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RESUMO

Combretum duarteanum Cambess € uma espécie arbustiva exclusiva da
Ameérica do Sul com registros na Bolivia, Paraguai e Brasil. E popularmente
conhecida como “mufumbo”, “cipiiba” ou “cipadba”. Encontrada na caatinga, €
utilizada pela populacdo para o tratamento de Ulceras, inflamacao e infeccdes,
sendo os seus efeitos relacionados aos triterpenos pentaciclicos. O extrato
etandlico bruto (EEtOH-Cd) e a fase hexanica (FaHex-Cd) obtidos das folhas
de C. duarteanum, foram avaliados quanto aos mecanismos antiulcerogénicos
e atividade anti-inflamatéria intestinal em ratos. A administracdo (v.0.) do
EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou FaHex-Cd (250 mg/kg) por 14 dias resultou em um
processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica induzida por &cido acético. Foi
demonstrado que esse efeito possivelmente esta relacionado ao aumento do
namero de células totais na lesdo (p<0,05), aumento do namero de vasos
(p<0,01), bem como producdo de muco e reorganizacdo das estruturas
morfologicas do tecido gastrico. O EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou FaHex-Cd (250
mg/kg) foram avaliados quanto ao efeito antioxidante e citoprotetor envolvidos
na gastroprotecdo. Foi observado o envolvimento do sistema antioxidante com
participacdo da superoxido dismutase (SOD), catalase e glutationa (GSH)
(p<0,01) na protecdo gastrica. Também foi demonstrado o efeito
antiulcerogénico do EEtOH-Cd (31,25; 62,5 e 125 mg/kg) (p<0,01) e FaHex-Cd
(31,25 e 62,5 mg/kg) (p<0,01) em ulceras duodenais induzidas pela cisteamina.
Nos modelos de inducdo aguda da colite ulcerativa por acido
trinitrobenzenosulfénico (TNBS), EEtOH-Cd ou FaHex-Cd foram avaliados nas
doses 31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg. EEtOH-Cd (62,5 e 125 mg/kg) ou FaHex-
Cd (62,5 e 125 mg/kg) promoveram reducado significativa no escore de lesdo
macroscopica (p<0,05) e area de leséo ulcerativa (p<0,01). Isso foi refletido na
reducdo do indice de diarreia para os tratados com EEtOH-Cd (125 mg/kg)
(p<0,01) e FaHex (62,5 mg/kg) (p<0,05). O efeito anti-inflamatorio intestinal
também foi avaliado em modelo de colite ulcerativa com recidiva. O EEtOH-Cd
(125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) reduziram significativamente a lesao
macroscopica (p<0,05 e p<0,01, respectivamente). A FaHex-Cd (62,5 mg/kg)
foi capaz de reduzir significativamente a relacdo peso/comprimento do célon
(p<0,01), a diarreia (p<0,05), diminuicdo do consumo de agua e ragao (p<0,01)
e consequente perda de peso corporal (p<0,05). O EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou
FaHex-Cd (62,5 mg/kg) diminuiram significativamente a mieloperoxidase
(MPO) (p<0,001), assim como as citocinas pré-inflamatorias TNF-a (p<0,01) e
IL-1B (p<0,01). Foi observado o aumento da citocina anti-inflamatoria I1L-10 nos
animais tratados com as amostras vegetais avaliadas (p<0,05). O efeito anti-
inflamatorio intestinal esta relacionado a diminuicdo da expressdo da
cicloxigenase-2 (COX-2) (p<0,001), do antigeno nuclear de proliferagédo celular
(PCNA) (p<0,001) e aumento da SOD (p<0,001). Portanto, estes dados
indicam que C. duarteanum apresenta atividade cicatrizante e anti-inflamatoéria
intestinal que pode envolver a participacdo do sistema antioxidante, bem comao,
das principais citocinas relacionadas aos processos inflamatérios intestinais.

Palavras chave: Combretum duarteanum, antiulcerogénica, antioxidante,

citoprotetor e anti-inflamatoria intestinal.
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ABSTRACT

Combretum duarteanum Cambess, is a unique shrub species from South
America, and is found in Bolivia, Paraguay, and Brazil, popularly known as
mufumbo, cipitba or cipauba. It is associated with the caatinga environments,
and is popularly used for treat ulcers, inflammation, and infections. Such effects
are usually associated with pentacyclic triterpenes. Crude ethanol extract
(EEtOH-Cd), and hexane phase (FaHex-Cd) obtained from the leaves of C.
duarteanum were evaluated for mechanisms of action involved in its
antiulcerogenic and intestinal anti-inflammatory activity in rats. The
administration (p.o.) of FaHex-Cd or EEtOH-Cd for 14 days promoted healing of
gastric ulcer induced by acetic acid. It has been demonstrated that its effect is
related to increases in the total number of cells in the lesion (p<0.05),
increasing the number of vessels (p<0.01) and mucus production, and
rearrangement of the morphological structures of the gastric tissue. EEtOH-Cd
(at 250 mg/kg) or FaHex-Cd (at 250 mg/kg) were evaluated for their antioxidant
and cytoprotective effects involved in gastroprotection. Involvement of the
antioxidant system with the participation of superoxide dismutase (SOD),
catalase, and glutathione (GSH) (p<0.01) in gastric protection against ischemia
and reperfusion-induced ulcers was observed. The antiulcerogenic effect of
EEtOH-Cd (at 31.25, 62.5, and 125 mg/kg) (p<0.01) or FaHex-Cd (31.25 and
62.5 mg/kg) (p<0.01) was also shown against to the cysteamine induced
duodenal ulcers. In models of acute ulcerative colitis induced by trinitrobenzene
sulfonic acid (TNBS), EEtOH-Cd or FaHex-Cd were evaluated (at 31.25, 62.5,
125 and 250 mg/kg). EEtOH-Cd (62.5 to 125 mg/kg) or FaHex-Cd (62.5 to 125
mg/kg) caused significant reductions in macroscopic lesion scores (p<0.05) and
ulcerative lesion area (p<0.01). This was reflected in reduced rates of diarrhea
for animals who received EEtOH-Cd (125 mg/kg) (p<0.01) or FaHex (62.5
mg/kg) (p<0.05). Intestinal anti-inflammatory effect was also evaluated in a
relapsed ulcerative colitis model. EEtOH-Cd (125 mg/kg) or FaHex-Cd (62.5
mg/kg) significantly reduced the macroscopic damage (p<0.05, p<0.01,
respectively). FaHex-Cd (62.5 mg/kg) was able to significantly reduce the
weight/length ratio of the colon (p<0.01), diarrhea (p<0.05), decreased water
and food consumption (p<0.01), and consequent weight loss (p<0.05). EEtOH-
Cd (125 mg/kg) or FaHex-Cd (62.5 mg/kg) were able to inhibit a increase in
myeloperoxidase (MPO) (p<0.01), as well as of proinflammatory cytokines TNF-
a (p<0.01), and IL-1B (p<0.01). There was increased anti-inflammatory cytokine
IL-10 in animals treated with the tested plant sample (p<0.05). Intestinal anti-
inflammatory effect is related to decreased expression of cyclooxygenase-2
(COX-2) (p <0.001), proliferating cell nuclear antigen (PCNA) (p <0.001) and
increase in SOD (p <0.001) .Therefore, these data indicate that C. duarteanum
has gastroprotective, and intestinal ulcerogenic anti-inflammatory activity. Such
effects may involve participation of the antioxidant system and those cytokines
principally related to inflammatory bowel disease.
Key Words: Combretum duarteanum, antiulcerogenic, antioxidant, intestinal
anti-inflammatory.
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1 INTRODUCAO

E crescente a demanda por produtos naturais, em todo o mundo,
especialmente devido aos problemas que sao atribuidos aos produtos
sintéticos tanto para a salde humana quanto para o meio ambiente (BANDONI;
CZEPAK, 2008). A diversidade de estruturas e sua capacidade de
apresentarem atividades biolégicas especificas e seletivas justificam a
relevancia do uso de produtos naturais para a terapéutica (CORDELL;
COLVARD, 2012; CRAGG; NEWMAN, 2013). Os produtos naturais fornecem
modelos para modificagcbes estruturais e otimizacdo das propriedades
farmacoldgicas e bioquimicas além de possibilitar a construcdo sintética de

novas arquiteturas moleculares naturais (BRAZ-FILHO, 2010).

O crescimento exponencial do uso de terapias naturais, em especial de
plantas medicinais no tratamento de doencas agudas e cronicas, tem ocorrido
de forma paralela ao progresso cientifico e tecnolégico da medicina moderna
ocidental, despertando assim interesse de usuarios, pesquisadores,

profissionais e gestores de servigos de saude (SPADACIO et al., 2010).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), entre 65-80%
da populacdo de paises em desenvolvimento, devido a pobreza ou ao dificil
acesso a medicina moderna, dependem essencialmente de plantas para os
primeiros cuidados em saude (CALIXTO, 2005). Mesmo fazendo parte de um
contexto cultural em que existe uma ampla aceitacdo do uso de plantas
medicinais em praticas populares, apenas 10% das plantas existentes no Brasil
apresentam estudos cientificos comprovados (VEIGA JUNIOR; MELLO, 2008).

Contudo, se faz necessario avancar nas pesquisas para validacao da
eficacia, seguranca e qualidade de espécies vegetais utilizadas em inimeras

afeccdes, em especial as que acometem o trato gastrintestinal (TGI).

Entre as doencas que acometem o trato gastrintestinal as Ulceras
pépticas e as doencas inflamatérias intestinais (DII), sdo exemplos de agravos

a saude.
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A Ulcera péptica, termo utilizado para se referir a Ulcera gastrica e
duodenal, afeta um numero consideravel de pessoas no mundo. Essa doenca
se desenvolve a partir do desequilibrio entre os fatores agressores (aumento
da secrecdo acido-péptica, anti-inflamatérios ndo esteroidais, isquemia,
hipdxia, tabagismo, alcool e a infeccédo pelo H. pylori) e protetores da mucosa
gastrica (muco, bicarbonato, fluxo sanguineo, prostaglandina e fatores de
crescimento) (HAROLD; GRANT; MITCHEL, 2007). Pessoas acometidas por
essa enfermidade apresentam sintomas comuns que incluem sensacdo de
plenitude, dor, desconforto abdominais e vomitos (MALAGELADA; KUIPERS;
BLASER, 2007).

As doencas inflamatérias intestinais sdo desordens inflamatorias
cronicas e podem se apresentar em dois tipos principais, a doenca de Crohn
(DC) e retocolite ulcerativa (RCU). Esta ultima afeta a mucosa colbnica,
podendo acometer toda a extensao do célon ou ocorrer de uma forma restrita
no reto (DIPIRO et al., 2002).

A causa dessa doenca ainda ndo esta totalmente esclarecida, mas
fatores genéticos, agentes imunolégicos e ambientais (infec¢des, tabagismo,
medicacbes) sao postulados como possiveis agentes etioldgicos (BERARDI,
2000). Pacientes com RCU apresentam sintomas como diarreia sanguinolenta,
secrecdo mucosa e purulenta e colicas abdominais durante os movimentos
intestinais (BAUMGART; SANDBORN, 2007).

A terapéutica da Ulcera péptica é baseada na inibicdo da secrecéo acida
gastrica ou no reforco dos fatores de protecdo da mucosa. Portanto, classes de
agentes farmacologicos como anti-histaminicos para receptores H,, inibidores
da bomba de protons e farmacos antimuscarinicos séo utilizados no intuito de
inibir a secrecdo acida. Além disso, podem-se citar os sais de bismuto e
sucralfato como parte da terapia acido independente (BIGHETTI et al., 2005).
Para as doencas inflamatérias intestinais o tratamento convencional esta
voltado para redugcdo da inflamagcdo anormal e consequente alivio dos
sintomas. Pacientes com colite ulcerativa séo tratados com aminossalicilatos,
corticosteroides e drogas imunomoduladoras (AWAAD; EL-MELIGY;
SOLIMAN, 2013).

Ainda nao existe uma terapia totalmente eficaz para a cura das doencas
que afetam o trato gastrintestinal. Além disso, os farmacos comumente

utilizados na terapéutica atual sdo responsaveis por desencadear um amplo
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espectro de efeitos colaterais (BANDYOPADHYAY; CHATTOPADHYAY, 2006;
RANG et al., 2012).

Os produtos naturais estdo em continua expansdo em todo o mundo e
tornaram-se a fonte mais atraente de novos medicamentos para o tratamento e
prevencdo de muitas doencas. Uma grande variedade de fitoterdpicos tem
demonstrado produzir resultados promissores no tratamento da Ulcera péptica
e doencas inflamatérias intestinais (AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013).

De acordo com os estudos realizados por De Morais Lima (2011) com o
extrato etandlico bruto (EEtOH-Cd) e a fase hexénica (FaHex-Cd) da
Combretum duarteanum foi possivel observar que esta espécie apresentou
uma baixa toxicidade e um efeito gastroprotetor frente aos diferentes modelos
de inducdo aguda de Ulcera gastrica (etanol acidificado, etanol
absoluto,estresse, anti-inflamatorios ndo esteroidais e ligadura do piloro). Aléem
disso, foi observado que apos o tratamento crénico dos animais (ratos) com as
amostras vegetais ocorreu uma reducdo da area de leséo ulcerativa no modelo
de Ulcera gastrica induzida por acido acético e a protecdo gastrica foi atribuida

a participacao da via do 6xido nitrico e dos grupamentos sulfidrilas.

Considerando os resultados iniciais sobre a C. duarteanum propomos
dar continuidade aos estudos da planta objetivando elucidar os mecanismos de
acao envolvidos na atividade antiulcerogénica, avaliar o efeito anti-inflamatério
intestinal em modelo agudo e com recidiva da retocolite ulcerativa. Dessa
forma, buscou-se contribuir para o0 uso seguro de plantas medicinais,
colaborando com o conhecimento cientifico e validagdo dos produtos naturais

com atividade farmacoldgica sobre o trato gastrintestinal.
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2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 Produtos Naturais

Os produtos naturais (derivados de plantas, animais e micro-organismos)
tém sido utilizados com fins medicinais pela humanidade h& milhares de anos
(BAKER et al., 2007).

Antes do desenvolvimento dos medicamentos sintéticos, 80% dos
medicamentos disponiveis ho mercado eram obtidos de folhas, cascas e raizes
de plantas (MCCHESNEY; VENKATARAMAN; HENRI, 2007).

O desenvolvimento tecnolégico impulsionado pela segunda guerra
mundial alavancou principalmente a indastria farmacéutica, que investiu no
planejamento de novos farmacos. Isso gerou a confianca de que todos os
males da sociedade seriam combatidos pela possibilidade de descoberta de
novas moléculas ativas (VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Pesquisas envolvendo o desenvolvimento de fitofarmacos passaram a ser
guiadas ou inovadas pelos estudos de relacdo estrutura-atividade, quimica
combinatéria, desenvolvimento de farmacos in silico, dentre outras técnicas
(SCHMIDT et al., 2008). Entretanto, segundo dados divulgados pela industria
farmacéutica em 2004, o investimento na quimica computacional nao
correspondeu ao lancamento de farmacos inovadores. Além disso, 0s custos
desses farmacos ou medicamentos ndo as tornaram acessiveis pela maioria da
populacéo (VIEGAS; DA SILVA BOLZANI; BARREIRO, 2006).

