,6 -
Cimetidina 100 57 £ 9,2%** 47
FaAcOEt-Md 62,5 78 £ 16,1*** 29

125 67 + 10,0%** 38
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250 55 + 10,8*** 50

500 53 £ 9,6%** 52

Os resultados estdo expressos como meédia + d.p. Foi utilizada a andlise de variancia
de uma via (ANOVA): F31) = 295 (n=6-7) para EMeOH-Md e F31) = 19 (n=6-7) para
FaAcOEt-Md, seguido pelo teste de Dunnett: ***p<0,001 comparado ao grupo controle
negativo (solucéo salina 0,9%). ILU= indice de Les&o Ulcerativo.

4.2.4 Ulceras gastricas induzidas por anti-inflamatério n&o-esteroidal

(piroxicam)

De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, pode-se observar
que tanto o EMeOH-Md quanto a FaAcOEt-Md, quando administrados v.o. nas
doses de 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg e cimetidina (100 mg/kg), inibiram de
forma significativa o ILU em cerca de 46, 65, 81, 82 e 50% respectivamente, e
em 26, 40, 58, 69 e 46% para a FaAcOEt-Md e cimetidina, quando comparados
ao grupo controle negativo (solugcdo salina 0,9%), o que indica um efeito
gastroprotetor das amostras, no modelo de inducdo de Ulcera avaliado. Os

resultados estdo expressos na Tabela 5A e B.

Tabela 5 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e
cimetidina em Ulceras gastricas induzidas por AINE (piroxicam) em
camundongos

Tratamentos Dose (mg/kg) I.L.U % Inibicéo
#Solucdo Salina 0,9% - 212+24.6 -
Cimetidina 100 107 £ 7,8*** 50
EMeOH-Md 62,5 115 + 18,7*** 46

125 73 +9,8*** 65

250 40 + 3,9*** 81

500 39 + 5,2%** 82
®)Solucao Salina 0,9% - 110 + 25,4 -

Cimetidina 100 60 + 15,0*** 46
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FaAcOEt-Md 62,5 81 +19,7* 26
125 66 + 19,8** 40
250 46 *+ 18,4*** 58
500 34 + 10,3*** 69

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a andlise de variancia
de uma via (ANOVA): F 32 = 136 (n=6-7) para EMeOH-Md e F 30 = 12,6 (N=6) para
FaAcOEt-Md, seguido pelo teste de Dunnett: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
comparado ao grupo controle negativo (solugéo salina 0,9%). ILU= indice de Les&o
Ulcerativo.

4.2.5 Ulceras gastricas induzidas por contens&o do suco gastrico

Na avaliacdo das amostras vegetais de M. distichophylla administradas
por via intraduodenal, frente a secrecdo gastrica, utilizando o modelo de
ligadura do piloro em ratos, verificou-se que o EMeOH-Md (500 mg/kg),
FaAcOEt-Md (500 mg/kg) e cimetidina (100 mg/kg) inibiram significativamente
o ILU em 75, 77 e 46% respectivamente, quando comparado ao grupo que
recebeu solugdo salina 0,9%. Estes resultados encontram-se expressos na
(Tabela 6).

Tabela 6 Efeito da administracao intraduodenal do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e
cimetidina em Ulceras gastricas induzidas por contensdo do suco gastrico por
meio da ligadura do piloro em ratos

Tratamentos Dose (mg/kQ) I.L.U % Inibicéo
Solucéo Salina 0,9% - 284 + 37,4 -
Cimetidina 100 154 + 31,8*** 46
EMeOH-Md 500 70 £ 6,9*** 75
FaAcOEt-Md 500 67 + 11,4*%* 77

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a andlise de variancia
de uma via (ANOVA): Fioy = 74 (n=6-7) para EMeOH-Md e FaAcOEt-Md, seguido
pelo teste de Dunnett: **p<0,001 comparado ao grupo controle negativo (solucéo
salina 0,9%). ILU= indice de Les&o Ulcerativo.
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4.2.6 Avaliacdo dos parametros bioquimicos do suco gastrico apos

ligadura do piloro (i.d.)

No modelo de ligadura do piloro, também foram avaliados parametros
bioquimicos do contetdo estomacal dos ratos, como pH, concentracdo de ions
H* e volume do suco gastrico, apds a administracéo intraduodenal de solugédo
salina 0,9%, cimetidina (100 mg/kg), EMeOH-Md (500 mg/kg) ou FaAcOEt-Md
(500 mg/kg).

Quando administradas por via i.d., as amostras vegetais ndo alteraram o
pH nem a concentracdo de H*, no entanto, houve reducdo significativa no
volume do conteudo gastrico, quando comparado com o controle negativo.
Entretanto, no grupo de animais que recebeu a cimetidina (antagonista do
receptor H,), como ja era esperado, foi observado aumento significativo do pH,
além da reducéo da [H'] e do volume gastrico. Esses resultados encontram-se
expressos na Tabela 7.

Tabela 7 Efeito da administracao intraduodenal do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e
cimetidina sobre os parametros bioquimicos do suco gastrico apos a ligadura
do piloro em ratos

Tratamentos pH [H'] Volume
(unidades) (mEq/mL/4h) gastrico (g)

Solucéao Salina 0,9% 2404 9,7+2,7 55+1,7
Cimetidina 6,2 + 1,7** 5,4 +0,6%* 2,2 +0,7**

EMeOH-Md (500 mg/kg) 2,2+0,3 12,8+2,0 3,3+1,2*

FaAcOEt-Md (500 mg/kg) 25+0,4 124+24 3,4+1,3*

Os resultados estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a analise de variancia
de uma via (ANOVA): F 21 = 26 para pH; Fgor) = 16 para [HleF @320 = 6,7 para
volume gastrico, seguido do teste de Dunnett: *p<0,05, **p<0,01, ***p<0,001
comparado ao grupo controle negativo (solucdo salina 0,9%). ILU= indice de Les&o
Ulcerativo. (n=6-7)
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4.3 Avaliacdo de mecanismos de acdo envolvidos na atividade

gastroprotetora de Maytenus distichophylla

No intuito de elucidar os mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md foram avaliadas a
participacdo dos grupamentos sulfidrilicos, do 6xido nitrico, do muco aderido a
mucosa e das prostaglandinas.

4.3.1 Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos (SHs) na

gastroprotecao

No modelo que avaliou a participacdo dos grupamentos sulfidrilicos na
gastroprotecdo mediada por M. distichophylla, foi observado que no grupo de
animais previamente tratados com solucao salina 0,9% e depois tratados com
EMeOH-Md (500 mg/kg), FaAcOEt-Md (500 mg/kg) ou carbenoxolona (100
mg/kg) ocorreu uma inibicéo significativa da Area de Les&o Ulcerativa (ALU),
em 96, 96 e 89%, respectivamente. Entretanto, quando foram avaliados os
grupos pré-tratados com N-etilmaleimida 10 mg/kg (i.p.) (bloqueador de
grupamentos sulfidrilicos) e tratados com EMeOH-Md, FaAcOEt-Md ou
carbenoxolona, observou-se uma exacerbacéo da ALU, respectivamente 34, 45
e 64% de inibicdo, quando comparados com seu controle negativo, conforme

pode ser observado no Grafico 1 e ilustrado na Figura 11.
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Grafico 1 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e carbenoxolona
apos pré-tratamento com NEM (i.p.), na ulcera gastrica induzida por etanol absoluto
em ratos. Os resultados foram expressos como média + d.p. (n=5-7). Foi utilizada a
analise de variancia de uma via (ANOVA): F319) = 37/F 3200 = 30 seguido do teste de
Dunnett: ***p<0,001 comparados a solucdo salina 0,9%; "p<0,001 comparados a
solugdo salina 0,9% + NEM. A comparacdo entre os grupos nado bloqueados e
bloqueados foi feita pelo teste “t” de Student. A porcentagem indica a protecdo em
relacdo ao respectivo controle negativo.