Quando se trata de fontes de novos farmacos, os produtos naturais se
destacam por serem fontes de substancias potencialmente aplicaveis com
propriedades terapéutica, biolégicas ou como ferramenta farmacologica
(KINGSTON, 2011).

Para a industria farmacéutica, a importancia da utilizacdo de moléculas de
origem vegetal é refletida no percentual de producdo de medicamentos. A
cocaina, codeina, digoxina, quinina e morfina resultaram do isolamento de
substancias a partir de plantas superiores (NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2000; BUTLER, 2004). E estimado que entre 25% a 50% dos medicamentos
atualmente comercializados devem suas origens aos produtos naturais
(CALIXTO, 2005; FOGLIO et al., 2006; KINGSTON, 2011).
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Entre 1981 e 2002, 28% das novas entidades quimicas foram obtidas de
produtos naturais ou de derivados e outros 24% criados a partir de um grupo
farmacoforo obtido de um produto natural (NEWMAN; CRAGG; SNADER,
2000). Entre 2001 e 2005, foram introduzidas 23 novas drogas, derivadas de
produtos naturais, para o tratamento de infeccbes, cancer, diabetes,
dislipidemia, dermatite atdpica, doenca de Alzheimer e doencas genéticas
(LAM, 2007).

Os produtos naturais também séo importantes para identificagdo de novos
receptores na investigacao de funcdes fisiopatoldgicas e de sitios de acao de
farmacos. A nicotina, fisostigmina, muscarina, pilocarpina e atropina séo
utilizadas nos estudos de receptores nicotinicos e muscarinicos (SIMMONDS,
2003; KATIYAR et al., 2012).

Nesse contexto, os produtos naturais, em especial as plantas medicinais,
ressurgiram como promissora fonte para descoberta de novos farmacos, além
de estimular a producdo de medicamentos fitoterapicos, respaldados pelas
pesquisas cientificas, que buscam a validacdo dos efeitos observados
empiricamente pela populacdo (BALUNAS; KINGHORN, 2005; SIXEL;
PECINALLI, 2005; SCHMIDT et al., 2008; BRAZ FILHO, 2010).

2.2 Plantas medicinais

As plantas medicinais foram utilizadas, ao longo da histéria, devido ao
seu carater alimentar, como também devido as suas propriedades curativas ou
ritualisticas (SOUZA-MOREIRA; SALGADO; PIETRO, 2010).

Fatores como facilidade da coleta, condicbes ambientais favoraveis para
sustentabilidade, o amplo espectro de substancias orgénicas naturais e a
possibilidade da descoberta de novos principios ativos permitem as plantas
brasileiras serem consideradas como importantes fontes renovaveis para o
surgimento e desenvolvimento de novos farmacos (BRAZ-FILHO, 2010).

Devido a suas riquezas naturais (aproximadamente 20% do numero total
de espécies catalogadas do planeta), o Brasil destaca-se pelo grande potencial
para producdo de fitomedicamentos. Em paises desenvolvidos, como o Reino
Unido, cerca de 50% da populacao fez uso de plantas medicinais pelo menos
uma vez na vida e quase 100% dos pacientes com HIV no pais usaram plantas
medicinais (CAMINAL HOMAR, 2005).
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Em paises em desenvolvimento, a Organizacdo Mundial de Saude
(OMS) estimou que 65-80% utilizam plantas como fonte primaria de tratamento
e esses dados corroboraram as estimativas feitas para o Brasil em que 65% da
populacdo ndo tem acesso aos servicos de saude publica (TROJAN-
RODRIGUES et al., 2012).

A fitoterapia vem se destacando visivelmente na pratica meédica. As
agéncias reguladoras tornaram-se mais exigentes quanto a seguranca, eficacia
e qualidade tornando necessario que a insercao de fitoterqpicos no mercado
esteja vinculada aos estudos cientificos, para que a populacdo tenha acesso a
uma terapia de qualidade e custo financeiro acessivel (PUPO; GALLO; VIEIRA,
2007).

Em janeiro de 2009, foi publicada a Relacdo Nacional de Plantas
Medicinais (RENISUS) de interesse para o Sistema Unico de Satde (SUS), em
gue estao listadas plantas que apresentam potencial para gerar produtos de
interesse para o SUS. Posteriormente, uma série de plantas podera ser
incluida na RENISUS, a partir do relato de uso frequente na medicina popular.
Isto torna necessario que as pesquisas investiguem as propriedades
farmacoldgicas dessas plantas, validando seu uso e tornando possivel sua
indicacdo para o uso na rede publica de saude (BRASIL, 2009).

Extratos ou compostos isolados de plantas sdo muito utilizados por
pesquisadores em seus trabalhos, no intuito de investigar seus efeitos sobre
diversas afeccbes em especial as que acometem o trato gastrintestinal
(AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013).

Diferentes tipos de constituintes fitoquimicos sdo responsaveis pela a
atividade gastroprotetora tais como terpenos, flavonoides, alcaloides,
saponinas, compostos fendlicos entre outros (AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN,
2013). Espécies pertencentes a familia Combretaceae e Eriocaulaceae podem
ser destacadas, tais como: Terminalia chebula (MISHRA et al., 2013),
Terminalia belerica (JAWANJAL et al., 2012), Combretum leprosum (NUNES et
al., 2009), Pteleopsis suberosa (GERMANO et al., 2008), Anogeissus latifolia
(GOVINDARAJAN et al., 2006), Guiera senegalensis (ANIAGU et al., 2005),
Syngonanthus arthrotrichus (BATISTA et al., 2004), Syngonanthus macrolepsis
(BATISTA et al., 2013), Syngonanthus bisulcatus (BATISTA et al., 2013).

Trabalhos recentes publicados por nosso grupo de pesquisa tem

demonstrado o efeito gastroprotetor e antiulcerogénico de espécies vegetais
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coletadas no nordeste brasileiro, entre as quais podemos destacar: Praxelis
clematidea (FALCAO et al., 2013), Herissantia crispa (LIMA, 2008), Maytenus
rigida, que é referéncia como atividade gastroprotetora, inclusive como
medicamento do Sistema Unico de Saltde (SUS) (SANTOS, 2008), M.
obtusifolia (MOTA, 2009), Combretum duarteanum (DE MORAIS LIMA et al.,
2013), Xylopia Langsdorffiana (MONTENEGRO, 2011), Hyptis suaveolens
(JESUS et al., 2013) e Maytenus distichophylla (CALDAS FILHO, 2013). Essas
espécies promovem seus efeitos gastroprotetores por meio de mecanismos de
acdo antioxidantes, anti-secretorios, citoprotetores e anti-inflamatorios.

Trabalhar com plantas medicinais significa estar envolvido por uma vasta
area de conhecimentos em que é necessario obter informacdes da botanica,
quimica, farmacologia e toxicologia. E relevante a integracido do conhecimento,
pois todas essas areas juntas contribuem para o melhor entendimento dos
efeitos farmacoldgicos promovidos pelas diferentes amostras vegetais (RATES,
2001).

2.2.1 Familia Combretaceae

Combretaceae € uma grande familia de ervas, arbustos e arvores
distribuida em aproximadamente 20 géneros e 600 espécies. Os maiores
géneros desta familia sdo Combretum e Terminalia com 370 e 200 espécies,
respectivamente (PIETROVSKI et al., 2006). Os outros géneros que podem ser
destacados sdo: Anogeissus, Buchenavia, Bucida, Calopyxis, Calycopteris,
Conocarpus, Dansiea, Guiera, Laguncularia, Lumnitzera, Macropteranthes,
Melostemon, Pteleopsis, Quisqualis, Strephonema, Terminaliopsis e Thilo
(KLOPPER et al., 2006).

Espécies dessa familia ocorrem em ambientes quentes de todos os
continentes, com centros de diversidade na Africa e Asia (STACE, 2004;
LOIOLA et al., 2009). Foi estimada a ocorréncia de 78 espécies subordinadas a
seis géneros no Brasil (SILVA; VALENTE, 2005).

Em levantamento realizado para espécies de Combretaceae no estado
da Paraiba foi mostrado o registro de 11 espécies distribuidas em diferentes
biomas como manguezais, caatinga e floresta atlantica. E possivel destacar as
espécies Buchenavia tetraphylla (Aubl.) R. A. Howard, C. fruticosum (Loefl.)
Stuntz, C. glaucocarpum Mart., C. hilarianum D. Dietr., C. lanceolatum Eichler,
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C. laxum Jacq., C. leprosum Mart., C. pisonioides Taub., Conocarpus erectus
L., Laguncularia racemosa (L.) C. F. Gaertn. e Combretum duarteanum
Cambess., que é objeto do presente estudo (LOIOLA et al., 2009).

Estudos fitoquimicos realizados com espécies de Combretum tem
demonstrado a ocorréncia de muitas classes de metabdlitos secundérios
incluindo triterpenos, flavonoides, lignanas, aminoacidos ndo protéicos dentre
outras (PIETROVSKI et al., 2006).

Desde a década de 1970 varios compostos foram isolados a partir do
género Combretum a exemplo dos dihidrofenantrenos e do bisbenzil
substituido isolados de C. molle (ROGERS; VEROTTA, 1996); Bisoli et al.
(2008) obteve 11 triterpenos e seus glicosideos de C. laxum, entre eles os do
tipo oleanano, ursano e lupano, tais como: acido arjundlico, arjunglicosideo I,
chebulosideo Il, quadranosideo IV, acido asiatico e acido betulinico; o terpeno
Fridelina foi isolada de Combretum duarteanum (QUINTANS et al., 2014),
alcaloides (combretina e betonicina) foram obtidos das folhas de C. micranthum
(OGAN, 1972).

Alguns flavonoides como ramnocitrina, quercetina, ramnazina e canferol
foram isoladas de C. erythrophyllum (MARTINI; KATERERE; ELOFF, 2004),
assim como quercetina, canferol e pinocembrina (flavanona) de C. apiculatum.
A cardamonina (chalcona) foi isolada de C. apiculatum (ADEROGBA et al.,
2012) e derivados do acido elagico de C. kraussii (CHAABI et al., 2008).
Combretastatinas (estilbenoide) ja foram obtidas de varias espécies de
Combretum (DE MORAIS LIMA et al., 2012).

Levantamentos etnofarmacolégicos mostram que as espécies do género
Combretum sao utilizadas na medicina popular para o tratamento de disturbios
gastrintestinais (diarreia, disenteria, Ulcera gastrica), doencas cardiovasculares
(hipertensédo), infeccbes bacterianas, hemorragias, doencas dermatolégicas,
pneumonia, sifilis, dentre outras (BRAGA, 1960; OLIVER-BEVER, 1986;
AGRA, 1995; HUTCHINGS et al., 1996; NEUWINGER, 1996; FYHRQUIST et
al., 2002).

Estudos mostram a utilizacdo de Combretum leprosum em populacdes
da regido da caatinga no interior do estado da Paraiba para o tratamento de
azia, bronquite, difteria e gripe (MARINHO; SILVA; ANDRADE, 2011).

Um levantamento da literatura realizado por De Morais Lima et al (2012)

listou 36 diferentes espécies que possuiam amplo espectro de atividades
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bioldgicas obtidas a partir de extratos ou principios ativos isolados de espécies
de Combretum. Entre os efeitos farmacoldgicos citados pode-se destacar o
gastroprotetor (DE MORAIS LIMA et al, 2013), imunomodulador
(SCHEPETKIN et al., 2013), antioxidante ( TOURE et al., 2011; ADEROGBA et
al., 2012; NSUADI MANGA et al., 2012), antiproliferativo, anti-inflamatorio
(HORINOUCHI et al., 2013), antinociceptivo (QUINTANS et al., 2014), anti-
helmintico (SIMON et al.,, 2012), antidiabéticos (CHIKA; BELLO, 2010),
anticancerigeno (VIAU et al., 2014), citotéxico (MOOSOPHON et al., 2013),
antifingico (OKWUOSA et al., 2012), antibacteriano (NJUME et al., 2011;
REGASSA; ARAYA, 2012), anti-HIV (MUSHI et al., 2012), dentre outros.

As espécies Combretum dolichopetalum (ASUZU; ADIMORAH, 1998) e
Combretum leprosum (NUNES et al., 2009) apresentaram atividades
gastroprotetora frente aos modelos de inducdo aguda de Ulcera gastrica (etanol
absoluto e AINEs), assim como, aqueles que avaliam mecanismos

antissecretorios e citoprotetores (ligadura de piloro e muco).

2.2.2 Combretum duarteanum Cambess

Combretum duarteanum Cambess, espécie selecionada para este
estudo, é conhecida popularmente como mufumbo, cipitba, cipatba, caatinga-
branca ou vaqueta. Trata-se de uma espécie arbustiva exclusiva da América do
Sul com registro na Bolivia, Paraguai e Brasil. No Brasil ocorre nas regides
norte e nordeste estando associada ao bioma caatinga (GOUVEIA et al., 2011;
DE MORAIS LIMA et al., 2013)

Na medicina popular é utilizada para o tratamento de dores, inflamacdes
e desordens do trato gastrintestinal o que justifica a escolha dessa espécie
para realizacdo do trabalho utilizando as indica¢des etnofarmacol6gicas como
critério de escolha. Estudos fitoquimicos realizados apontam a presenca de
triterpenos e flavonoides, a quem sao atribuidos os efeitos farmacologicos (DE
MORAIS LIMA et al., 2013; QUINTANS et al., 2014).

Combretum duarteanum apresentou atividade anti-inflamatoria,
antinociceptiva e antioxidante em estudos in vitro e in vivo (GOUVEIA et al.,
2011). Estudos realizados por De Morais Lima et al (2011) demonstraram forte
atividade gastroprotetora e antiulcerogénica frente aos diferentes modelos de

inducéo aguda de ulcera (etanol acidificado, etanol, AINES, estresse, ligadura



31

de piloro, acido acético). Mais recentemente foi demonstrada a atividade anti-
nociceptiva orofacial promovida pela fase hexanica e o terpeno fridelina,
isolados da espécie em estudo (QUINTANS et al., 2014).

Diante dessas consideracdes e da necessidade de novas alternativas
terapéuticas para o tratamento da Ulcera péptica e inflamagfes intestinais, o
presente estudo é de grande relevancia, uma vez que busca comprovar a
atividade antiulcerogénica, esclarecendo os mecanismos de acao envolvidos, e
a atividade anti-inflamatéria intestinal promovida pela espécie Combretum
duarteanum, validando o seu uso popular e contribuindo na busca de

modalidades terapéuticas para doencgas que acometem o trato gastrintestinal.

Figura 1 Fotos de Combretum duarteanum Cambess

Foto: Josean Fechine Tavares, 2010
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2.3 Ulcera péptica
2.3.1 Fisiopatologia da ulcera péptica

2.3.1.1 Etiologia

As Ulceras esofagicas, gastricas e duodenais sdo as mais comuns das
doencas ulcerativas, caracterizadas pela ocorréncia de lesdes na mucosa do
esbfago, estbmago e duodeno respectivamente. Apresentam alto indice de
mortalidade e morbidade, sendo alvo para diversas estratégias terapéuticas
(BARKUN; LEONTIADIS, 2010; PRABHU; SHIVANI, 2014).

De uma forma geral, estas afeccbes sdo caracterizadas por alteracfes
fisiolégicas como inflamacdes graves, pontos hemorragicos e lesbes
necrotizantes (CALAM; BARON, 2001). As lesGes ulcerativas podem acometer
a camada mucosa, submucosa e alcangar a muscular da mucosa da parede do
trato gastrintestinal (TARNAWSKI, 2005; BARKUN; LEONTIADIS, 2010; URS;
NARULA; THOMSON, 2014) (Figura 2).

Figura 2 Ulcera péptica e acometimento tecidual por lesbes

Eséfago | Ulcera esofagica

-

Fonte : Modificado de http://hopkinsgi.nts.jhu.edu/imagens

Os sintomas tipicos da Ulcera gastrica (80% -90% dos pacientes)
incluem dor epigastrica, nauseas, vomitos, sensacdo de plenitude e refluxo
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gastrico. A dor muitas vezes € localizada e ocorre quando o estbmago esta
vazio, 2-5 horas ap0s as refei¢cdes, ou a noite (BARKUN; LEONTIADIS, 2010).

Pessoas acometidas pela ulcera duodenal relatam dores epigastricas
que sao aliviadas por meio da ingestdo de alimentos ou medicamentos
antiacidos. A dispepsia estd presente em um ter¢co dos pacientes que em sua
maioria nao apresentam esofagite erosiva ( RAMAKRISHNAN; SALINAS, 2007;
MALFERTHEINER; CHAN; MCCOLL, 2009).

A dor é descrita em trés tempos (doi-come-passa), para Ulcera duodenal
ou em quatro tempos (bem-come-doi-passa) para Ulcera gastrica. O
aparecimento de dor durante a madrugada, fazendo com que o paciente
acorde e obtenha alivio com a ingestdo de leite, alimentos ou antiacidos €&
sugestivo de Ulcera duodenal. Periodos de acalmia ou assintomaticos por
meses ou mesmo anos, sao intercalados por outros de atividade, sdo mais
frequentes para Ulcera duodenal que para gastrica. Pirose e azia sdo comuns
nos pacientes com ulcera duodenal, em virtude da associacdo com doenca por
refluxo gastroesofagico (CHENTER; RODRIGUES JUNIOR, 2002).

A fisiopatologia da Ulcera péptica esta relacionada ao desequilibrio entre
fatores agressores (aumento da secrecdo acido-péptica, presenca de
Helicobacter pylori, refluxo biliar, liberacdo de leucotrienos e espécies reativas
de oxigénio (EROSs) e fatores protetores (secrecdo de bicarbonato, barreira de
muco, fosfolipideos de membrana, prostaglandinas, o6xido nitrico, fluxo
sanguineo da mucosa, renovacdo e migracdo celular, sistema antioxidante
enzimatico, ndo enzimético e fatores de crescimento) da mucosa gatrica
(BANDYOPADHYAY; CHATTOPADHYAY, 2006; BANDYOPADHYAY et al.,
2001; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008) (Figura 3).
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Figura 3 Representacdo esquematica dos fatores agressores e mecanismos
de defesa da mucosa gastrica

1- Defesa pré- epitelial (muco e HCO4

HCI pepsina

| = } 2- Defesa epitelial (células epiteliais)
’ > 3- Defesa- sub-epitelial (fluxo sanguineo)

5- Renovacao celular (TGF-a

6- Moduladores da barreira gastrica
d (PGs, NO, compostos SHs,
{ antioxidantes

Fonte:. (Adaptado de LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

As Ulceras pépticas sao causadas por mdultiplos fatores, enddégenos e
exogenos, que se inter-relacionam. Entre os fatores predisponentes tem-se a
ingesta excessiva de &lcool, tabagismo, estresse produzido pelo dia-dia,
condigbes socioecondmicas, deficiéncias nutricionais, fatores genéticos,
doenca de Behcet, Doenca de Crohn, uso de medicamentos antiplaquetarios,
cirrose e traumas, infeccbes pelo citomegalovirus, Helicobacter heilmanii, H.
pylori e uso continuo de anti-inflamatoérios ndo esteroidais, sendo estes dois
altimos considerados como as principais causas de lesOes ulcerativas
(SAXENA; KRISHNAMURTHY; SINGH, 2011; NAJM, 2011; OVERMIER;
MURISON, 2013; RICARDO et al., 2013; ASMARI et al., 2014).

O consumo excessivo de alcool tem sido relacionado ao
desenvolvimento da ulcera péptica, bem como tem sido apontado como fator
responsavel pela mortalidade do individuo em decorréncia dessa doenga. Por
outro lado, pesquisas apontam que a ingesta moderada de alcool tem tido

pouca relacdo com o desenvolvimento da afeccdo. No entanto, estudos
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epidemioldgicos prospectivos continuam identificando o alcool como fator de
risco (OVERMIER; MURISON, 2013).

O etanol é um dos agentes ulcerogénicos que induz dano intenso a
mucosa gastrica por promover distirbios na microcirculagdo, isquemia,
producdo de radicais livres, liberacdo de endotelina, degranulacédo de
mastocitos, inibicdo de prostaglandina com decrescente producdo de muco
(PARK et al., 2004; ZHAO et al.,, 2009; ARAWWAWALA; ARAMBEWELA,
RATNASOORIYA, 2014).

Os individuos quando submetidos a condicdes de estresse fisicos
(trauma, dor, etc) ou psicologicos (ansiedade, inseguranca, mau
relacionamento social) podem ser acometidos de processos ulcerativos
(MINEKA; KIHLSTROM, 1978 apud KOOLHAAS et al., 2011). Estudos pré-
clinicos e clinicos tem demonstrado que o estresse psicol6gico aumenta o risco
de infeccao e colonizacao pelo H. pylori no esttmago (OVERMIER; MURISON,
2013). O estresse psicologico associado aos maus habitos alimentares, ingesta
de alcool, tabagismo e automedicacdo pode tornar a mucosa gastrica mais
vulneravel a lesdes e infeccao pelo H. pylori (OVERMIER; MURISON, 2013).

Os fatores estressantes (ansiedade, inseguranca, condicdes
socioeconbmicas, relacbes interpessoais, dentre outros) ativam o0 eixo
hipotalamico-pituitario-adrenal (eixo HPA) e a via simpaticomimética (BHATIA;
TANDON, 2005) alterando a circulacdo na mucosa gastrica, a liberacdo de
histamina pelos mastécitos estomacais, a producdo de &cido, transito e
motilidade estomacal afetando a integridade da mucosa gastrica (GUO et al.,
2009).

As Ulceras gastricas sdo mais frequentes em grupos de baixa condi¢céo
socioecondmica. Em geral estédo associadas a fatores relevantes como higiene
(aumentando o indice de infeccdo por H. pylori), tabagismo, alcoolismo
péssimas condi¢bes de trabalho e moradia, causando uma predisposi¢cdo ao
individuo (LEVENSTEIN, 1998; MCEWEN; LASLEY, 2003; OVERMIER,;
MURISON, 2013).

Pesquisas tem demonstrado que fumantes sdo mais susceptiveis ao
desenvolvimento de Ulceras pépticas. O habito de fumar esta associado a
deficiéncia do fluxo sanguineo da mucosa, aumento da secrecéo acido-péptica,
diminuicdo da producdo de muco e bicarbonato e aumento da producdo de

espécies reativas de oxigénio. O tabagismo também aumenta o risco de
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infeccdo pela bactéria H. pylori e aumenta o risco de ulceracdo associado ao
alcool e analgeésicos (PARASHER; EASTWOOD, 2000; MAITY et al., 2003;
VERMA, 2010; OVERMIER; MURISON, 2013).

Os anti-inflamatérios nao-esteroidais (AINES) estdo entre os
medicamentos mais prescritos no mundo, em fungdo dos seus efeitos sobre
processos inflamatorios e sobre a dor (LIM et al., 2014). Eles sdo considerados
cofator predisponentes ao desenvolvimento de Ulcera por estresse
(OVERMIER; MURISON, 2013). Esses agentes farmacoldgicos podem causar
efeitos nocivos ao trato gastrintestinal incluindo eroséo, ulceracdo, hemorragias
e perfuracdo. Esses medicamentos causam o desequilibrio entre os fatores
protetores e agressores da mucosa gastrica (OVERMIER; MURISON, 2013).

Muitos estudos tém investigado os mecanismos pelos quais os AINES
causam lesGes na mucosa gastrica. A deplecado de prostaglandinas enddgenas
(PGE,) ocasionada por inibicdo da via da cicloxigenase € conhecida por ser o
principal elemento patogénico no desenvolvimento dessas lesbes. Porém,
existem outros mecanismos além da prostaglandina incluindo ativacdo de
neutréfilos, hipermotilidade, geracdo de espécies reativas de oxigénio e
liberacdo de citocinas pré-inflamatérias (LEONG, 2009).

Outro fator atribuido as causas da Ulcera gastroduodenal € o H. pylori,
gue € uma bactéria gram-negativa encontrada no lumen superficial gastrico.
Essa bactéria induz inflamacao cronica na mucosa. A infeccéo é contraida nos
primeiros anos de vida via oral-oral e oral-fecal e persiste definitivamente, se
nao for tratada. A prevaléncia varia com a idade e outros fatores tais como a
condicdo socioecondmica nos diferentes paises (MARSHALL; WARREN, 1984;
EVERHART, 2000 apud MALNICK et al., 2014).

Para que possa infectar e colonizar a mucosa gastrica (antro gastrico), a
bactéria H. pylori dispde de fatores de viruléncia. Na colonizacao gastrica pode-
se citar como fatores importantes: os flagelos, a enzima urease e fatores de
adesao que sao codificados pelos genes BabA e BabB; por outro lado, existem
os fatores relacionados a formacao de lesbes na mucosa como o0s produtos da
urease, lipopolissacarideos, quimiocinas, citotoxinas (CagA e VagA), proteinas
pro-inflamatérias, proteinas do choque térmico (“heat shock protein” - HspA e
HspB), proteases que hidrolisam proteinas do muco e producédo de NO, todos
contribuindo para o desenvolvimento de lesGes nas células do hospedeiro
(KONTUREK et al., 2006).
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Essa bactéria se adapta ao ambiente hostil do estbmago. A alta
atividade da enzima urease produz amonia que é responsavel por manter um
microambiente neutro em sua volta. A bactéria H. pylori enfraquece a barreira
de muco no estbmago e duodeno, tornando-os sensiveis a a¢do do acido
estomacal. A presencga tanto da bactéria quanto do &cido irrita a mucosa e leva
a um processo de leséo ulcerativa (VERMA, 2010).

Varios mecanismos adicionais ja foram caracterizados na tentativa de
esclarecer as vias ulcerogénicas dessa bactéria. Dentre eles pode-se destacar
0 aumento na secrec¢do de gastrina e consequentemente da secrecdo acida,
aumento da expressao e liberacdo de citocinas pro-inflamatérias a exemplo da
interleucina 1B (IL-1B), interleucina 8 (IL-8) e fator de necrose tumoral a (TNF-
a), alteracdo na atividade secretora das células mucosas (produtoras de
muco/HCO3) e a qualidade de aderéncia da camada de muco, resultando em

gastrites agudas que evoluem para a Ulcera gastrica (VERMA, 2010).

2.3.2 Ulcera duodenal

A Ulcera duodenal acomete aproximadamente 10% da populagéo
mundial sendo de duas ou quatro vezes mais prevalente do que Ulcera gastrica
(CHOI et al.,, 2012). A Ulcera duodenal é mais presente em homens que
mulheres em uma proporgéo de 4:1 sendo mais prevalente em jovens ( JAIN et
al., 2007; GROENEN et al., 2009). A sua patogénese esta relacionada aos
fatores agressores incluindo Helicobacter pylori e o excesso de &cido e pepsina
culminando na perda da resisténcia da mucosa. Além disso, a producao
deficiente de bicarbonato também desempenha papel fundamental na
ulcerogénese duodenal (HOLLE, 2010).

Apesar de uma forte associacéo estabelecida entre Ulceras duodenais e
infecgdo pelo Helicobacter pylori, os mecanismos moleculares envolvidos no
desenvolvimento dessas Ulceras e na cura das mesmas permanecem pouco
esclarecidos. Os modelos animais de investigacdo da ulcera duodenal tem
fornecido informag¢des importantes sobre o inicio da doencga, eventos pré-
ulcerogénicos, alteracdes celulares e bioquimicas (KHOMENKO et al., 2009).

O modelo mais utilizado para investigar a Ulcera duodenal € o baseado
na inducdo de Ulcera por cisteamina, um composto aminotiol de baixo peso

molecular (HS-CH2-CH2-NH2, mercaptoetilamina) produto natural da coenzima
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A, presente em organismos desde a Drosofila até os humanos. Essa
substancia produz ulceras perfurantes no duodeno proximal de rato dentro de
24-48 h (SZABO, 1978; KHOMENKO et al., 2009). Os mecanismos
moleculares pelos quais a cisteamina induz as ulceracdes nao séo totalmente
compreendidos. Entretanto, estudos demonstraram que a cisteamina reduz a
biodisponibilidade da somatostatina, o que eleva os niveis de gastrina, com
subsequente aumento da secrecdo acida, diminuindo significativamente a
neutralizagdo de &cido no duodeno proximal e inibe o esvaziamento e a
motilidade gastrica (KHOMENKO et al., 2009).

2.3.3 Estresse oxidativo e a formacéo da Ulcera péptica

Espécies reativas de oxigénio (ROS) também referidas como
intermediarios reativos de oxigénio (ROI), sdo subprodutos do metabolismo
normal celular. Baixas e moderadas quantidades de ROS tem efeitos benéficos
em Varios processos bioldgicos incluindo a destruicdo de patdgenos invasores,
cicatrizacdo de ferimentos e processo de reparacdo tecidual
(BHATTACHARYYA et al., 2014). Entretanto, a geracdo desproporcional de
ROS acarreta desequilibrio e consequentemente sérios problemas a
homeostase corporal o que leva a ocasionar danos oxidativos teciduais
(BHATTACHARYYA et al., 2014).

As ROS sdo produzidas em resposta a radiacdo ultravioleta (UV),
tabagismo, consumo de alcool, ingesta de AINES, infeccdes, injurias por
isquemia-reperfusdo (I/R) e processos inflamatérios (VALKO et al., 2007;
BHATTACHARYYA et al., 2014).