Figura 11 Estdbmagos de ratos pré-tratados com sol. salina 0,9% e tratados com sol.
salina 0,9% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), EMeOH-Md (500 mg/kg) (C) e
FaAcOEt-Md (500 mg/kg) (D) ou pré-tratados com NEM e tratados com sol. salina
0,9% (E), carbenoxolona 100 mg/kg (F), EMeOH-Md (500 mg/kg) (G) e FaAcOEt-Md
(500 mg/kg) (H) em modelo de grupamentos sulfidrilicos.
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4.3.2 Avaliacao da participacao do oxido nitrico (NO) na gastroprotecao

No modelo que avaliou a gastroprotecdo mediada pelo EMeOH-Md (500
mg/kg), FaAcOEt-Md (500 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg), os animais
foram pré-tratados, por via intraperitoneal, com solucdo salina 0,9% ou L-
NAME 70 mg/kg (inibidor da enzima sintase de o6xido nitrico), utilizando o
etanol como agente lesivo.

De acordo com os resultados apresentados, pode-se observar que
houve inibicdo significativa da ALU nos animais em 96, 96 e 89%,
respectivamente, quando comparados com o controle negativo (solugcéao salina
0,9%). Entretanto, quando se avaliou os animais pré-tratados (i.p.) com L-
NAME, houve exacerbacdo da Area de Les&o Ulcerativa somente naqueles
que foram tratados (v.0.) com solucéo salina 0,9% e carbenoxolona, enquanto
que o EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md mantiveram a capacidade de proteger a
mucosa gastrica das lesdes promovidos pelo etanol, mesmo quando pré-
tratados com o inibidor da enzima sintase de oxido nitrico, respectivamente em
96 e 97%, quando comparados ao seu controle negativo. Estes dados podem

ser observados no Grafico 2 e ilustrados na Figura 12.
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Grafico 2 Efeito da administragdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e carbenoxolona
apoés pré-tratamento com L-NAME (i.p.), na Ulcera géstrica induzida por etanol
absoluto em ratos. Os resultados estdo expressos como média + d.p. (n=5-7). Foi
utilizada a analise de variancia de uma via (ANOVA): F319) = 37/F(322) = 240, seguido
do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparados a solucdo salina 0,9%; "p<0,001
comparados a solugdo salina 0,9% + L-NAME. A comparacdo entre 0S grupos nao
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bloqueados e bloqueados foi feita pelo teste “t” de Student. A porcentagem indica a
protecdo em relagéo ao respectivo controle negativo.

Figura 12 Estdbmagos de ratos pré-tratados com sol. salina 0,9% e tratados com sol.
salina 0,9% (A), carbenoxolona 100 mg/kg (B), EMeOH-Md (500 mg/kg) (C) e
FaAcOEt-Md (500 mg/kg) (D) ou pré-tratados com L-NAME e tratados com sol. salina
0,9% (E), carbenoxolona 100 mg/kg (F), EMeOH-Md (500 mg/kg) (G) e FaAcOEt-Md
(500 mg/kg) (H) em modelo de 6xido nitrico.

4.3.3 Determinacao da concentracdo de muco aderido a parede gastrica

Os resultados obtidos no modelo que investiga a participacdo do muco
na gastroprotecdo induzida pelo EMeOH-Md (500 mg/kg), FaAcOEt-Md (500
mg/kg) e carbenoxolona (200 mg/kg), por meio da concentracdo de alcian blue
ligado a0 muco do estbmago, mostraram que n&o houveram alteracdes
significativas na concentracdo de muco aderido a parede gastrica, induzida
pelas amostras vegetais quando comparado ao controle negativo. Porém,
conforme o esperado a carbenoxolona, agente estimulador da producgéo de
muco e bicarbonato, aumentou significativamente os niveis do muco, quando
comparado ao controle negativo (solucdo salina 0,9%), conforme pode ser
evidenciado no Grafico 3.
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Grafico 3 Efeito da administracédo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e carbenoxolona
sobre o conteldo de muco gastrico apés ligadura do piloro em ratos. Os resultados
estdo expressos como média + d.p. Foi utilizada a analise de variancia de uma via
(ANOVA): F19) = 23 (n=5-7), seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparado ao
controle negativo (solucéo salina 0,9%).

4.3.4 Avaliagcdo da participacdo das prostaglandinas (PGs) na

gastroprotecao

No protocolo experimental que investigou a participacdo das
prostaglandinas na gastroprotecdo mediada por M. distichophylla, foi
observada uma inibicdo significativa da ALU nos animais pré-tratados (v.0.)
com o veiculo (solucdo salina 0,9%) e tratados (v.0.) com EMeOH-Md (500
mg/kg), FaAcOEt-Md (500 mg/kg) ou misoprostol (50 pg/kg), um andlogo da
prostaglandina, em 92, 87 e 98%, respectivamente, quando comparados com o
controle negativo (grupo tratado com solucao salina 0,9%). Contudo, quando
foram avaliados os grupos pré-tratados (v.0.) com indometacina (inibidor da
enzima ciclooxigenase) e tratados (v.0.) com EMeOH-Md (500 mg/kg),
FaAcOEt-Md (500 mg/kg) ou misoprostol (50 ug/kg), observou-se uma
exacerbacdo da Area de Lesdo Ulcerativa, respectivamente com 78, 80 e 96%
de inibicdo das lesbes gastricas, quando comparados com seu controle
negativo. Os resultados encontram-se expressos no Grafico 4 e ilustrados na

Figura 13.
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Grafico 4 Efeito da administracdo oral do EMeOH-Md, FaAcOEt-Md e misoprostol
apos pré-tratamento com indometacina (v.0.), um inibidor da enzima ciclooxigenase,
na Ulcera géstrica induzida por etanol absoluto em ratos. Os resultados estdo
expressos como média = d.p. (n=5). Foi utilizada a andlise de variancia de uma via
(ANOVA): F316)= 62/F 316 = 120 seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparados
a solucdo salina 0,9%; ""p<0,001 comparados a solucdo salina 0,9% + Indo. A
comparagao entre os grupos nao bloqueados e bloqueados foi feita pelo teste “t” de
Student. A porcentagem indica a prote¢do em relacdo ao respectivo controle negativo.