O TGI € uma importante fonte geradora de ROS. Apesar da existéncia
de uma barreira de protecdo fornecida pela camada epitelial, substancias
ingeridas e patdogenos podem causar a inflamacdo no epitélio, ativando
neutrofilos e macréfagos que infiltram na mucosa gerando grandes quantidades
de espécies reativas de oxigénio e citocinas inflamatérias que contribuem ainda
mais para ocorréncia do estresse oxidativo. Varias condigbes patoldgicas,
incluindo as Ulceras gastroduodenais, o cancer e as inflamacdes crénicas como
as doencas inflamatérias intestinais surgem a partir da formacao excessiva de
ROS (BHATTACHARYYA et al., 2014).
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Todos os fatores ulcerogénicos levam a agregacao neutrofilica e danos
vasculares. Danos celulares e reducdo da angiogénese na mucosa gastrica
afetam a proliferacdo celular e induz a ulceragdo. As ROS aumentam a
peroxidacgéo lipidica, baixam os niveis de GSH o que pode afetar todo sistema
antioxidante para formacdo da lesdo gastrica (DAS; BANERJEE, 1993;
BHATTACHARYYA et al., 2014).

A Ulcera gastrica induzida por etanol esta associada ao aumento de O,
assim como, na isquemia-reperfusao sdo produzidas grandes quantidades de
O, e H,O, (BRIDGES; FU; REHM, 1985; MILLER, 1987; HERNANDEZ-
MURNOZ; MONTIEL-RUIZ; VAZQUEZ-MARTINEZ, 2000; MAITY et al., 2003
apud BHATTACHARYYA et al., 2014).

A exposicao do organismo a fatores indutores de ROS pode ativar uma
série de mecanismos de defesa. Os mecanismos protetores contra radicais
livres envolvem mecanismos preventivos e de reparo, defesas fisicas e
antioxidantes. O sistema enzimatico antioxidante inclui a superoxido dismutase
(SOD), glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e catalase (CAT).
A SOD e a CAT proporcionam a principal defesa antioxidante contra as ROS
(CADENAS, 1997; VALKO et al., 2007) (Figura 4).

Os antioxidantes ndo enziméaticos séo representados por acido ascoérbico
(vitamina C), tocoferol (vitamina E), glutationa (GSH), carotenoides, flavonoides
entre outros antioxidantes. Sob condi¢cdes normais, existe um equilibrio entre a
atividade e os niveis intracelulares destes antioxidantes. Esse equilibrio é

crucial para sobrevivéncia de um organismo saudavel (VALKO et al., 2007).
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Figura 4 Enzimas envolvidas na geracao e eliminacao de ROS
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As SOD séo enzimas que requerem cofatores metdlicos e catalisam a
dismutacédo do O, em O, e H,0O,. Sdo conhecidas trés isoformas dessa enzima
existentes em humanos (NOZIK-GRAYCK; SULIMAN; PIANTADOSI, 2005): a
citosdlica contendo cobre e zinco (Cu-Zn-SOD); a mitocondrial que requer
manganés (Mn-SOD) e a extracelular (Cu-Zn-SOD). De acordo com a Figura 4,
o O," formado na mitocéndria é dismutado em H,0; pela Cu-Zn-SOD presente
nos espacos intermembranares mitocondriais e pela Mn-SOD presente na
matriz mitocondrial (OKADO-MATSUMOTO; FRIDOVICH, 2001). O H,0O, pode
cruzar a membrana mitocondrial e ser eliminado pela catalase (POYTON;
BALL; CASTELLO, 2009). Tecidos intestinais inflamados apresentam os niveis
aumentados de todas essas isoformas, particularmente no epitélio
(KRUIDENIER et al., 2003).

A catalase € uma heme enzima. Entretanto, a catalase com manganés é
encontrada em procariécitos (ZAMOCKY; KOLLER, 1999). Sua funcgéo
antioxidativa estd em dismutar H,O, em H,O e O,. Esta enzima é encontrada
principalmente nos peroxissomos (SCHRADER; FAHIMI, 2006). Em humanos,

todos os Orgaos apresentam essa enzima (Figura 4). Alguns estudos afirmam
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que a funcéo da catalase nao é detoxificar H,O,, mas sim, proteger as células
da apoptose (NENOI et al.,, 2001). Entender o verdadeiro papel da catalase
ajudaria no desenvolvimento de estratégias terapéuticas mais eficazes para
doencas do TGI (BHATTACHARYYA et al., 2014).

As isoenzimas da GPx sao encontradas nos compartimentos
citoplasmaticos, mitocondriais e extracelulares. Essa enzima converte
glutationa reduzida (GSH) em glutationa oxidada (GSSH) e durante esse
processo reduz H,O, em H,O e hidroperéxidos lipidicos (ROOH)
correspondente a é&lcoois estaveis. A reacdo da GPx é acoplada a glutationa
redutase (GR) que mantém os niveis de GSH reduzidos (TOPPO et al., 2008)
(Figura 4).

A glutationa é abundante no citosol, nacleo e mitocéndria sendo o
principal antioxidante sollvel nesses compartimentos. O tripeptideo glutationa
reduzido (GSH) é o principal antioxidante tiol e tampao redox da célula
(MASELLA et al., 2005).

As principais funcbes de protecdo de glutationa contra o estresse
oxidativo sdo: (I) a glutationa é um cofator para varias enzimas desintoxicantes
contra O estresse oxidativo, por exemplo glutationa peroxidase (GPx),
glutationa-transferase e outros; (Il) a GSH participa do transporte de
aminoacidos através da membrana; (lll) por meio da acdo catalitica da
glutationa peroxidase o radical hidroxila é detoxificado; (IV) a glutationa é capaz
de regenerar 0os mais importantes antioxidantes, vitaminas C e E, fato este
relacionado com o estado redox da glutationa dissulfeto - glutationa conjugada
(GSSG / 2GSH) (PASTORE et al., 2003; VALKO et al., 2007).

Pode-se citar também o sistema tiorredoxina que é formado pela
tiorredoxina (TrX) e tiorredoxina redutase (TrXR). A TrX & uma oxirredutase
contento dissulfeto que modula a atividade redox de fatores transcricionais.
Esta presente no citoplasma, membranas, mitocondrias e espacgo extracelular
(KOHARYOVA; KOLAROVA, 2008). A TrX oxidada (TrX S-S) é reduzida por
uma flavoenzima TrXR e NADPH a sua forma ativa ditiol que elimina ROS e
ajuda a manter proteinas em seu estado reduzido (ARNER; HOLMGREN,
2000; LU; HOLMGREN, 2014).
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2.3.4 Cicatrizacdo da ulcera péptica

A cicatrizacdo € uma resposta a uma lesdo tecidual, aos processos
inflamatoérios nos 6rgdos internos ou a necrose celular em 6rgaos incapazes de
regeneragdo. E um processo complexo e orquestrado para o preenchimento
dos defeitos da mucosa, com células epiteliais e tecido conjuntivo, que envolve
a migracdo celular, a proliferacdo, a re-epitelizacdo, reconstrucdo glandular,
angiogénese (formacdo de novos vasos sanguineos a partir de vasos pré-
existentes) e deposicado de matriz. Todos estes processos sao controlados por
fatores de crescimento, citocinas, horménios e fatores de transcricdo que
atuam via autocrina e paracrina (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005;
TARNAWSKI; AHLUWALIA; K. JONES, 2012).

A estrutura da Ulcera gastrica consiste de uma margem a qual é formada
por tecido epitelial (mucosa nao necrotica adjacente) e tecido de granulacéo
formado por tecido conjuntivo (KANGWAN et al., 2014), conforme visualizado
na Figura 5.

No processo de cicatrizacdo gastrica, as células epiteliais proliferam e
migram a partir da margem para o tecido de granulacdo provocando a re-
epitelizacdo da base da Uulcera (Figura 5). Este processo é essencial na
formacdo de uma barreira epitelial continua, que protege o tecido de
granulacdo de lesdes provocadas por agentes quimicos, fisicos ou de
infeccbes. Além disso, células epiteliais pertencentes a base da margem da
Ulcera formam tubos que invadem o tecido de granulacdo, proliferam e migram
em direcdo a superficie, ramificam-se e transformam-se em glandulas géstricas
na cicatriz da ulcera (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES,
2012).

O processo de re-epitelizacao e reconstrucao das estruturas glandulares
sdo controlados por fatores de crescimento, incluindo o fator de crescimento
epitelial (EGF), fator de crescimento do hepatocito (FGH), fator de crescimento
ligado a insulina-1 (IGF-1) (Figura 5). Esses fatores atuam por meio da ligacao
aos seus receptores especificos (EGF a EGF-R) na superficie da célula, o que
provoca uma série de eventos intracelulares culminando na migracdo e
proliferacdo celular (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA; K.
JONES, 2012).
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O antigeno de proliferagdo celular (PCNA) é um cofator para enzima
DNA polimerase relevante para a sintese do DNA. Durante a diferenciacao
celular o PCNA é expresso em células em processo de proliferacdo, ocorrendo
em altos niveis a partir da fase G1 do ciclo celular. Seu pico ocorre na fase S,
com diminuigéo a partir da fase G2, apresentando-se muito baixos na fase M
assim como em células quiescentes (HUANG et al., 1994; MARTINEZ-LARA et
al., 1996).

Assim como os fatores de crescimento, a prostaglandina gerada a partir
da ativacdo da cicloxigenase-2 (COX-2) e outras citocinas (TNF-a e IL-1B)
produzidas localmente pelas células em regeneracdo agem de maneira
ordenada e integrada para promover a cicatrizacdo (TARNAWSKI et al., 1992;
TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

O tecido de granulacdo desenvolve-se na base da Ulcera de 48-72 h
apos a ulceracdo (Figura 5) e consiste de células proliferativas do tecido
conjuntivo (macroéfagos, fibroblastos e células endoteliais, responsaveis pela
formacdo de microvasos no processo de angiogénese). A migracdo de
fibroblastos para o tecido de granulacdo e sua proliferacdo é desencadeada por
fatores como TGFB, PDGF, EGF, FGF e citocinas (TNF-a, IL-18 e IL-8)
derivadas de células inflamatérias e endoteliais (Figura 5) (TARNAWSKI;
JONES, 1998; TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA; K. JONES,
2012).

O tecido de granulacao € um componente importante para o processo de
cicatrizacdo da Ulcera porque fornece células do tecido conjuntivo (necessarias
na sintese de matriz extracelular para restaurar a lamina) e mais importante, 0s
microvasos essenciais para a restauracdo da microvasculatura dentro da
cicatriz (TARNAWSKI; AHLUWALIA; K. JONES, 2012).

A matriz extracelular € composta por proteinas estruturais fibrosas, tais
como os colagenos e elastina, glicoproteinas adesivas incluindo fibronectina e
laminina e um gel amorfo composto de proteoglicanos e acido hialurénico
(TARNAWSKI; AHLUWALIA; K. JONES, 2012). A substituicdo de tecido de
granulagao por tecido conjuntivo (fibrose) envolve mudancas na composicao da
matriz extracelular. Os fatores de crescimento que estimulam a sintese de
colageno e outros componentes do tecido conjuntivo também modulam a
sintese e ativam as metaloproteinases, enzimas que degradam esses
componentes (TARNAWSKI, 2005).
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As metaloproteinases (MMPs) sdo um grupo de enzimas dependentes
de zinco que digerem especificamente colageno e outras moléculas da matriz.
As MMPs sdo produzidas por varias células como fibroblastos, neutrdfilos,
macréfagos e células epiteliais (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Em
condicbes de inflamagdo cronica a secrecdao de MMPs contribui
substancialmente para destruicao dos tecidos estromais (tecido de sustentacéo
de um 6rgao) (OKABE; AMAGASE, 2005).

Uma vez ativadas, as MMPs sao rapidamente controladas por inibidores
especificos de metaloproteinase (TIMPS), que sdo produzidos por células
mesenquimais, prevenindo assim a acao descontrolada dessas proteinases.
Eles sdo essenciais na remodelacdo de tecido conjuntivo necessario para a
reparacéo e formacéo de cicatriz (CALABRO et al., 2004; TARNAWSKI, 2005).

Figura 5 Representacao da lesdo na mucosa gastrica
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A angiogénese € essencial para a restauracdo da microcirculacao
sanguinea na mucosa e é, portanto, fundamental na oxigenacéo e na nutricao
da mucosa (TARNAWSKI et al., 1992; PAI et al.,, 1998, 2002; TARNAWSKI,
2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2012; TARNAWSKI; AHLUWALIA,
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2012). A angiogénese envolve: 1-degradacdo das membranas da capilaridade
basal pelas metaloproteinases; 2-migracdo e proliferacdo das células
endoteliais para o espaco perivascular; 3-formacéao dos tubos microvasculares
seguidas de anastomose; 4- estabelecimento de uma lamina basal, e 5-
formacao da rede de capilares (S. TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

O crescimento do tecido de granulacdo e a geracdo de novos
microvasos por meio da angiogénese sao estimulados por bFGF, VEGF, PDGF
e angiopoietinas e possivelmente outros fatores de crescimento como IL-1(3 e
TNF-a (Figura 5). O principal mecanismo subjacente a ativacdo dos fatores de
crescimento angiogénicos e expressao de seus receptores é a hipdxia, que
ativa o fator de transcricdo induzivel pela hipoxia (HIF-1a), que por sua vez
supra regula a expressao transcricional do VEGF aumentando sua producgéo e
por consequéncia angiogénese (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI;
AHLUWALIA, 2012).

As prostaglandinas desempenham um papel importante na qualidade da
cicatrizacdo da Ulcera visto que participam da regulacdo da secrecdo acida e
manutenc¢ao da integridade da mucosa (KANGWAN et al., 2014).

As prostaglandinas exdgenas revertem a recorréncia de Ulcera, da
resposta inflamatéria, do retardo na cicatrizacdo e defeitos na angiogénese
(KANGWAN et al., 2014). Foi observado que o aumento da expressao da
cicloxigenase 2 (COX-2) acarreta a producdo da prostaglandina E; e isso esta
diretamente correlacionado com o aumento da proliferacdo celular e dos
fatores de crescimento (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2012).

O resultado final do processo de cura da Ulcera péptica reflete uma
interacdo dinamica entre os componentes epiteliais a partir da zona de cura, a
margem da Uulcera e os componentes do tecido conjuntivo (incluindo
microvasos) originario do tecido de granulagéo, assim como, a partir de células
derivadas da medula 6ssea atraidas para o local de lesdo (KANGWAN et al.,
2014).

O modelo de Ulcera induzido por acido acético em ratos € uma
importante metodologia para avaliar a atividade cicatrizante de drogas testes. O
processo de cicatrizagcdo, nesse modelo, consiste na proliferagcdo do tecido
conjuntivo da base da Ulcera e regeneracdo da camada epitelial da borda da

lesdo. Portanto, a cicatrizacdo da lesdo promovida por agentes terapéuticos
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estimula a re-epitelizacdo ou a granulacao do tecido estomacal e assim acelera
o processo (OKABE; AMAGASE, 2005).

2.3.5 Epidemiologia da ulcera péptica

A Ulcera péptica tende a apresentar um curso cronico remitente com
relacdo imperfeita entre os sintomas e a presenca de uma lesédo ulcerativa.
Este fato conduz a uma limitagcdo na capacidade de documentar com precisao
a sua incidéncia e prevaléncia. Fazer um levantamento preciso exige técnicas
dificeis, tais como pesquisas endoscopicas de base populacional de alto custo
(NAJM, 2011). O dnico estudo publicado com esta abordagem relatou uma
prevaléncia de 4,1% de Ulceras pépticas (2% para Ulceras gastricas e 2,1%
para ulceras duodenais) (ARO et al., 2006).

A Ulcera péptica apresenta-se como uma das doencas mais prevalentes
(aproximadamente 10% da populacdo mundial) no mundo, seguida pelas
doencas inflamatdrias intestinais (colite ulcerativa e doenca de Crohn) (KOMEN
et al., 2008; CASALI et al., 2012)

A Ulcera duodenal é mais prevalente nos paises ocidentais e as Ulceras
gastricas prevalecem nos paises do oriente. No Brasil a real incidéncia da
Ulcera péptica é estimada em cerca de 1 a 20% (BERSTAD; BERSTAD, 1993;
D’ACAMPORA et al., 2008; CASTRO et al., 2009), isso devido a subnotificacédo
existente no Brasil.

Com relacdo ao acometimento por género pode-se citar taxas de
aproximadamente 11 a 20% para os homens e 8 a 11% para as mulheres,
tendo uma proporcao de 3:1 do género masculino para o feminino em Ulceras
duodenais e 2:1 para as ulceras gastricas (LIU; CRAWFORD, 2005).

Existe uma maior incidéncia de Ulcera gastrica em idosos por serem 0S
maiores usuarios dos AINEs (destacando-se o acido acetilsalicilico) (SUNG;
KUIPERS; EL-SERAG, 2009). Alem disso, tem sido observado que a infeccao
por H. pylori € uma relevante causa para o desenvolvimento da Ulcera péptica.
Tal bactéria esta presente em aproximadamente 25% dos adultos nos paises
mais desenvolvidos e ultrapassa 80% nos paises em desenvolvimento. Apesar
disso, apenas 15% das pessoas infectadas desenvolvem a Ulcera péptica em
algum momento de sua vida (MAJUMDAR; BEBB; ATHERTON, 2011). A
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infecc@o esta se tornando menos frequente nos paises desenvolvidos, assim, 0

uso de AINEs é apontado como a causa mais comum da lesdo (NAJM, 2011).

2.3.6 Terapéutica da Ulcera péptica

O tratamento da doenca ulcerosa péptica no homem consiste na
cicatrizacdo das lesdes ulcerativas. Todos o0s procedimentos terapéuticos
devem incluir o controle dos fatores de risco relacionados ao desenvolvimento
da doenca como interrupcdo do uso de cigarros, evitar 0 estresse, 0 USO
continuo de AINES e abuso de alcool (NAJM, 2011).

A terapéutica da Ulcera gastrica esta centrada no controle da secrecéo
acida gastrica ou no fortalecimento dos fatores protetores da mucosa
gastroduodenal (AIHARA et al., 2003). Entre as classes de farmacos que
compde a histéria da terapéutica da Ulcera péptica encontra-se os antiacidos,
0S antagonistas muscarinicos M; 0s antagonistas do receptor H, e mais
recentemente, os inibidores da bomba de prétons e os agentes citoprotetores
(Figura 6) (VERMA, 2010).

Figura 6 Terapéutica da Ulcera péptica
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Os antiacidos sao utilizados no intuito de neutralizar o 4cido estomacal.
Os sais de magnésio, aluminio, o bicarbonato de sédio e carbonato de calcio
sdo mais utilizados. Essas drogas elevam de forma rapida e transitéria o pH
intragastrico auxiliando o tratamento das Ulceras (RANG et al., 2012). Devido
aos seus efeitos adversos (diarreia, prisao de ventre, interferéncia na absorcao
de drogas e raros disturbios acido-base) e por acarretar interacdes
medicamentosas, esses medicamentos sdo raramente utilizados como terapia
priméria nos transtornos ocasionados pela acidez gastrica (SCHUBERT;
PEURA, 2008).

Com o objetivo de inibir a secrecdo &acida gastrica, surgiram o0s
antagonistas muscarinicos (pirenzepina e telenzepina). Entretanto, fatores
como, baixa eficacia e efeitos colaterais acentuados (taquicardia, secura na
boca, cefaléia e confusdo mental) tornaram o uso dessas drogas pouco usual
(HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

O desenvolvimento dos antagonistas para os receptores H, da histamina
surgiram como forma de inibir completamente a interagdo da histamina com os
receptores H, reduzindo assim, o volume e a concentracdo de ions H * do suco
gastrico. O uso dessas drogas levou a uma importante mudanca na terapéutica
da ulcera, diminuindo os indices de cirurgias em até 80% (ARO et al., 2006).

O tratamento foi aperfeicoado com a introducéo dos inibidores de bomba
de prétons (IPPs). Embora os antagonistas H, fossem eficazes na reducdo da
secrecdo acida, com um tratamento que conduz uma cura de 80 a 90%, eles
nao impediam que a gastrina e a estimulacdo vagal pudesse ainda induzir a
secrecdo de acido pelas células parietais (NAJM, 2011)

A H'/K*-ATPase situada na membrana apical da célula parietal gastrica
proporciona um efeito comum para a via da secrecao acida e € completa e
irreversivelmente inibida pelos inibidores de bomba levando a cicatrizagdo mais
rapida quando comparado aos que utilizam somente antagonistas dos
receptores H, (LEONG, 2009; NAJM, 2011)

O manejo de pacientes com Uulcera péptica requer deteccdo e
erradicacdo da infeccdo por H. pylori e a administracdo da terapia
antissecretéria. Em geral a terapia triplice (IPP + claritromicina + azitromicina)
durante 14 dias tem sido demonstrada ser mais eficaz na erradicacdo de H
pylori (MALFERTHEINER et al., 2007; LUTHER et al., 2010).
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Apesar dos grandes avancos na terapéutica da Ulcera gastrica e
duodenal nos ultimos anos com o desenvolvimento de novos farmacos, ainda
existem fatores limitantes quanto a eficacia, producdo de efeitos adversos e
alta taxa de recorréncia de Ulcera péptica (40-80 %) um ano apds o tratamento
com os antagonistas dos receptores H, e os inibidores da bomba de prétons
(IPPs) (SZABO; VINCZE, 2000). Por isso, torna-se importante investir na
pesquisa de novos alvos terapéuticos, a exemplo de produtos naturais, em
especial plantas medicinais, na perspectiva de garantir alta eficacia, poucos

efeitos colaterais e auséncia de recidiva.

2.4 Doencas Inflamatérias Intestinais

2.4.1 Fisiopatologia das doencas inflamatdrias intestinais

2.4.1.1 Etiologia

As doencas inflamatorias intestinais (DIl) sdo desordens cronicas do
trato gastrintestinal (TGI) caracterizadas por periodos alternantes de remissao
e recidiva (LOFTUS; SANDBORN, 2002). Essas doencas constituem um
grande grupo de desordens inflamatérias, entretanto, as mais comuns sao
Doengca de Crohn (DC) e Retocolite Ulcerativa (RCU) (HENDRICKSON;
GOKHALE; CHO, 2002; YEN; PARDI, 2012).

A doenca de Crohn (DC) pode afetar qualquer parte do trato
gastrintestinal e apresenta como sintomas classicos a fadiga, diarreia
prolongada (com ou sem sangramentos), dor abdominal, perda de peso e febre
(KONDAMUDI et al., 2013; WALLACE et al., 2014). Essa doenca pode afetar
todos os segmentos do TGI, com lesdes descontinuas, acometendo mais
comumente a porcgéo do ileo terminal. Sua anatomia patologica é caracterizada
por agregados linfoides transmurais, ndo necroticos, fibrose, espessamento da
parede intestinal, ulceracbes e fissuras como é possivel visualizar Figura 7A e
Tabela 1.
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Figura 7 Diferengas entre a Doenca de Crohn e a Colite Ulcerativa
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Fonte : Adapatado de http://www.pathology.com.br/

A DC pode ser diferenciada em trés fendtipos: o inflamatério (mais
comum), a fistulizante e a estenosante. O tipo fistulizante € mais frequente em
povos hispanicos do que em caucasianos ou afro-americanos (LANGHOLZ,
2010). A forma estenosante pode ser a mais sutil em desenvolvimento, com um
curso de longo tempo. A funcao intestinal apresenta-se relativamente normal
antes do surgimento de dor, inchaco e obstrucdo (PALMON; MAYER, 2006).

A retocolite ulcerativa (RCU) é um tipo de inflamac&o continua restrita ao
colon. Entretanto, todo o intestino grosso pode ser afetado conforme descrito
na Figura 7B e na Tabela 1 (LANGHOLZ, 2010). E caracterizada por
inflamacdes e ulceragbes somente nas paredes da mucosa e submucosa do
coOlon, abscessos de criptas, deplecdo de mucina e distor¢cdo glandular (CHO;
ABRAHAM, 2007). Pacientes acometidos apresentam sintomas como
sangramento retal, evacuacoes frequentes, tenesmo, descarga de muco retal e
dor abdominal (WALLACE et al., 2014).
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Tabela 1 Caracteristicas diferenciais entre DC e a RCU (CHO; ABRAHAM,
2007)

Doenca de Crohn Retocolite ulcerativa
Desde a boca até o anus Reto +/-célon
Distribui¢cdo descontinua Distribui¢céo continua

Transmural (afeta todas as camadas Afeta apenas a mucosa e submucosa
do intestino)

Fistulas e estenose intestinais Estenoses intestinais infrequentes

frequentes

Anatomia patoldgica Anatomia patoldgica
Granulomas Abcessos de criptas
Agregados linfoides Deplecédo de mucina
Fibrose Distorgao glandular

A etiologia das DIl ainda ndo esta totalmente esclarecida, no entanto,
acredita-se que fatores ambientais, genéticos e imunoldgicos assim como a
utilizacdo de algumas drogas tem um papel importante na ocorréncia e
progressao das DIl (DHARMANI; CHADEE, 2008; KONDAMUDI et al., 2013).

Modelos emergentes no estudo da patogénese da DIl sugerem trés
fatores essenciais para o desenvolvimento da doenca: 1- a quebra na funcéo
de barreira intestinal; 2- a exposi¢cao do conteudo luminal as células imunes da
lamina prépria; e 3- a exacerbacdo da resposta imunolégica. Entretanto, ndo
esta claro o fator responsavel pelo inicio e perpetuacdo do ciclo que leva a
exacerbacdo da doenca (CLAYBURGH; SHEN; TURNER, 2004;
GROSCHWITZ; HOGAN, 2009).

A combinacdo de fatores genéticos e ambientais provocam alteracdes
na funcdo de barreira da mucosa intestinal permitindo a translocacéo de
antigenos luminais (bactérias comensais ou produtos microbianos) para dentro
da parede intestinal. Isso leva a ativacdo de células imunes e excessiva
producdo de citocinas, causando a fase aguda da inflamacg&o. Se o processo
inflamato6rio agudo nao for resolvido por mecanismos anti-inflamatorios e de
supressdao de citocinas pro-inflamatérias, desenvolve-se a inflamacao intestinal
cronica. Tal fato pode acarretar destruicdo dos tecidos e complicacdo da

doenca (NEURATH, 2014), conforme demonstrado na Figura 8.
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Figura 8 Patogénese das Doencas Inflamatérias Intestinais
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2.4.1.2 Fatores Genéticos

As DIl ocorrem em individuos geneticamente susceptiveis a uma
resposta imune anormal aos microrganismos da flora intestinal. A desregulacao
nas respostas imune inata e adaptativa ativa as vias imunologicas que
contribuem para uma resposta inflamatéria acentuada em pacientes
acometidos. Também é importante ressaltar que fatores genéticos determinam
a composicdo da microflora e sdo responsaveis pela manutencdo da
homeostase intestinal (GEREMIA et al., 2013).

Os genes de susceptibilidade estdo associados com funcdes de defesa

do organismo, incluindo a barreira epitelial (funcdo das células epiteliais), a
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resposta imune (imunidade inata e regulacéo das células T, B e T regulatérias)
e as respostas celulares (autofagia e estresse do reticulo endotelial) (Figura 9)
(HISAMATSU et al, 2013). As variantes genéticas que conferem
susceptibilidade a DC sdo primariamente relacionadas a imunidade inata,
autofagia e fagocitose (XAVIER; PODOLSKY, 2007). Para retocolite ulcerativa
as variantes genéticas sao principalmente relacionadas para funcao de barreira
(CORRIDONI; ARSENEAU; COMINELLI, 2014).

Recentemente foram identificados varios genes de susceptibilidade as
doencas inflamatdrias intestinais. MutacGes genéticas em loci de receptores do
tipo NOD2 (dominio de ligacdo da oligomerizacao de nucleotideos 2) (também
chamado de CARD15 ou IBD1) e intelectinas 1 (ITLN1) afetam as células
imune inatas danificando suas fungbes, 0 que pode causar mudancas na
microflora intestinal (CADWELL, 2010; HISAMATSU et al., 2013; SOBCZAK et
al., 2014) (Figura 9). Outros genes como E-cadherin, Muc2, IRGM e MDR1

também estéo envolvidos no desenvolvimento das DIl (MUISE et al., 2009).

Figura 9 Genes de susceptibilidade ao desenvolvimento de Doencas
Inflamatérias Intestinais
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2.4.1.3 Fatores ambientais

Dentre os fatores ambientais envolvidos no desenvolvimento das DIl
pode-se citar a dieta, o tabagismo, farmacos, fatores geograficos, sociais,
dentre outros (DANESE; SANS; FIOCCHI, 2004).

A dieta quando pobre em proteinas, frutas e legumes e rica em gordura
animal e acUcar pode constituir um fator de risco significativo para o
desenvolvimento da DIl (SAKAMOTO et al., 2005; JANTCHOU et al., 2010).

O tabagismo parece ter um efeito divergente nas duas formas de DI,
causando protecdo na RCU e aumentando os riscos para DC (SILVERSTEIN
et al.,, 1989). Os diferentes impactos do tabagismo nessas doencas estédo
relacionados ao duplo efeito da nicotina sobre os intestinos delgado e grosso
(COSNES, 2004; MCGRATH; MCDONALD; MACDONALD, 2004; HIGUCHI et
al., 2012).

Na doenca de Crohn como consequéncia do tabagismo foi observado
um aumento no influxo de neutréfilos para mucosa intestinal, resultando em
aumento das ROS assim como diminui¢do da producdo da IL-10, uma citocina
anti-inflamatoria, no intestino delgado (ELIAKIM; KARMELI, 2003; COSNES,
2004) Esses fatores provocam o agravo na evolucédo da doenga, promovendo
aumento de fistulas e estenoses bem como a necessidade de utilizacdo de
corticosteroides e realizagdo de processos cirdrgicos (COSNES, 2004;
HIGUCHI et al., 2012). Os beneficios na colite ulcerativa sdo provenientes do
aumento na producdo de muco, reforco na barreira epitelial intestinal,
decréscimo na producado de citocinas pro-inflamatérias e do 6xido nitrico (NO)
(COSNES, 2004).