E I F"

Figura 13 Estdbmagos de ratos pré-tratados com sol. salina 0,9% e tratados com sol.
salina 0,9% (A), misoprostol 50 pg/kg (B), EMeOH-Md (500 mg/kg) (C) e FaAcOEt-Md
(500 mg/kg) (D) ou pré-tratados com indometacina e tratados com sol. salina 0,9% (E),
misoprostol 50 pg/kg (F), EMeOH-Md (500 mg/kg) (G) e FaAcOEt-Md (500 mg/kg) (H)
em modelo de prostaglandina.
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5 DISCUSSAO

O emprego de espécies vegetais como fontes de substancias detentoras
de atividades biolégicas tem crescido nos ultimos anos, o que reativou
interesses sociais e econdmicos, superando obstaculos e incentivando a
percepcdo das liderangcas industriais que se ocupavam, quase que
exclusivamente, da fabricacao de produtos sintéticos (BRAZ-FILHO, 2010).

Apesar da disponibilidade de diferentes metodologias para o
desenvolvimento de novos farmacos, os produtos naturais permanecem como
a melhor fonte de novos tipos estruturais. Logo, a importancia dessas
moléculas ndo é definida necessariamente pelos seus efeitos terapéuticos ou
quimioterapicos, mas também no papel que as mesmas exercem como modelo
para producao de novas drogas (MAHOMOODALLY et al., 2012).

Uma parcela significativa da populacdo mundial ndo tem acesso a
utilizagdo de medicamentos industrializados, mesmo considerando o0
desenvolvimento da medicina moderna, que tem conseguido avancos em
inmeras areas (VEIGA-JUNIOR et al., 2005). Nesse contexto, nos ultimos
anos, tem-se buscado novas alternativas terapéuticas, uma vez que na
medicina tradicional ou popular, varias espécies vegetais tém sido usadas para
tratar enfermidades, a exemplo dos distlrbios gastrintestinais, incluindo as
Ulceras pépticas (CALVO et al., 2007; VASCONCELOS et al., 2008; SILVA et
al., 2009).

A Ulcera péptica permanece como uma das principais doencas que
acometem o trato gastrintestinal (TAKAYAMA et al., 2011). A grande maioria
dos casos é decorrente da infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori ou uso
continuo de anti-inflamatérios nao-esteroidais. Como a infec¢cédo tem se tornado
cada vez menos frequente, sobretudo nos paises desenvolvidos, atribui-se aos
AINEs a causa mais importante de ulceragbes, particularmente Ulceras
complicadas por hemorragias (MAJUMDAR et al., 2010). Trata-se de um
problema de saude publica mundial, visto que os sintomas gastrintestinais e
suas complicacbes podem prejudicar a qualidade de vida, além de reduzir a
produtividade no trabalho (BARKUN; LEONTIADIS, 2010).

Atualmente, os medicamentos empregados no tratamento das Ulceras

pépticas atuam quer seja pela modulagéo de fatores que agridem a mucosa, ou
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pelo estimulo de mecanismos de citoprotecdo (MEJIA; KRAFT, 2009).
Contudo, muitos deles permitem a possibilidade de desencadearem efeitos
colaterais, interagem com outros farmacos, sao de custo elevado e nao
proporcionam a cura total das lesdes, possibilitando situacdes de recidiva da
doenca (MASSIGNANI et al.,, 2009; PARIKH; HOWDEN, 2010; O’NEIL;
LEONARD, 2011)

Diante dessas consideracbes, o presente trabalho foi realizado com o
intuito de investigar a toxicidade e a atividade gastroprotetora da espécie
vegetal Maytenus distichophylla em modelos animais, avaliando o efeito do
EMeOH e da FaAcOEt obtidos das folhas desta espécie, em modelos de
inducdo aguda de lesdes gastricas por etanol acidificado, etanol absoluto,
estresse por imobilizacdo e frio, AINEs (piroxicam) e contensdo da secrecao
gastrica (ligadura do piloro), modelos estes que mimetizam as principais
causas de Ulcera no homem, além de investigar os mecanismos de ac¢ao
envolvidos na gastroprotecéo.

A descoberta de que determinadas espécies vegetais apresentam
substancias potencialmente téxicas é decorrente da sua utilizacdo milenar. Do
ponto de vista cientifico, pesquisas mostram que muitas espécies possuem
agentes quimicos agressivos e, por esta razdo, devem ser utilizadas com
cautela, respeitando seus riscos toxicologicos (VEIGA-JUNIOR et al., 2005). O
uso inadequado das plantas com finalidades terapéuticas, sem o conhecimento
toxicolégico necessario, pode provocar efeitos adversos retardados e/ou
assintomaticos (VENDRUSCOLO et al., 2005).

Nos ultimos anos, as autoridades regulatorias tem se preocupado com a
normatizacdo dos medicamentos fitoterapicos, o que propicia a avaliacdo de
aspectos importantes, como a eficacia e seguranca do uso destes produtos,
visto que, o uso tradicional das plantas medicinais ndo garante a seguranca do
medicamento fitoterapico, sendo necessario realizar ensaios pré-clinicos e
clinicos (TUROLLA; NASCIMENTO, 2006).

No Brasil, a Resolugdo - RDC n°® 14/2010 e a Resolucdo - RE n°
90/2004, tratam do registro dos medicamentos fitoterapicos e apresentam um
guia para a realizacdo de estudos de toxicidade pré-clinica de fitoterapicos,
respectivamente. A RE n°® 90/2004 sugere ensaios de toxicidade aguda, doses

repetidas, além de estudos de genotoxicidade, quando o houver indicacdo de
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uso continuo ou prolongado do medicamento em humanos (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006; CARVALHO et al., 2008).

Com relacdo aos estudos pré-clinicos in vivo, a toxicidade aguda é
empregada para investigar o potencial de letalidade ou presenca de sinais
toxicos, promovidos por determinada substancia, conforme estabelece a
legislacdo vigente de cada pais (MARIZE, 2006), caracterizada, portanto, como
um dos principais testes com o qual é possivel observar sinais de intoxicacao,
determinar a DLsy conforme preconizado pela RE 90/2004 e definir doses a
serem usadas em estudos posteriores.

Dessa forma, os ensaios toxicoldgicos foram iniciados com a realizagcéo
de estudo comportamental utilizando a metodologia padronizada por Almeida et
al. (1999), a qual objetiva identificar alteraces em nivel de SNC e SNA, pelo
registro de alguns sinais ou alteracdes de comportamento apresentados pelos
animais, apos serem tratados por via oral, com o EMeOH-Md na dose Unica de
2000 mg/kg. Dentro dos parametros comportamentais que foram avaliados, foi
observado que o EMeOH-Md n&o promoveu alteragcdes comportamentais, nem
presenca de morte, ndo sendo possivel determinar a DLso.

Variagbes na evolugdo ponderal de animais que recebem determinada
droga sdo um fator considerado indicador de efeitos adversos, para tanto, é
preconizado que 0s animais que permanecem Vvivos, ndo percam mais de 10%
do peso corporeo inicial (RAZA et al., 2002; TEO et al., 2002).

Na avaliacdo ponderal, foi observado que nos grupos de camundongos
fémeas e machos tratados com o EMeOH-Md, ndo houve alteracdo significativa
nos pesos ao longo dos 14 dias de avaliacdo, em comparacao aos animais do
grupo controle negativo.