Tem sido relatado que o estresse psicologico € capaz de aumentar a
expressao das DIl por desencadear ou aumentar a cascata inflamatoria por
meio da interagdo neuro-imunoldgica. A ativagdo do eixo hipotalamo-hipofise-
adrenal (HPA) inibe o sistema imune e danifica as fun¢des digestivas induzindo
uma reacado inflamatéria em pacientes com DIl (MAWDSLEY; RAMPTON,
2005). Além disso, observa-se uma diminuicdo dos microrganismos que atuam
de forma benéfica. Essas mudancas levam a distlirbios no ambiente e na
microflora intestinal, o que causa um processo inflamatério (SODERHOLM;
PERDUE, 2001; TRIANTAFILLIDIS; MERIKAS; GIKAS, 2013).
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No estresse oxidativo, leucdcitos polimorfonucleares, assim como
linfécitos T e B acumulam-se no intestino no intuito de erradicar o patégeno,
gerando o aumento na quantidade de ROS (radical hidroxila, superdoxido)
(SOBCZAK et al., 2014) o que pode provocar despolimerizacdo do muco nas
células do intestino grosso, erradicando a sua protegdo natural.
Simultaneamente, ocorre a liberacdo de quantidades significantes de proteases
(elastase, colagenase e catepsina G) o que leva a quebra de conexdes
intercelulares e ocasiona danos ao epitélio intestinal e aumento da infiltracédo
bacteriana para lamina propria intestinal, estimulacdo das células T e
superproducao de citocinas pro-inflamatorias (INF-y, TNF-a, IL-1B e IL-6) que
agravam a doenca inflamatoria intestinal (KUNO et al., 2002; DEMAUDE et al.,
2006; FURLAN et al., 2006; SOBCZAK et al., 2014).

O uso continuo de AINES, contraceptivos orais ou antibidticos esta
associado com o aumento do risco para DIl (KONDAMUDI et al., 2013). Os
AINES agem inibindo a cicloxigenase (COX) e consequentemente a reducao
na producdo de PGE; (protetora da mucosa intestinal). Além disso, a sua
circulagdo éntero-hepética danifica os fosfolipidios de membrana levando a
perda da sua integridade e aumento da permeabilidade intestinal (CIPOLLA et
al., 2002). O uso de contraceptivos orais, por sua vez, pode afetar a evolucéo
das DIl por acarretar eventos tromboembdlicos e efeitos imunomoduladores
relacionados a supressao do fator nuclear kB (NF-kB) (ALSTEAD, 1999;
EVANS et al., 2001). Os antibiéticos, a exemplo do metronidazol, podem alterar
a microbiota intestinal e contribuir para o desenvolvimento da DIl enquanto que
a penicilina ndo estad relacionada a essa doenca (SHAW; BLANCHARD;
BERNSTEIN, 2010).

As DIl sdo mais frequentes depois de casos de infeccdes
gastrintestinais. As concentragfes bacterianas aumentam progressivamente
com a severidade da doenca tanto no colon inflamado quanto no ndo inflamado
(SWIDSINSKI et al., 2002; GARCIA RODRIGUEZ; RUIGOMEZ; PANES, 2006).

Varios estudos conduzidos em pacientes e modelos animais tem
mostrado o papel central de bactérias na patogénese das DIl. A microflora
intestinal de pacientes com DC exibe uma relativa caréncia de Firmicutes e
Bacteroidetes e uma super-representacdao de Enterobacteria. A reducéo de
Clostridium spp e aumento de Escherichia coli tem sido relatado para RCU
(ECKBURG et al., 2005; FRANK et al., 2007). Além disso, existe um forte
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aumento de E. coli associado a mucosa no ileo e colon, particularmente em
pacientes com DC, sugerindo o seu papel patogénico (BARNICH;
DARFEUILLE-MICHAUD, 2007). Véarios outros microrganismos como Listeria
monocytogenes, Chlamydia tracomatis, Escherichia coli, Citomegalovirus,
Saccharomyces cerevisiae, além de outros, tém sido propostos como agentes
etiologicos nas DIl (KAMADA et al., 2013).

A reatividade imunoldgica sistémica contra antigenos é observada na
maior parte dos pacientes. A flagelina bacteriana € demonstrada como
antigeno dominante (LODES et al., 2004; TARGAN et al., 2005). Em condi¢fes
normais ha uma relacédo equilibrada e tolerante entre a microbiota intestinal e o
sistema imune que na DIl é perdida por motivos ainda ndo esclarecidos
(MACPHERSON; HARRIS, 2004; KELLY; CONWAY; AMINOV, 2005). No
entanto, a descoberta de que a DC € geneticamente associada a mutac¢des do
gene NOD2/CARD15, cujo produto é uma proteina citoplasmatica
reconhecedora de bactérias, demonstram defeitos nos mecanismos de
reconhecimento bacteriano (GIRARDIN; HUGOT; SANSONETTI, 2003).

2.4.1.4 Fatores imunoldgicos

Em condicdes fisioldgicas, o trato gastrintestinal encontra-se em
continuo estado de leve inflamacg&o, sendo o sistema imune responsavel tanto
pela manutencdo do estado anérgico (perda de resposta frente a alguns
antigenos que normalmente ocorrem na flora comensal) quanto no controle dos
mecanismos regulatérios (SOBCZAK et al., 2014).

Pacientes que falham na resolucdo do processo inflamatério agudo
desenvolvem inflamacé&o crénica que é induzida por ativacdo descontrolada do
sistema imune da mucosa (NEURATH, 2014). Estudos tém demonstrado que
tanto as respostas imunes inatas quanto as adaptativas, contribuem para o
processo inflamatdrio alterado no intestino de pacientes com DII.

As respostas (inata e adaptativa) envolvem a participacdo das ceélulas
epiteliais do intestino, macréfagos, células dendriticas, células natural Killer
(NK), células linféides inatas e células T e B (HISAMATSU et al., 2013).

A quebra da homeostase e a ativacdo prolongada da resposta imune
local no intestino levam ao aumento na producdo de citocinas e quimiocinas

responsaveis pela ativacdo da resposta humoral ou celular, cronificando o
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processo inflamatério no trato gastrintestinal e estimulando as DIl (KOELINK et
al., 2012).

A mucosa de pacientes com DC estabelecida apresenta predominancia
de linfocitos CD4" com o fendtipo Thl, caracterizada pelo aumento na sintese
de TNF-a e INF-y. Em contraste, a mucosa dos pacientes acometidos com
RCU pode ser dominada por linfécitos CD4+ do tipo Th2, caracterizado pela
producdo de TGF-B e IL-5. Os linfocitos Thl7 também desempenham
importante papel, ocorrendo sua proliferacdo em resposta a interleucina proé-
inflamatéria IL-23 (HISAMATSU et al., 2013).

2.4.2 Respostas imunes nas Doencas Inflamatdrias Intestinais

O sistema imunoldégico intestinal enfrenta uma tarefa muito delicada,
proporcionar uma resposta imune rapida e eficaz contra bactérias patogénicas
e manter a tolerancia em relacdo aos alimentos e antigenos bacterianos da
microbiota. Pequenos desequilibrios podem ser suficientes para resultar em
respostas inflamatdrias exacerbadas, culminando em uma inflamag&o crénica
intestinal (GEREMIA et al., 2013). Essa doenca cronica e recidivante pode
resultar de um defeito na resposta imune inata da mucosa tais como
integridade da barreira epitelial, sensibilidade microbiana inata e autofagia
(KAMADA et al., 2008).

2.4.2.1 Imunidade inata na DlI

O sistema inato € a primeira linha de defesa contra patogenos. E
conhecido por promover uma resposta protetora imediata frente as infecgoes,
além de iniciar a resposta imune adaptativa. Esse sistema néo é especifico e
nao confere memdria imunolégica, sendo constituido pela barreira epitelial,
macrofago, monacitos, células dendriticas (DCs), células natural killer (NK),
eosinofilos e basofilos (GEREMIA et al., 2013; WALLACE et al., 2014) (Figura
10).
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Figura 10 Resposta imune inata no intestino
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As células do sistema imune inato atuam de forma sincronizada para
iniciar a inflamacdo pela secrecdo de citocinas, quimiocinas e agentes
antimicrobianos. Estes fatores levam a fagocitose de células infectadas e
microrganismos, apresentacdo de antigenos e ativacdo do sistema imune
adaptativo (GEREMIA et al., 2013; WALLACE et al., 2014).

A sensibilidade a antigenos microbianos pelas células imunes inatas e
células epiteliais € mediada por receptores de reconhecimento padrdo (PRRS)
que reconhecem padrées moleculares associados ao patégeno (PAMPS). Os
PRRs incluem receptores TLR (receptores toll-like) bem como receptores
intracelulares com dominio de ligacédo a nucleotideos e oligomerizacdo (NOD).
A cascata de sinalizacao PRR resulta em ativagéo do fator nuclear kB (NF-kB)
e producédo de mediadores pro-inflamatorios (Ex: TNF-a e IL-1B) assegurando
uma resposta inata efetiva contra patogenos (GEREMIA et al., 2013).

As vias de sinalizacdo TLR induz a producdo de citocina pro-
inflamatodrias (TNF-a e IL-1B), moléculas antimicrobianas e também afetam a
integridade epitelial (MEDZHITOV et al., 1998; ABREU; ARDITI, 2004;
HISAMATSU et al., 2013).

As células epiteliais intestinais (IEC) desempenham um papel de barreira

para prevenir a invasao de patdgenos e o influxo de antigenos. Além disso, tais
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células produzem mucinas e fatores trefoil (TFF) que s&o importantes
componentes da parede de muco que recobre a superficie do limen intestinal.
Pode-se destacar também a producéo de peptideos antimicrobianos que fazem
parte do mecanismo classico da imunidade inata (HISAMATSU et al., 2013).

As IEC podem sofrer alteragcdes no seu funcionamento, devido as DII.
Essas células tem a capacidade de apresentar antigenos. Em condi¢cGes
normais estimulam células supressoras, entretanto nas DII, ativam e amplificam
0 processo inflamatério intestinal. Pode-se citar também que pelo fato de
expressar inapropriadamente moléculas co-estimulatérias, aumentam seus
precursores inflamatdrios na inflamacao intestinal. Portanto, as IEC possuem
relevancia na patogénese da DIl, que precisa ser melhor esclarecida
(NAKAZAWA et al., 2004; DANESE; FIOCCHI, 2006).

As células de Paneth localizadas na parte inferior da cripta possuem
granulos intracelulares que produzem peptideos antimicrobianos (Ex: a-
defensina). Quando esses peptideos antimicrobianos funcionam de maneira
anormal, alteram a microbiota intestinal e entdo participam do desenvolvimento
da DC (UEHARA et al., 2007) (Figura 10).

Células do sistema imune inato tais como as células dendriticas e
macrofagos assim como células epiteliais e miofibroblastos também podem
reconhecer padrées moleculares associados a patogenos (PAMPS). No
intestino, a atividade dessas células € regulada por varios mecanismos que
quando iniciados de forma inadequada e excessiva levam ao desenvolvimento
da inflamacdo intestinal (KAYAMA; TAKEDA, 2012; GEREMIA et al., 2013).

As células dendriticas (DCs) intestinais estdo envolvidas na
apresentacao antigénica e ativacao dos linfocitos T e B o que podem contribuir
para a inflamacdo por meio da producdo de citocinas pro-inflamatorias. A
ativacdo das DCs intestinais é pré-requisito para ativacdo das células T que
sao cruciais para DIl (KELSALL; LEON, 2005). O tipo de mediador que as DCs
produzem determinara o subtipo de célula T efetora a ser ativada (Thl, Th2 ou
Th17) (VAN LIEROP et al., 2009).

Na doenca inflamatoria intestinal, a ativagdo das células dendriticas
ocorre por meio da ativagcdo de receptores Toll like (TRL) 2 e 4. Esses
receptores reconhecem produtos bacterianos e modulam a producédo de
interleucina (HART et al., 2005).
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Os macrofagos sdo os principais fagocitos mononucleares teciduais
residentes e tem importante papel no reconhecimento e eliminacdo bacteriana,
assim como, no direcionamento da imunidade inata e adaptativa. Além disso,
também sdo importantes para manutencdo da homeostase visto que interferem
na inflamacéao via producéo de citocinas anti-inflamatoérias como IL-10 e TGF-3
(MOSSER, 2003; MANTOVANI et al., 2004; GORDON; TAYLOR, 2005).

Foi relatado que macrofagos intestinais possuem fungbes imuno-
regulatérias. Em contraste aos macrofados esplénicos, os macrofagos
intestinais ndo expressam receptores da resposta inata, embora essas células
mantenham suas funcdes fagociticas e bactericidas, além de n&o produzirem
citocinas pro-inflamatérias em resposta a varios estimulos, incluindo
componentes bacterianos (ROGLER et al., 1998; SMITH et al., 2001).

A homeostase imunoldgica no intestino é quebrada quando a funcéo dos
macrofagos esta desregulada, podendo resultar em inflamacédo cronica
intestinal (SMYTHIES et al., 2005; KAMADA et al., 2009). Estudos relatam que
0 numero de macréfagos CD4" estdo aumentados em pacientes com DC e
produzem grandes quantidades de citocinas colitogénicas incluindo IL-6, IL-23
e TNF-a frente a bactérias comensais quando comparado aos individuos
saudaveis (KAMADA et al., 2008).

Além disso, a IL-23 derivada de macrofagos de intestinos humanos pode
aumentar a diferenciacdo de células T produtoras de IL-17 e INF-y, sugerindo
que os macrofagos desempenham importante papel na resposta imune inata
anormal e consequente desenvolvimento de DIl (KAMADA et al., 2008, 2009;
LEE et al., 2009; AHERN et al., 2010).

Os mondcitos ajudam na defesa frente a patdogenos (T. spiralis e N.
brasiliensis) por produzirem proteases e recrutam neutréfilos e eosindfilos para
0 intestino, aumentando a permeabilidade vascular (BISCHOFF; KRAMER,
2007). Essas células também contribuem para homeostase intestinal por
estimularem a producao de IgA pelas células B e por manter a arquitetura do
epitélio intestinal (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009; MERLUZZI et al., 2010).

A ativagdo excessiva de mastocitos € positivamente correlacionada a
processos alérgicos (alergia alimentar) e inflamatorios (doengas inflamatorias
intestinais) severos. O acumulo de mastécitos ativados ou degranulados e o
aumento nos niveis de triptases derivadas de mastocitos sdo encontrados em

intestinos de pacientes com DIl. Os fatores relacionados a ativacdo de
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mastocitos durante a inflamacdo intestinal podem ser considerados um
possivel alvo para o tratamento da DIl (GROSCHWITZ; HOGAN, 2009;
HAMILTON et al., 2011; KURASHIMA et al., 2012).

As células natural killer (NK) sé@o células imunes encontradas na mucosa
e tem correlacdo com as doencas inflamatorias intestinais. Essas células
respondem rapidamente aos estimulos das células apresentadoras de
antigenos (APCs) (células dendriticas e macréfagos) e secretam varias
citocinas, como IL-13 (HISAMATSU et al., 2013). As células NK sédo as
principais produtoras de IL-13 no modelo de retocolite induzida por oxazolona
(agente quimico indutor de colite ulcerativa) e direciona uma resposta
inflamatoria Th2 (FUSS et al., 2004). A IL-13 induz danos nas células epiteliais
do intestino (KAWASHIMA et al., 2006, 2011).

As células NK sdo um subtipo da familia de células efetoras
hematopoiéticas chamadas de células linfoides inatas (ILCs). Essas células
foram recentemente identificadas como importantes populacdes de células
inatas em humanos e animais (camundongos) estando envolvidas na
manutencdo da barreira intestinal, inducdo da inflamacédo e regulacdo da
reparacdo tecidual (LAMKANFI; DIXIT, 2012; GOTO; IVANOV, 2013). As
citocinas secretadas pelas ILCs assemelham-se as secretadas pelas células T
do sistema imune adaptativo e por isso sdo consideradas como homodlogos
inatos dos linfocitos T (WALLACE et al., 2014).

As ILCs sado divididas em trés gruposl- grupo 1 (ILC1 e NK) sao
definidas por sua habilidade de produzir citocinas associadas as células Thl
(INF-y, IL-6, TNF); grupo 2 (células auxiliares naturais) produz citocinas
associadas a resposta Th2 (IL-5, IL-6, IL-13, TNF) (FORT et al., 2001; HURST
et al.,, 2002; NEILL et al., 2010); e grupo 3 (células ILC3) é caracterizado por
sua habilidade de secretar citocinas associadas aos linfécitos Th17 (IL-17, IL-
21 e IL-22) (TAKATORI et al., 2009; MJOSBERG et al., 2012; SPITS et al.,
2013; WALKER; BARLOW; MCKENZIE, 2013).

Respostas anormais das ILCs podem alterar a imunidade intestinal e
causar inflamagéo intestinal (HISAMATSU et al.,, 2013). Em seres humanos
acometidos pela DC, a frequéncia de ILC1 e ILC3 esta elevada quando
comparada a sujeitos saudaveis (GEREMIA et al., 2011; FUCHS et al., 2013).

Estes achados indicam que ILCs, juntamente com células Thl e Thl7, séo
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promissores alvos para os tratamentos das doencas inflamatorias intestinais
(KURASHIMA; GOTO; KIYONO, 2013).

Os fibroblastos sé@o destacados pelo seu papel na producédo da matriz
extracelular na patogénese das DIl com consequente formacdo da fibrose
tecidual (STALLMACH et al., 1992; PUCILOWSKA; WILLIAMS; LUND, 2000).
Essas células sédo fontes importantes de enzimas proteoliticas responsaveis
pela destruicdo tecidual na inflamacéo, as metaloproteinases (BAUGH et al.,
1999; VON LAMPE et al., 2000). Os fibroblastos devem ser considerados
participantes ativos das DII, uma vez que ativados ocasionam 0 aumento na
expressdo de moléculas de adesdo celular, producdo de quimiocinas e
consequentemente induz a migracéo de células T locais (VOGEL et al., 2004).

As plaguetas estdo envolvidas em eventos trombéticos que séo
relativamente comuns em pacientes com DC e RCU (IRVING; PASI;
RAMPTON, 2005). Além disso, as plaguetas tem destaque cada vez maior na
resposta imunoldgica por meio do papel amplificatério na imunidade e
inflamacéo, que é em grande parte mediada via ligante CD40-L (WEYRICH,;
ZIMMERMAN, 2004).

Pacientes com DIl apresentam niveis elevados de ligantes CD40-L
presentes na circulacdo sistémica originados das plaquetas, a partir de sua

ativacdo na microvasculatura intestinal inflamada (DANESE et al., 2003).

2.4.2.2 Imunidade adaptativa nas DII

O sistema imune adaptativo compreende os linfocitos (células T e B) que
ativados geram respostas efetoras (citocinas e anticorpos). Esse sistema é
altamente especifico e confere memoria ao sistema imunitario (FUSS et al.,
2004; WALLACE et al., 2014). As células T naive (ThO) podem ser ativadas e
diferenciar-se em Thl, Th2 ou Th17 (WALLACE et al., 2014). Normalmente os
componentes do sistema imune adaptativo cooperam com outras células e
moléculas do sistema inato para obter uma resposta efetiva, capaz de eliminar
invasores (patégenos) (GEREMIA et al., 2013).

A disfungé@o no sistema imune inato induz anormalidades funcionais no
sistema imune adaptativo e isto pode levar ao inicio da inflamacéo e liberacéo
excessiva de citocinas e quimiocinas as quais possuem efeitos patogénicos em

células do ambiente local, tanto do sistema inato (macréfagos, células
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dendriticas, neutrofilos, epitélio, células endoteliais e elementos do estroma)
quanto do adaptativo, reforcando muitas das caracteristicas do processo
inflamatorio crénico (DANESE; FIOCCHI, 2011; GEREMIA et al., 2013;
WALLACE et al., 2014).

Figura 11 Resposta imune adaptativa no intestino
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As células Thl sédo tipicamente evocadas em resposta aos patdégenos
intracelulares. A resposta é coordenada para localizar o agente infeccioso e
secretar fatores que promovem apoptose (INF-y e TNF-a) ou para induzir a
diferenciacéo de linfocitos T citotoxicos. Durante a inflamacao intestinal ativa,
células ThO diferenciam-se em células do tipo Thl sob a agéo das interleucinas
IL-12/IL-18. As células Thl, por sua vez, produzem grandes quantidades de
interferon IFN-y e induzema producgdo do fator de necrose tumoral TNF-a. O
IFN-y induz a producao de TNF-a a partir dos macréfagos intestinais ativados e
desencadeia a apoptose de celulas epiteliais. O TNF-a promove a
diferenciacdo das células do estroma da lamina prépria em miofibroblastos
ativados, que iniciam a producdo de grandes quantidades de
metaloproteinases da matriz (MMP-degradantes) (GEREMIA et al., 2013)
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(Figura 11). A caracteristica marcante de uma resposta Thl é a formacao de
granuloma (KOBAYASHI; KANEDA; KASAMA, 2001).

As células Th2 sao diferenciadas sob a acéo da IL-4. O papel desse tipo
celular na mediacdo de lesbes da mucosa na retocolite ulcerativa ainda é
pouco esclarecida. Sabe-se que as Th2 sdo uma importante fonte de IL-13, que
aumenta a permeabilidade intestinal e induz a apoptose e a diferenciacdo dos
enterocitos (GEREMIA et al., 2013) (Figura 11).

Recentemente, foi identificado um novo subconjunto de células T, as
Thl7. Essas células produzem IL-17 e IL-21, ambas sdo citocinas pro-
inflamatorias capazes de promover destruicdo do tecido local. As células Th17
sao ativadas pela combinacédo da IL-6 e TGF- e sdo induzidas a se diferenciar
e amadurecer em células secretoras da IL-17 (ZHOU et al., 2007).

Na inflamacgdo intestinal, células Thl7 liberam IL-17A, que recrutam
neutréfilos para os locais de inflamacdo ativa, e IL-21, o qual, entre outras
acles pro-inflamatérias induz a producdo de MMP por células do estroma. As
MMPs degradam a matriz extracelular da membrana basal, assim induzindo a
apoptose no enterdcito (GEREMIA et al., 2013) (Figura 11).

Em pacientes com DII, ha forte infiltrag&o de linfocitos T CD4" (Th1, Th2,
Th1l7) para mucosa em resposta ao processo inflamatério e ao aumento da
producado de quimioatraentes (DANESE; FIOCCHI, 2011).

A hipotese do equilibrio entre a resposta Thl e Th2 foi usada para
explicar a patogénese das doencas inflamatorias intestinais. Entretanto, a
descoberta das células Thl7, que produzem citocinas da familia IL-17, tem
gerado um novo paradigma, demonstrando que as células Th17 sdo essenciais
para o desenvolvimento das desordens inflamatdrias cronicas em seres
humanos e animais (HISAMATSU et al., 2013).

Células T obtidas das mucosas de pacientes com Doencga de Crohn tem
mostrado secretar maiores quantidades de INF-y e IL-2 que as células de
pacientes do grupo controle ou com retocolite ulcerativa (BREESE et al., 1993;
NOGUCHI et al., 1995). Além disso, foi demonstrado que células T ativadas de
pacientes com retocolite ulcerativa produzem maiores quantidades de IL-5 e
possuem células NK atipicas que secretam grandes quantidades de IL-13 em
comparacao ao pacientes com doenca de Crohn (FUSS et al., 2004; HELLER
et al., 2005). Portanto, DC foi caracterizada por uma resposta autoimune Thl

enquanto que a colite ulcerativa é considerada uma doenca mediada pela
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resposta Th2, com excessiva producdo de IL-5 e IL-13 (DI SABATINO et al.,
2012).

Em condi¢cbes normais, o numero e atividade de células T efetoras sao
altamente regulados por um organizado sistema que consiste de multiplos tipos
celulares que mantém a homeostase intestinal (KAYAMA; TAKEDA, 2012). As
células T regulatorias (Treg) apresentam singular importancia para o sistema
de defesa imunoldgica intestinal, pois atua suprimindo a resposta imune.
Devido a essas células, os individuos saudaveis geralmente ndo desenvolvem
resposta imune frente a antigenos da dieta ou da flora comensal (SAKAGUCHI
et al., 1995, 2001; KAYAMA; TAKEDA, 2012).

As Treg sado caracterizadas pela expressdo do fator de transcricdo
Foxp3, sendo definidas como células T capazes de suprimir a proliferacdo ThO
in vitro e in vivo (KAU et al., 2011). Tais células exercem suas funcdes por
produzir citocinas anti-inflamatérias como a IL-10 e TGF-B e por prevenir a
ativacao e funcéo das células T efetoras que escaparam de outros mecanismos
de tolerancia (QUINTANA et al., 2008).

A interacdo das células regulatérias com células apresentadoras de
antigenos (APC) ocasiona a liberacao de IL-10 e TGF-B. Estas citocinas inibem
a ativacao de células Thl assim como de macrofagos. Estas citocinas também
regulam a ativacdo da endotelina vascular da mucosa, controlando a resposta
inflamatdria intestinal (PAVLICK et al., 2002).

A contribuicdo do sistema imune adaptativo para o desenvolvimento e
manutencdo das DIl tem sido alvo para investigagbes por muitos anos.
Entretanto, a contribuicdo especifica de diferentes subtipos de células T para
as lesbes intestinais presentes na doenca de Crohn e na colite ulcerativa

precisam ser melhores esclarecidas (GEREMIA et al., 2013).

2.4.3 Citocinas na patogénese das DIl

As citocinas sdo pequenas proteinas produzidas principalmente pelas
células imunes. Tem como principal fungéo facilitar a comunicagéo, estimular a
proliferacdo de células efetoras especificas contra antigeno e mediar a
inflamacgéo local e sisttmica usando as vias autocrina, paracrina e endocrina
(NEUMAN, 2007; SANCHEZ-MUNOZ; DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-
FURUSHO, 2008).
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As citocinas desempenham um importante papel nas doencas
inflamatorias intestinais, porque elas sdo moléculas fundamentais de
sinalizacdo do sistema imunitario do intestino (SANCHEZ-MUNOZ;
DOMINGUEZ-LOPEZ; YAMAMOTO-FURUSHO, 2008).

Em pacientes com DIl e em modelos experimentais de retocolite, as
citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatorias tem mostrado ser produzidas por
varias células do sistema imune da mucosa em resposta aos estimulos
ambientais, como bactérias e micro-organismos comensais. Em particular,
células dendriticas, neutroéfilos, macréfagos células natural killer (NK), células
epiteliais intestinais, células linfoides inatas, células T efetoras (Thl, Th2 e
Th17) e células regulatorias (Treg) (Figura 12) (NEURATH, 2014).

O desequilibrio entre as citocinas pré-inflamatérias (TNF-a, INF-y, IL-1p,
IL-5, IL-6, IL-13, IL-17, IL-21, IL-22) e as anti-inflamatdrias (IL-10 e TGF-B) na
mucosa regula o desenvolvimento e perpetuacdo da inflamacdo na mucosa de
pacientes com DIl (NEURATH, 2014).

O fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) € uma das citocinas proé-
inflamatdrias mais importantes que € liberada a partir de macréfagos e células
Thl durante a resposta inflamatéria (Figura 12). Essa citocina desempenha um
papel importante no modelo de retocolite induzida por TNBS. Provavelmente &
o regulador chave da cascata inflamatdria neste modelo de DIl (CHO et al.,
2011).

A secrecdo de TNF-a induz a hipervascularizacdo e angiogénese,
aumento da producdo de outras citocinas pro-inflamatérias por macrofagos e
células T, causa alterac6es na barreira, promove morte das células epiteliais
intestinais e células de Paneth. O TNF também promove destruicdo tecidual
por aumentar a producdo de metaloproteinases (MMPs) por miofibroblastos e
induz resisténcia das células T a apoptose, via inducdo dos receptores de TNF
e ativacao do fator nuclear kB (NF-kB). Anticorpos especificos para TNF podem
aliviar as DIl por suprimir varias vias pro-inflamatorias (CHO et al., 2011;
NEURATH, 2014).
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Figura 12 Citocinas na patogénese das DlII
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A IL-1B e IL-6 também sdo mediadores chave da progressdo das
doencas inflamatérias intestinais. Foi demonstrado que um antagonista do
receptor de IL-1B suprimiu a infiltragdo de células inflamatérias para o intestino
grosso, a atividade de MPO de células em areas de edema e a necrose
tecidual nos animais com colite experimental aguda (DIONNE et al., 1998 apud
HUR et al., 2012).

Na mucosa inflamada, macréfagos e células dendriticas produzem além
do TNF-q, citocinas como IL-6 e IL-23 (Figura 12). Essas citocinas ativam
células T e proteinas de fase aguda, recrutam células imunes, induz a
proliferacéo de células epiteliais e favorece o crescimento de tumores. A 1L-23,
em particular, estabiliza o fendtipo de células Th17 (NEURATH, 2014).

Os macrofagos também secretam IL-12 que induz uma diferenciacédo
celular Thl e uma consequente producdo de outras citocinas (IFNy, IL-6 e
TNF-a), além de ativar ILCs. As ILCs, por sua vez, quando ativadas produzem
IL-18 que atua sobre as células NK estimulando a producéo de IL-17A, IL-17F,
IL-22 e IFNy, o que pode induzir a um quadro inflamatério ou levar a
homeostase (Figura 12) (NEURATH, 2014).

A IL-17A, IL-17F e IL-22 liberadas das ICLs ou células Th1l7 podem
apresentar efeitos duplos como homeostase ou inflamacao (Figura 12). A IL-22

ativa a producéo de peptideos antimicrobianos pelas células epiteliais tendo um



68

papel na funcdo de barreira, entretanto, recentemente foi observado o efeito
pré-inflamatério dessa citocina 0 que sugere seu papel multifacetado na
inflamacdo (EKEN et al.,, 2014). O IFN-y estimula o processamento de
antigenos e causam morte das células epiteliais (NEURATH, 2014).

As Células T da lamina prépria de pacientes com retocolite ulcerativa
produzem citocinas caracteristicas da via Th2 como IL-5 e IL-13 (Figura 12): A
IL-13 promove fibrose, causa alteracdes nas tight junctions e induz apoptose, o
gue leva a ulceragédo da mucosa (HELLER et al., 2005).