De modo adicional aos parametros citados anteriormente, quando
investigados o consumo de agua e ragdo pelos camundongos, foi verificada
uma diminuicdo no grupo dos animais machos que receberam o EMeOH-Md,
para ambos o0s critérios avaliados, comparando-se ao grupo que recebeu
somente solucdo salina 0,9%. Contudo, ainda que o consumo alimentar seja
uma caracteristica importante no estudo da seguranca de um produto com fins
terapéuticos, tal resultado ndo é suficiente para inferir toxicidade a amostra
vegetal, nas condicOoes avaliadas, especialmente porque o0s animais

recuperaram o peso ao final do tratamento.
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Alteracbes na massa relativa dos 6rgdos possui uma estreita relacéo
com sinais de toxicidade conforme descrito por Dallegrave (2003). Na
perspectiva de se comprovar essa teoria, 0 indice dos orgaos foi avaliado ao
término do ensaio de toxicidade aguda e foi observado que o EMeOH-Md nédo
ocasionou mudanca significativa nesse parametro, quando comparado ao
grupo controle negativo (solucdo salina 0,9%). Além disso, ndo foram
verificadas alteracdes macroscépicas para 0os animais tratados com o extrato,
em comparacao aos animais controle.

Diante destes resultados, e apesar das alteracdes observadas, nas
condicdes relatadas, nao foi possivel inferir toxicidade ao extrato, uma vez que
se tornam necessarios experimentos complementares para tal concluséo.
Dessa maneira, € possivel sugerir que o EMeOH de Maytenus distichophylla na
dose de 2000 mg/kg apresentou sinais de baixa toxicidade, nas condi¢cdes
avaliadas, o que confere seguranca na continuidade do estudo, passando
dessa forma a ser investigada a atividade farmacolédgica dessa espécie frente a
atividade gastroprotetora. Os resultados da avaliagdo toxicoldgica corroboram
aos apresentados pelo estudo de Maytenus rigida (SANTOS, 2008) e M.
obtusifolia (MOTA, 2009).

Na perspectiva de avaliar a atividade gastroprotetora da espécie
Maytenus distichophylla e com base na auséncia de DLsy para o extrato, foi
possivel estabelecer com seguranca as doses de 62,5, 125, 250 e 500 mg/kg
para o extrato metanolico e fase acetato de etila. De acordo com o preconizado
por Souza-Brito (1994), as doses selecionadas para estudos farmacoldgicos
com extratos e derivados ndao devem ultrapassar 1000 mg/kg.

Para avaliar o efeito gastroprotetor, promovido pelo EMeOH obtido das
folnas de Maytenus distichophylla, foi realizada uma triagem farmacoldgica
utiizando como agente lesivo o etanol acidificado (HCl/etanol), em
camundongos.

A lesdo causada pelo etanol acidificado € decorrente de um efeito topico
direto na mucosa gastrica, 0 que causa transtornos na integridade dessa
camada, neste sentido, trata-se de um bom modelo para investigar produtos
com possivel atividade citoprotetora (MIZUI; DOTEUCHI, 1983).

As lesdes necrosantes formadas na mucosa gastrica, apoés

administracdo desse agente sdo decorrentes da diminuicdo da protecdo
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promovida pela camada de muco, como consequéncia da solubilizacdo dos
componentes desta barreira, o que acarreta influxo de fons H* provenientes do
[lmen (MIZUIl; DOTEUCHI, 1983; LIMA et al.,, 2009). Nesse processo
agressivo, ha também a geracédo de radicais livres (RODRIGUEZ et al., 2006)
gue causam estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, podendo ainda, danificar
outras macromoléculas celulares, a exemplo do DNA (GONCALES et al., 2001
apud LIMA et al., 2009). Ainda, de acordo com SZABO et al. (1987), nesse tipo
de les&o, ocorre aumento do fluxo dos ions Na® e K* em dire¢cdo ao limen
gastrico, associada a intensificacdo da secrecdo de pepsina. Portanto, a
capacidade da amostra vegetal, em proteger a mucosa gastrica contra danos
agudos, € avaliada neste protocolo.

Os resultados obtidos na triagem farmacologica mostraram que 0
EMeOH-Md inibiu significativamente as lesdes gastricas provocadas pelo
etanol acidificado, o que leva a sugerir que a espécie avaliada apresenta
atividade gastroprotetora, o que permitiu a continuidade do trabalho, utilizando
outros modelos de inducdo aguda de Ulceras. Estudos realizados com o extrato
etandlico das espécies Maytenus rigida (SANTOS, 2008) e M. obtusifolia
(MOTA, 2009) corroboram com estes resultados.

O etanol é um dos agentes mais empregados para induzir Ulceras em
ratos (NGUELEFACK et al.,, 2008; RAO et al., 2008), o que o torna util na
avaliacdo da atividade gastroprotetora de produtos naturais (UMAMAHESWARI
et al., 2007). Ocasiona danos as células e disturbios no fluxo sanguineo
(BRZOZOWSKI, 2003), provocando edema agudo do tecido, hiperemia,
hemorragias sub-epiteliais, esfoliacao celular, degranulacdo de mastocitos com
liberacdo de histamina, infiltracdo de células inflamatérias (neutréfilos) com
geracdo de espécies reativas de oxigénio (PARK et al, 2004 apud
ARAWWAWALA et al., 2010; PAN et al., 2008).

A patogénese da Ulcera pelo etanol também esta relacionada ao
comprometimento do sistema de defesa antioxidante, levando a reducao dos
niveis de compostos sulfidrila, além da modulacdo do O&xido nitrico
(KONTUREK et al., 2003; LA CASA et al., 2000).

Devido ao fato de possuirem elevada reatividade quimica, as ROS
causam alteracdes graves, que podem culminar em morte celular (BHARTI et

al., 2010). Em nivel molecular, essas espécies reativas atacam o0s
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componentes celulares essenciais, como proteinas, lipidios e acidos nucléicos,
0 que pode causar a perda de sua funcéo biolégica e formacédo de compostos
toxicos (KAHARAMAN et al., 2003; INEU et al., 2008).

O acetaldeido, um metabdlito toxico resultante da oxidacdo do etanol,
atua complexando-se a glutationa, o que resulta em diminuicdo da
disponibilidade deste componente do sistema de defesa antioxidante n&o
enzimatico, intensificando os danos a mucosa gastrica (SALASPURO, 2003).

Nesta perspectiva, foi avaliado se o EMeOH-Md e FaAcOEt-Md, nas
doses anteriormente definidas, protegem a mucosa gastrica das lesdes
induzidas pela administragéo oral de etanol absoluto, em ratos. Com isso, foi
observado que as amostras vegetais foram capazes de proteger a mucosa
gastrica de forma significativa, das lesGes decorrentes deste agente lesivo. Tais
resultados corroboram aos obtidos para Maytenus aquifolium (GONZALEZ et
al., 2001), M. robusta (ANDRADE et al., 2007), M. rigida (SANTOS, 2008) e M.
obtusifolia (MOTA, 2009).

Contudo, por se tratar de um modelo inespecifico, € possivel relacionar
tal efeito farmacologico a varios fatores, tais como aumento na producédo de
oxido nitrico, com restabelecimento do fluxo sanguineo local, estimulo ao
sistema antioxidante, diminuicdo da peroxidacao lipidica, producdo aumentada
de muco e bicarbonato, em decorréncia da elevacdo dos niveis de
prostaglandinas citoprotetoras, além de melhora no processo de regeneracao
das células epiteliais gastricas (RODRIGUES et al., 2010; TAKAYAMA et al.,
2011).

O préoximo passo desse trabalho foi investigar a influéncia do EMeOH-
Md e da FaAcOEt-Md sobre os reflexos vagovagais e sobre a reducdo de
fatores citoprotetores, por meio dos modelos de inducao aguda de Ulceras por
estresse (imobilizacao e frio) e por AINEs (piroxicam), respectivamente.

A sensibilidade do TGI, em especial a do estbmago, aos diversos
estimulos estressantes é marcante (FILARETOVA, 2006), e nos ultimos anos,
tem-se relacionado a crescente tendéncia ao desenvolvimento e complicagfes
da ulcera gastrica ao estresse, o qual é visto como importante fator etiolégico
desta doenca (BHATIA; TANDON, 2005; METZ, 2005).

Em situacOes de estresse ocorre estimulacdo do sistema nervoso

simpético (SNS) e parassimpatico (SNP). A estimulacdo simpatica promove
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vasoconstricdo arteriolar, por ativacdo de receptores a;, 0 que ocasiona
reducdo no fluxo sanguineo na mucosa, promovendo hipoxia local e isquemia,
0 que gera ROS, peroxidacao lipidica e deplecdo dos niveis de glutationa. O
estimulo do SNP aumenta a motilidade com consequente acentuacdo da
contracdo do musculo gastrintestinal, levando a isquemia mucosal e aumento
da secrec¢édo de acido (RAMSAY; CARR, 2011; MORSY et al., 2012).

As lesdes decorrentes de ulceracbes causadas pelo estresse séo
caracterizadas como difusas, e localizam-se na parede mucosa do estdbmago,
no entanto, podem surgir também no eséfago e intestino. Em geral, eventos
como queimaduras, choques, sepse, procedimentos cirdrgicos e traumas sao
eventos que provocam este tipo de leséo (JIA et al., 2007).

Existem varios modelos de inducdo de estresse em animais, e nesse
contexto, o modelo de imobilizacdo e frio € responsavel por proporcionar
resultados mais reprodutiveis, além de apresentar relevancia clinica, visto que
€ comumente usado (SENAY; LEVINE, 1967; JIA et al., 2007).

O aumento na secrecado e na motilidade gastrica, que ocorre no estresse
por imobilizacdo e frio, € decorrente de alteracdes no SNC, as quais sao
dependentes do nervo vago e mediadas pela secre¢cdo do hormonio liberador
de tireotrofina (TRH). Este hormdnio em associacdo com a diminuicdo da
temperatura corporal, durante o estresse, promove liberacdo do hormdnio
estimulante da tireoide ou tireotrofina (TSH) (TAKEUCHI et al., 1999; TANAKA
et al., 2007).

O sistema neuro-imuno-endocrino pode exercer influéncia nos danos ao
estbmago de animais, ocasionados por estresse. Neste caso, ocorre estimulo
do sistema nervoso autonomo (BANDYOPADHYAY et al., 2001), ativacdo do
eixo hipotalamico-pituitaria-adrenal (HPA) (PRUETT, 2003; FILARETOVA,
2006) e estimulo do sistema termogénico no cérebro (TANAKA et al., 2007),
gue tem como resultado, a modulagao do sistema imune e, consequentemente,
a resposta inflamatéria (HAMAGUCHI et al., 2001; PRUETT, 2003; ODASHIMA
et al., 2005; TANAKA et al., 2007; FILARETOVA et. al, 2007).

Em contrapartida, acredita-se que esses hormonios podem exercer um
papel gastroprotetor compensatério nos casos de comprometimento de

mecanismos protetores da mucosa promovidos pelo NO e PGs (FILARETOVA
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et al., 2007), o que indica que a ativacdo do eixo HPA pode ser considerada um
importante fator citoprotetor (FILARETOVA et al., 2007).

No modelo de indugcdo de Ulcera por estresse (imobilizacdo e frio), o
EMeOH e a FaAcOEt de M. distichophylla reduziram significativamente o indice
de lesdo ulcerativo. Devido ao aumento da secrecdo acida, inibicdo da
secrecdo de muco e bicarbonato (pela estimulacdo da via histaminérgica, além
da inibicdo da acdo das PGs), e ainda, aumento na geracao de radicais livres
no modelo de estresse, € possivel inferir que a atividade gastroprotetora das
amostras vegetais pode estar relacionada a mecanismos antissecretorios,
citoprotetores e/ou antioxidantes.

Resultados semelhantes foram obtidos para Maytenus robusta
(ANDRADE et al., 2007), M. rigida (SANTOS, 2008) e M. obtusifolia (MOTA,
2009).

A partir deste resultado, passou-se a investigacdo do efeito das
amostras vegetais de M. distichophylla frente as Ulceras géastricas induzidas por
anti-inflamatério ndo-esteroidal (piroxicam), as quais representam um modelo
mais especifico relacionado com a citoprotecéo.

A ocorréncia continuada de Ulceras pépticas é atribuida, pelo menos em
parte, ao uso generalizado de anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES),
especialmente nos paises ocidentais, que associado ao envelhecimento da
populacao, faz com que os pacientes mais idosos e com comorbidades utilizem
com frequéncia esse tipo de medicamento. (LEE; SAROSI JR, 2011; NAJM,
2011). Dessa forma, os AINEs sao considerados atualmente, como um dos
principais fatores de desenvolvimento da Ulcera péptica (SUNG et al., 2009).

A Ulcera gastrica induzida por anti-inflamatérios ndo-esteroidais (AINES),
como piroxicam, indometacina e aspirina, € um processo multifatorial que
ocorre devido a efeitos locais e sistémicos.

Com relacdo a acgédo citotoxica local, os AINEs tem demonstrado diminuir
a secrecdo de muco e bicarbonato (PHILLIPSON et al., 2002; BAUMGARTNER
et al., 2004), provocar injurias severas a camada de fosfolipidios que recobre a
superficie da mucosa, em virtude de se associarem quimicamente aos
mesmos, danificando suas propriedades hidrofobicas (LICHTENBERGER et
al., 2006) o que resulta na quebra da integridade da membrana, aumentando

sua permeabilidade, fluidez e a formacdo de poros. Tudo isso contribui para
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que haja retrodifusdo dos ions H' sobre as células mucosas e, como
consequéncia, h4 a ocorréncia dos danos pelo &cido, os quais podem
desencadear processos de apoptose e necrose (LICHTENBERGER et al.,
2006; WALLACE, 2008).

A acdo sistémica dos AINEs é mediada pela inibicdo da enzima
ciclooxigenase (COX), que blogueia a sintese de prostaglandinas
citoprotetoras, 0 que compromete mecanismos de protecdo & mucosa gastrica,
a exemplo da producao de muco e bicarbonato, além da regulacdo da secrecéo
acida (MUSUMBA et al., 2009). Os danos ao TGl vao desde sintomas
dispépticos, erosbes gastricas até Ulceras pépticas com complicacdes graves,
como sangramento ou perfuragéo (BLANDIZZ] et al., 2009).

A habilidade dos AINEs em suprimir a sintese das prostaglandinas é
causa fundamental para a formacdo das lesdes gastricas, decorrentes deste
agente lesivo (WALLACE, 2008; MUSUMBA et al.,, 2009). Complicacdes
hemorragicas sdo decorrentes da inibicdo da COX-1, que reduz os niveis de
tromboxano, o que reflete numa maior tendéncia ao sangramento (MUSUMBA
et al., 2009).

A COX-1 e COX-2 participam da reacdo de catalisacdo de uma etapa
limitante, na conversdo do acido araquidbnico em endoperoxido de
prostaglandina e prostanoides (MUSUMBA et al., 2009). Contudo, ao bloquear
essa via por meio do emprego dos AINEs, o acido araquidbnico que seria
consumido pelas COX sera deslocado para a sintese de leucotrienos na via 5-
lipoxigenase, atuando como mediadores inflamatérios, o que culmina com o
aumento da migracao de neutrofilos para a mucosa, com peroxidacgao lipidica e
formacdo de espécies reativas de oxigénio (LAINE et al., 2008).

No entanto, a capacidade dos AINEs em promover danos a mucosa
gastrica também é relacionada a mecanismos independentes de COX, por
meio de inUmeros agentes que atuam em conjunto com as prostaglandinas, na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica, além de mecanismos de
restituicdo do tecido lesionado (MUSUMBA et al., 2009). Nesse contexto, a
inibicdo dos niveis do oxido nitrico (NO), do sulfeto de hidrogénio (H.S) e de
poliaminas (putrescina, espermidina e espermina) exerce influéncia no
desenvolvimento das Ulceras gastricas induzidas por AINEs (OH et al., 2006;
SAUNDERS et al., 2008; MUSUMBA et al., 2009).
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Adicionalmente, ha geracdo de ROS a partir da infiltracdo neutrofilica
decorrente do aumento da permeabilidade vascular (JAINU; DEVI, 2006).
Dentre esses agentes reativos, considera-se que o peroxido de hidrogénio
(H20O,) age como segundo mensageiro, no processo de ativacdo do fator
nuclear kB (NF-kB), o que culmina na producgéo do fator de necrose tumoral a
(TNF-a) (CHATTOPADHYAY et al., 2006).

De acordo com os resultados, foi possivel observar que o EMeOH-Md e
a FaAcOEt-Md, nas doses avaliadas, inibiram de forma significativa as lesdes
gastricas, no modelo de inducdo de ulcera por AINEs (piroxicam), sugerindo
que M. distichophylla apresenta atividade gastroprotetora via mecanismos
citoprotetores, uma vez que as lesdes promovidas por AINEs envolvem,
principalmente, a inibicdo das PGs, principais mediadores da citoprotecédo na
mucosa gastrica. Em estudos realizados com as espécies Maytenus rigida
(SANTOS, 2008) e M. obtusifolia (MOTA, 2009), foram observados resultados
semelhantes.

A partir dos resultados obtidos nos diferentes modelos experimentais
avaliados, a préoxima etapa foi selecionar a melhor dose do extrato e da fase
obtidos de M. distichophylla para a elucidacdo dos provaveis mecanismos de
acdo ligados a atividade gastroprotetora. Ja que o modelo de etanol
compreende amplos mecanismos de inducdo de lesdes gastricas, além de ser
um protocolo experimental simples, com garantia de reprodutibilidade e é o
agente indutor dos modelos selecionados para investigacdo dos mecanismos
de acdo, o mesmo foi selecionado para a definicdo da dose mais efetiva, a qual
foi determinada em 500 mg/kg tanto para o EMeOH, quanto para a FaAcOEt.

Dessa forma, o proximo passo do estudo do efeito gastroprotetor das
amostras vegetais obtidas de M. distichophylla, foi avaliar a atividade
antissecretoria gastrica, por meio de parametros bioquimicos, tais como pH,
concentracgéo de ions H* e volume do suco gastrico, além da andlise do ILU, no
modelo Ulceras induzidas por ligadura do piloro.

A secrecdo e o acumulo de acido no estbmago, que caracterizam a
patogénese das lesbes induzidas por ligadura pilérica, sdo decorrentes dos
reflexos gerados pela via vago-vagal, que por sua vez, é consequéncia do
estimulo dos mecanorreceptores (localizados na mucosa antral)
(MUTHURAMAN; SOOD, 2010), estimulo este, desencadeado pela expansao



94

gastrica provocada pelo aumento do volume desse 6rgdo, devido a sua
obstrucdo. Este procedimento provoca a secre¢dao do horménio gastrina, cuja
funcdo é estimular as células parietais a secretar HCI (BAGGIO et al., 2003).
Um processo de autodigestdo e ulceracdo da mucosa pode ser estabelecido
neste modelo experimental, ao qual € atribuida a elevacdo dos niveis de
pepsina (GOEL; BHATTACHARYA, 1991; BHARTI et al., 2010).

De acordo com Singh e colaboradores (2008), a ligadura do piloro
interfere na resisténcia da mucosa gastrica e altera o0s niveis de
prostaglandinas, citocinas, além de levar a uma situacdo de peroxidacao
lipidica, por reduzir as concentracfes de glutationa enddgena. Adicionalmente,
neste modelo de inducdo de Ulceras, também é observado o aumento do nivel
de calcio, que por sua vez € um conhecido gerador de radicais livres
(LUTNICKI et al., 2006; MUTHURAMAN; SOOD, 2010).

As alteracdes bioquimicas, promovidas pela geracdo em excesso de
radicais livres, podem ser verificadas experimentalmente pelo aumento nos
niveis de TBARS, célcio e atividade da mieloperoxidase (MPO), e sobretudo,
pela diminuicdo nos niveis de glutationa na forma reduzida (MUTHURAMAN;
SOOD, 2010).

Ap6s a ligadura do piloro, foi verificado que a administragdo
intraduodenal do EMeOH-Md (500 mg/kg) e da FaAcOEt-Md (500 mg/kg)
reduziu de forma significativa o indice de lesédo ulcerativo, frente as lesdes
decorrentes da contensao do suco gastrico.

Na avaliacdo dos parametros bioquimicos, observou-se que as amostras
vegetais no alteraram a concentracdo de H*, bem como o pH. Todavia, tanto o
extrato quanto a fase diminuiram significativamente o volume do contetdo
gastrico, quando administrados por via intraduodenal, em comparacao ao
grupo controle negativo, em que os ratos receberam apenas solugcédo salina
0,9%, o que sugere que a gastroprotecdo promovida pelas amostras vegetais
esta relacionada a mecanismos antissecretorios, nas condigbes avaliadas.
Para tanto, faz-se necessario executar estudos complementares, a exemplo do
ensaio enzimatico da bomba de prétons. Esses resultados corroboram aos
estudos realizados com o extrato etandlico e a fase acetato de etila obtidos de
Maytenus obtusifolia, em que foi observada também reducédo significativa

apenas no volume do suco gastrico (MOTA, 2009).
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Tendo em vista os resultados apresentados anteriormente e no intuito de
compreender 0s mecanismos envolvidos na agcédo gastroprotetora, promovida
pelo EMeOH e pela FaAcOEt de Maytenus distichophylla, foram realizados
modelos experimentais com a finalidade de se investigar a participacdo dos
grupamentos sulfidrilicos, do 6xido nitrico, do muco e das prostaglandinas, no
efeito farmacologico promovido por esta espécie vegetal.

Os compostos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) sdo agentes que
desempenham um papel chave na protecdo da mucosa contra injaria gastrica
produzida pelo etanol (FERREIRA et al., 2008). A concentracao relativamente
elevada de NP-SH, que € principalmente glutationa reduzida (GSH), além de
cisteina (CSH), coenzima A e outros tidis, indica suas possiveis implicacdes
para gastroprotecdo (NAGY et al., 2007).

O aumento nos danos a mucosa gastrica esta acompanhado pelo
decréscimo na concentracdo de compostos NP-SH, devido aos grupos SH
ligarem-se aos radicais livres formados pela acdo dos agentes nocivos.
Também podem estar envolvidos no sequestro de radicais livres de oxigénio e
no controle da producdo natural de muco, além de estar envolvidos na
estabilizacdo do mesmo, visto que os NP-SH formam pontes dissulfeto com as
glicoproteinas (SALIM, 1993; FERREIRA et al., 2008).

A partir do modelo de inducédo aguda de ulcera pelo etanol absoluto, na
auséncia e na presenca de NEM (um blogueador de compostos sulfidrilicos,
gue potencializa as lesdes induzidas pelo etanol), foi verificada a participacéo
dos grupamentos SHs na protecdo da mucosa gastrica promovida por
Maytenus distichophylla. Neste experimento o EMeOH-Md (500 mg/kg) e a
FaAcOEt-Md (500 mg/kg) administrados por via oral apds pré-tratamento (i.p.)
com solugéo salina 0,9%, inibiram de forma significativa as lesdes ulcerativas
induzidas por etanol absoluto. Porém, o pré-tratamento (i.p.) com o bloqueador
diminuiu a protecdo das amostras vegetais, visto que houve diferenca
significativa em relagdo aos grupos néo bloqueados, sugerindo que o efeito
gastroprotetor fornecido pelo EMeOH-Md e pela FaAcOEt-Md depende
parcialmente da participacdo dos compostos SHs e que a gastroprotecao
ocorre em decorréncia de sua atividade antioxidante. Segundo Al-Mofleh
(2010), substancias que possuem atividade antioxidante desempenham um

papel importante no tratamento da Ulcera péptica. A atividade gastroprotetora
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das espécies Maytenus rigida (SANTOS, 2008) e M. obtusifolia (MOTA, 2009)
também esta relacionada a participacdo de grupamentos sulfidrilicos.

Objetivando investigar a participagdo de outro agente gastroprotetor
enddgeno, no que tange ao mecanismo de acdo citoprotetor, da espécie
vegetal M. distichophylla, passou-se a investigar o envolvimento do Oxido
nitrico (NO) na gastroprotecdo fornecida pelas amostras vegetais.

O oxido nitrico € uma molécula relativamente simples, que apresenta
propriedades vasoativas, o que lhe confere a capacidade de mediar varias
funcdes biologicas no trato gastrintestinal. Sua meia-vida é curta, e € produzido
pela enzima sintase de 6xido nitrico (NOS), a partir da conversao da L-arginina
para quantidades equimolares de L-citrulina (LOIBL et al., 2006; LANAS, 2008).

A integridade do epitélio gastrico também é mantida por acdo do NO,
gue desempenha um papel central em processos defensivos da mucosa por
regulacdo do fluxo sanguineo no estdmago, a partir da dilatacdo dos vasos
sanguineos (CALVO et al., 2007). Todavia, NO € responséavel tanto por mediar
funcdes teciduais normais, quanto por originar lesées na mucosa gastrica.
Nesse contexto, o NO produzido pela sintase de 6xido nitrico do tipo
constitutiva (cNOS) esté envolvido nas defesas e no reparo tecidual, ja aquele
produzido pela isoforma induzivel (INOS) relaciona-se a mecanismos pro-
ulcerogénicos (KOBATA et al., 2007).

Com base nos dados obtidos foi verificado que no modelo agudo de
Ulcera induzida por etanol em ratos, na auséncia e na presenca de L-NAME
(um inibidor da enzima NOS), o EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md, ambos
administrados por via oral, na dose de 500 mg/kg, inibiram de forma
significativa as lesdes ulcerativas, ndo havendo diferenca estatistica entre os
grupos pré-tratados com solugdo salina 0,9% e com L-NAME, o que leva a
sugerir que o NO, provavelmente, ndo estd envolvido na gastroprotecao
promovida por M. distichophylla. Esse resultado corrobora com o observado
para Maytenus obtusifolia (MOTA, 2009).

O muco produzido no trato gastrintestinal é um importante fator de
protecdo tecidual que atua como agente antioxidante, reduzindo os danos a
mucosa gastrica, mediados por espécies reativas de oxigénio (BERENGUER et
al., 2007). Ele é produzido a partir das células mucosas (que também secretam

bicarbonato), e tem como caracteristicas a viscosidade e aderéncia, o que
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impede a retrodifusdo de ifons H® na mucosa gastrica e possibilita a
neutralizagdo da acidez luminal (SATYANARAYANA, 2006). Caso essas
células secretoras sejam danificadas por ROS, o muco intracelular pode ser
liberado para o tecido gastrico, e evitar danos adicionais a parede gastrica por
eliminacao desses radicais livres (BERENGUER et al., 2007).

Constituindo a primeira linha de defesa da mucosa gastrica, essa
camada de muco serve como uma barreira contra a autodigestdo do tecido
(ALLEN; FLEMSTROM, 2005). Além disso, outras funcBes importantes deste
componente do sistema de defesa pré-epitelial sdo agir como lubrificante,
durante o processo peristaltico, o que reduz acentuadamente 0s possiveis
danos mecéanicos, bem como impedir o acesso das bactérias ao epitélio
(LIEVIN-LE; SERVIN, 2006; MEYER-HOFFERT et al., 2008).

O estimulo a producdo do muco pode ser decorrente de agentes que
empregam o sistema colinérgico, por meio das prostaglandinas citoprotetoras,
e ainda, a participacdo de hormdnios gastrintestinais, tais como gastrina e
secretina (MONTROSE et al., 2006). Morsy et al. (2012) relaciona o aumento
na concentracdo de mucina, um dos componentes da barreira de muco, ao
aumento observado experimentalmente nos niveis de NO, e isso ocorre, por
meio da ativagdo da enzima ciclase de guanilil soluvel.

Com base nos resultados obtidos, foi possivel constatar que o EMeOH-
Md e a FaAcOEt-Md (500 mg/kg) ndo foram capazes de aumentar de forma
significativa os niveis de muco, quando comparado ao controle negativo.
Contudo, para os animais tratados com a ferramenta farmacolégica
carbenoxolona, foi verificado aumento significativo na producdo de muco, como
ja era esperado, devido ao seu mecanismo de acdo. Dessa forma, pode-se
inferir a partir desses dados que, a atividade gastroprotetora de M.
distichophylla ndo tem relacdo com esse agente protetor da mucosa, nas
condi¢cbes avaliadas. Resultados semelhantes foram obtidos para a fragao rica
em flavonoides de Maytenus ilicifolia (BAGGIO et al., 2007).

Para que a mucosa gastrica permaneca integra, se faz necessario uma
producdo permanente de prostaglandina E, (PGE;) e prostaciclina (PGl,)
(MUSUMBA et al., 2009). Portanto, ao bloquear a biossintese de
prostaglandinas, os AINEs alteram o equilibrio da mucosa, induzindo o

recrutamento e adesdo endotelial dos neutrofilos, visto que formacdo de PGlI,
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pelo endotélio da microcirculacdo da mucosa € condicdo necessaria para
assegurar uma inibicdo tonica da adesédo destes mediadores da inflamacéao
(WHITTLE, 2002; BLANDIZZI et al., 2009).

No intuito de verificar a participacdo das prostaglandinas na
gastroprotecdo mediada pelo EMeOH-Md e FaAcOEt-Md, foi realizado o
modelo de inducdo de Ulceras por etanol em ratos pré-tratados (v.0.) com
indometacina, um inibidor da COX e consequentemente da producéo de PGE,
citoprotetora na mucosa gastrica. Neste protocolo, foi observado que nos
grupos tratados com as amostras vegetais, por via oral na dose 500 mg/kg,
houve exacerbacdo das lesGes gastricas, quando se compara 0s respectivos
grupos que foram pré-tratados com veiculo e aqueles pré-tratados com
indometacina, sugerindo desta maneira, que as prostaglandinas parecem estar
envolvidas na gastroprote¢cdo mediada por M. distichophylla.

De acordo com Muthuraman; Sood (2010), a contensdo do suco gastrico
pela ligadura do piloro, reduz as concentracbes de glutationa e também
promove aumento na geracao de radicais livres. Isto pode estar relacionado ao
fato de que o EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md néo alteraram a concentragédo de
muco na mucosa gastrica, possivelmente devido a produgcdo excessiva de
radicais livres, que sobrecarregaram a barreira protetora de muco (EL-ABHAR,
2010).

Embora tenha sido verificado que o efeito gastroprotetor das amostras
vegetais M. distichophylla envolve a participacdo das prostaglandinas, o
estimulo a producdo de muco parece ter sido sobrepujado pela grande
guantidade de espécies reativas geradas pela contensdo do suco gastrico, o
gue nos leva a inferir que a reconstituicdo completa do muco requer a presenca
de niveis elevados de prostaglandina para o seu restabelecimento (EL-ABHAR,
2010).

Em face aos resultados obtidos, foi possivel verificar que as amostras de
Maytenus distichophylla apresentaram promissora atividade gastroprotetora,
provavelmente relacionada a mecanismos citoprotetores e antissecretorios, nas

condic¢des avaliadas. Contudo, se faz necessario estudos complementares.
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6 CONCLUSAO

A partir da analise dos resultados obtidos para a espécie vegetal

Maytenus distichophylla Mart. ex Reissek, frente a avaliagdo da atividade

gastroprotetora promovida pelo EMeOH e FaAcOEt, foi possivel concluir que:

v

O EMeOH-Md apresentou baixa toxicidade nas condicGes e parametros
avaliados;

O EMeOH-Md e a FaAcOEt-Md, nas doses avaliadas, apresentaram
atividade gastroprotetora frente aos agentes classicos de indugdo de
Ulceras gastricas;

A atividade gastroprotetora exercida pelo EMeOH-Md e pela FaAcOEt-
Md néo envolve a participagdo do Oxido nitrico, nem aumento de muco;
O efeito citoprotetor gastrico promovido pelo EMeOH-Md e pela
FaAcOEt-Md envolve a participacdo dos grupos sulfidrilicos e das
prostaglandinas;

A atividade gastroprotetora do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md

provavelmente envolve mecanismos antissecretorios e citoprotetores.
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Perspectivas
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7 PERSPECTIVAS

v" Realizar o ensaio toxicolégico pré-clinico agudo da FaAcOEt-Md;

v Investigar o efeito cicatrizante do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md por
meio do modelo crénico de inducédo de Ulceras por acido acético, além
de realizar analise histolégica e imunohistoquimica das amostras do
estdbmago, no intuito de investigar os fatores envolvidos no processo de
cicatrizacdo da Ulcera;

v' Pesquisar a protecao frente as lesdes gastricas induzidas por ligadura
do piloro e pardmetros bioquimicos do suco géastrico, apds administracdo
oral do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md.

v' Determinar o efeito antiulcerogénico das amostras vegetais em modelo
de Ulcera duodenal induzida por cisteamina;

v' Avaliar o mecanismo antioxidante envolvido na gastroprotecdo do
EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md por meio do modelo de isquemia e
reperfusdo e realizar 0s seguintes ensaios bioquimicos a partir das
amostras do estbmago:

o Determinacédo do indice de peroxidacao lipidica;

o Dosagem de grupamentos sulfidrilicos néo proteicos;

o Atividade das enzimas glutationa peroxidase, glutationa redutase,
superoéxido dismutase, catalase e 6xido nitrico sintase.

v' Avaliar o efeito do EMeOH-Md e da FaAcOEt-Md nas doencas
inflamatérias intestinais, pelo modelo de retocolite ulcerativa induzida por
acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS);

v' Realizar analise histologica e imunohistoquimica com as amostras do
cllon provenientes do modelo de retocolite ulcerativa, e proceder aos
seguintes ensaios:

o Quantificacdo de citocinas pro-inflamatorias (TNF-a, IL-13, IL-8 e
IL-12);

o Quantificacdo de citocinas anti-inflamatorias (IL-10 e IL-13);

o Atividade das enzimas fosfatase alcalina e mieloperoxidase
(MPO).
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v' Determinar a influéncia das amostras vegetais de Maytenus
distichophylla na motilidade gastrintestinal, por meio dos modelos de

esvaziamento gastrico, transito intestinal e diarreia.
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COMITE DE ETICA EM PESQUISA ANIMAL
CERTIDAO

Jodo Pessoa, 05 de outubro de 2011
CEPA N°0508/11
limo(a). Sr(a).
Pesquisador(a): Prof(a) Dr(a) LEONIA MARIA BATISTA
Orientando(a): MARCELO RICARDO DUTRA CALDAS FILHO

Departamento/Setor: LTF
Ref: AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Maytenus
erythroxylon REISSEK (CELASTRACEAE)

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

execucgao do projeto acima.

Numero de animais: 306 camundongos e 210 ratos.
Periodo: 10/2011 até 12/2012.

Atenciosamente,

/
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rofa. Dra. Sandr&/Rodrigueg Mascarenhas
Presidente do Comité de Etica em Pesquisa Animal do LTF/UFPB
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ANEXO 2

Cuantificacdo dos efieitos

ATIVIDADE FARMACOLOGICA (1) sem efeito, () efisite dimimuido, (+) efiito prasente, (=) efeito intenso
ate 307 Tk 7h h 3h

1-8NC

1 - Estimnlante
Hiperadvidade
Iritahilidade
Arressividads

Tremores

Comvulsies

Piloers;do

Movimento intenso das vibrissas
Cratras

b - Depressora

Hipnose

Prose

Sedagdo

Amnestesia

Afaxia

Fefleo do endireipmento
Catatomia

Analgesia

Fesposta 20 togue dimirmido
Perda do reflexo comeal
Perda do refleno auncular
r - Owtros comportamentas
Ambulagio

Bocgjo excessivg
Limpeza

Levantar

Escalar

Vocalizar

Sacudir a cabega
Comtor;des ahdominais
Abdugdo das patas do trem posterior
Padalar

Estersotipia

1-5N ATTONOMO
Constipagan

Defecardo aumentada
F.espiracan forcada
Larrime)amento

Miccao

Salivado

Ciamose

Toous moscular

Forga para agamar

3 -MORTE

Observacoes complementares.:

Responsavel Tecnico