As células Treg suprimem as respostas efetoras das células T e tem sido
demonstrado que esse efeito advém da producdo de citocinas anti-
inflamatorias como IL-10 e TGF-B (Figura 12). Essas citocinas sdo capazes de
manter a regulagcdo e ocasionar a resolugédo da DIl. Esses efeitos advém da
inducdo da via de sinalizacdo STAT3 nas celulas T regulatérias e supressao
das citocinas pro-inflamatérias (NEURATH, 2014).

2.4.4 Cicloxigenase-2 (COX-2) e inflamacao

A cicloxigenase (COX) e lipoxigenase sdo enzimas que produzem
mediadores diferentes a partir do acido araquidénico. A via da COX ¢é iniciada
por duas enzimas diferentes (COX-1 expressa constitutivamente e a COX-2,
induzivel), leva a geracdo de prostaglandinas. Existe um grande interesse na
enzima COX-2, pois ela é induzida por varios estimulos inflamatérios e ndo &
encontrada na maioria dos tecidos em condicBes normais de repouso. Por
outro lado, a COX-1 é produzida em resposta a estimulos inflamatérios e
também se expressa constitutivamente na maioria dos tecidos (KUMAR;
ABBAS; FAUSTO, 2005).

As prostaglandinas estdo divididas em séries, com base nas
caracteristicas estruturais e identificadas por letras (PGD, PGE, PGF, PGG e
PGH). As mais importantes na inflamacdo sdo a PGE, PGD, PGF,, PGl;
(prostacilina) e TxA; (tromboxano), cada uma derivada da acdo de uma enzima
especifica em um produto intermediario da via de ativacdo. Algumas dessas
enzimas apresentam uma restricdo na distribuicdo tecidual (KUMAR; ABBAS;
FAUSTO, 2005).

A isoforma COX-2 é induzida nas células inflamatdrias quando séo

ativadas e sdo importantes as citocinas inflamatérias primarias- interleucina
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(IL)-13 e TNF-a (RANG et al, 2012). No trato gastrintestinal, as
prostaglandinas formadas sob acdo da COX-2 sdo responsaveis pelo processo
inflamatorio, regulacdo da adeséo leucocitaria nos vasos, angiogénese e
reparo celular por meio de fatores de crescimento (KONTUREK; KONTUREK;
BRZOZOWSKI, 2005).

2.4.5 Epidemiologia

As doencas inflamatorias intestinais sdo o segundo tipo mais comum de
doencas inflamatérias sendo mais frequentes em regides de latitude norte.
Pode afetar individuos de qualquer idade, entretanto, sdo mais comumente
diagnosticadas na segunda ou terceira década de vida (BERNSTEIN et al.,
2001; BAUMGART; SANDBORN, 2012). Existem relatos que as mulheres sé&o
mais frequentemente acometidas que homens (RIEDER et al., 2013). Os
homens hispanicos, africanos e americanos sdo mais acometidos que asiaticos
(HOU; EL-SERAG; THIRUMURTHI, 2009).

A maior ocorréncia das DIl tem sido relatada em paises ocidentais,
principalmente nos paises mais desenvolvidos (Ex: Canada, 20 e 19 por
100.000 pessoas para DC e RCU, respectivamente) e norte europeu (Ex. Reino
Unido, 11 para 100.000 pessoas) (MOLODECKY et al., 2012).

Tem sido relatado o aumento no nimero de casos em pessoas do
continente africano, asiatico e latino americano (LOFTUS, 2004). Entretanto,
tais doencas continuam a ser menos comuns na maior parte dos paises em
desenvolvimento (COSNES et al., 2011).

Foram observadas diferengas na incidéncia de RCU e DC para
diferentes grupos étnicos. A RCU tem se apresentado mais frequente que DC
em hispanicos e asiaticos, enquanto que na populacdo africana e americana a
DC foi mais frequente (HOU; EL-SERAG; THIRUMURTHI, 2009).

A incidéncia para Doenca de Crohn (DC) e Colite Ulcerativa (UC), no
mundo, varia de 0,1 a 16 e 0,5 a 25 para 100.000 habitantes, respectivamente
(COSNES et al., 2011; MOLODECKY et al., 2012).

Nas ultimas duas décadas, foi possivel observar mudancas na
epidemiologia das DII. As taxas de incidéncia em areas tradicionalmente mais
afetadas, como Europa Ocidental, tem-se mantido relativamente estaveis ou

mesmo com tendéncia a diminuicdo, entretanto, tem se tornado mais
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prevalente em éareas de baixa incidéncia, como Asia e Europa Oriental
(LAKATOS et al., 2004; THIA et al.,, 2008; COSNES et al., 2011; NG et al.,
2013; BURISCH et al., 2014)

A causa para essa mudanca epidemioldgica ainda permanece obscura.
Entretanto, mesmo tendo ocorrido as melhoras na utilizacdo de ferramentas
para o diagnostico, essa mudanca € provavelmente secundaria a influéncia do

estilo de vida, a fatores ambientais e fatores genéticos (NG et al., 2013).

2.4.6 Terapéutica das DIl

O tratamento das DIl inclui terapia farmacoldgica, intervencdes cirdrgicas
e reavaliagdes no estilo de vida dos pacientes (KESSELRING; STEFAN, 2012).
A farmacoterapia € utilizada com o objetivo de combater a exacerbacgéo e evitar
a recidiva da doenca, entretanto, os procedimentos cirdrgicos estdo indicados
para casos severos da doenca (SOBCZAK et al., 2014).

Existe um crescente niumero de agentes terapéuticos disponiveis para o
tratamento das DIl, como decorréncia da expansdo do conhecimento sobre sua
patogénese a exemplo dos derivados dos salicilatos (sulfassalazina),
corticosteroides (prednisolona), imunossupressores (azatioprina) e mais
recentemente terapias anti-TNF-a utilizadas tanto na Doenga de Crohn quanto
na Colite Ulcerativa (PALMON; MAYER, 2006).

Os derivados aminosalicilatos sdo as drogas mais utilizadas por
apresentarem potente atividade anti-inflamatéria. O primeiro aminosalicilato
utilizado foi a sulfassalazina que consiste no acido 5-aminossalicilico (5-ASA)
ligado ao antibiético sulfapiridina, via uma azo-ligacdo. Esta ligacao € quebrada
por enzimas no célon intestinal. O 5-ASA é liberado e passa a exercer seus
efeitos terapéuticos, como inibicdo da sintese de mediadores inflamatorios
derivados do &cido araquidbnico (AA) (leucotrienos ou prostaglandina),
interleucina-1 e TNF-a (SHANAHAN et al.,, 1990; MAHIDA et al., 1991)
aumenta a producao de IgA e IgG e migracdo das células inflamatorias para
mucosa (LOPEZ; PEYRIN-BIROULET, 2013), além de possuir atividade
sequestradora de espécies reativas de oxigénio produzidas no coélon
(MCKENZIE; DOE; BUFFINTON, 1999).

A sulfassalazina deve ser usada em pacientes com inflamacéo no colon,

enquanto que mesalazina e os seus derivados podem ser utilizados para o
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tratamento de pacientes com alteragbes no intestino delgado e grosso
(MARSHALL et al., 2010).

Os efeitos colaterais da sulfassalazina ocorrem em 10 a 45% dos
pacientes com retocolite ulcerativa e relacionam-se principalmente a fracéo
sulfa. Alguns relacionam a dose, incluindo a cefaleia, nauseas e fadiga. Além
disso, pode desencadear reacfes alérgicas como exantema, febre, hepatite,
pneumonia, anemia hemolitica, e supressdao da medula éssea (BRUNTON,
2010).

Os corticoides (prednisolona, budesonida e beclometasona), por sua
vez, sdo uma alternativa terapéutica para pacientes que ndo respondem ao 5-
ASA. Sao indicados para casos leves e moderados da retocolite ulcerativa e
doenca de Crohn. Essas drogas sao hormoénios esteroides que se ligam aos
receptores citosélicos e que depois translocam-se para o ndcleo onde afetam a
transcricdo de varios genes (SOBCZAK et al., 2014). Isto leva a inibicdo de
varios mediadores inflamatérios como citocinas, leucotrienos, moléculas de
adesdao e oxido nitrico sintetase. (GIRLICH; SCHOLMERICH, 2012).

Entretanto, o uso continuo de corticoides esta diretamente ligado a uma
série de efeitos adversos como diabetes, perdas 0ssea (tornando necessaria a
suplementacdo com vitamina D e calcio), acne e supressdo adrenal
(BRUNTON, 2010). Além disso, € relatado que os mesmos nao protegem
contra recidiva e ndo promove uma efetiva cicatrizacdo da mucosa, 0 que €
crucial para o controle da inflamacdo e o restabelecimento das fungdes
fisiolégicas do intestino (SOBCZAK et al., 2014).

As drogas imunossupressoras, a exemplo da azatioprina e 6-
mercaptopurina (6-MP) sdo utilizados em pacientes que ndo respondem aos
esteroides e aminosalicilatos (KONDAMUDI et al., 2013). Conhecidas como
drogas "poupadoras de esterbides”, seu uso permite a interrupcdo do uso
cronico de esterdides em pacientes acometidos. Estudos clinicos tém
confirmado a utilidade dos tiopurinas na inducdo e manutencdo da remissao da
DC e RCU (PRESENT et al., 1980; GEORGE et al., 1996).

A azatioprina (antimetabdlico das purinas) € metabolizada em 6-MP, o
qual é convertido em um numero de metabdlitos incluindo o nucleotideo 6-

N e g

células participantes da resposta imune e diminuicdo na sintese de



72

prostaglandina, sendo benéficos de 3-6 meses de uso (MALTZMAN;
KORETZKY, 2003; THOMAS et al., 2005).

No tratamento das DIl também é importante destacar a utilizacdo dos
agentes bioldgicos. Essas drogas imitam moléculas ativas que ocorrem
naturalmente no corpo humano, como exemplo pode-se citar o Infliximab. S&o
indicadas para o tratamento da doenca de Crohn ativa (moderada a grave) e
fistulante (SOBCZAK et al., 2014).

Infliximab é um anticorpo monoclonal contra o TNF-a, que atua por
ligacdo e neutralizagdo do mesmo e inducdo de apoptose das células T
(SCALLON et al., 1995). Pode ser utilizado tanto para terapia de manutencao
guanto em episédios criticos da doenca, neste caso, sendo necessaria a
associacdo com farmacos imunossupressores ou corticéides (CASSINOTTI;
TRAVIS, 2009).

Pode-se destacar também o Adalimumabe, um anticorpo anti-TNF que
atua por ligacdo ao TNF-a interferindo na interacdo da subunidade a com
receptores p55 e p75 na superficie celular (PEYRIN-BIROULET et al., 2008).
Este farmaco € utilizado para o tratamento de Doenca de Crohn (AHLUWALIA,
2012).
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar os mecanismos antiulcerogénico e anti-inflamatorio intestinal do

extrato etandlico bruto ou da fase hexanica obtidos das folhas da espécie

Combretum duarteanum Cambess (Combretaceae) em modelos animais.

3.2 Objetivos Especificos

>

Avaliar o efeito cicatrizante do tratamento cronico com o0 extrato
etandlico bruto ou a fase hexanica obtidos de Combretum duarteanum
em estdmago submetido ao modelo de inducdo aguda de Ulcera;
Realizar andlise histolégica e imunohistoquimica do estémago,
submetido ao tratamento crénico;

Avaliar o efeito antiulcerogénico das amostras vegetais em modelo de
inducao de ulcera no duodeno;

Elucidar o0s mecanismos de acdo envolvidos na atividade
antiulcerogénica em modelos citoprotetor e antioxidante;

Investigar o efeito anti-inflamatério intestinal das amostras vegetais em
modelo que mimetiza a fase aguda da retocolite ulcerativa;

Estudar o efeito anti-inflamat6rio intestinal das amostras vegetais em
modelo que mimetiza a recidiva da retocolite ulcerativa;

Avaliar a participacéo de citocinas pro-inflamatorias e anti-inflamatérias;
Proceder a andlise histologica e imunohistoquimica do intestino,

submetido ao tratamento crénico.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 Material

4.1.1 Local da pesquisa

Os experimentos realizados para a investigagdo dos mecanismos
antiulcerogénicos e do efeito anti-inflamataorio intestinal foram desenvolvidos no
Laboratorio de Farmacologia do Trato Gastrintestinal (LFTGI) do Instituto de
Pesquisa em Farmacos e Medicamentos (IPeFarm) da Universidade Federal
da Paraiba sob a orientacéo da Profa. Dra. Lebnia Maria Batista no periodo de
marc¢o/2011 a agosto/2014.

As metodologias empregadas na avaliacdo dos mecanismos cicatrizante
(andlise histologica e imunohistoquimica), antioxidante e participacdo das
citocinas no efeito anti-inflamatorio intestinal das amostras vegetais foram
executadas no Laboratério de Produtos Naturais do Instituto de Biologia na
UNICAMP, nos Laboratérios de Produtos Naturais e de Morfologia da UNESP-
Botucatu, sob a colaboracdo das Professoras Dra. Alba R. de Sousa Brito,

Clélia Akiko Hiruma Lima e Claudia Helena Pellizzon, respectivamente.

4.1.2 Material botanico

As amostras vegetais utilizadas nos experimentos de investigacdo dos
mecanismos antiulcerogénicos e anti-inflamatéria intestinal em animais foram
obtidas das folhas da espécie Combretum duarteanum Cambess, coletadas no
municipio de Serra Branca, Estado da Paraiba, em 2010. Esta espécie foi
identificada pela Dra. Maria de Fatima Agra e uma exsicata encontra-se
depositada no Herbario Prof. Lauro Pires Xavier (JPB) da UFPB, sob codigo de
identificacdo M. F. Agra et al., 6767.

O extrato etandlico bruto (EEtOH-Cd) e a fase hexanica (FaHex-Cd)
obtidos das folhas de Combretum duarteanum Cambess foram fornecidos pelo
colaborador da fitoquimica, Prof. Dr. Josean Fechine Tavares e sua equipe,
todos do PgPNSB/UFPB.
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4.1.3 Obtencdo do extrato etanolico bruto e da fase hexéanica de

Combretum duarteanum Cambess

O material vegetal seco e pulverizado das folhas de Combretum
duarteanum (1,034 g) foi submetido a maceracdo exaustiva com etanol
(EEtOH) a 95%, resultando numa solucdo etandlica, a qual foi filtrada e

concentrada em um rotaevaporador, obtendo-se o EEtOH-Cd (261 Q).

O EEtOH-Cd foi submetido a uma particdo liquido-liquido utilizando
seguidamente os solventes hexano, cloroférmio, acetato de etila e n-butanol,
para obtengéo das fases hexanica (65,5 g), cloroformica (29 g), acetato de etila

(15,6 g) e n-butandlica (2,5 g), respectivamente (Figura 13).

Figura 13 Marcha fitoquimica para obtencédo do EEtOH e da FaHex obtidos das
folnas de Combretum duarteanum. (Realizada pelo grupo de pesquisa do
professor Dr. Josean Fechine Tavares/PgPNSB/UFPB).

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

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

Extrato etanélico bruto — EEtOH (261 g)

EEtOH

Solugéo hidroalcodlica

Hexano
Fase hexanica (65,5) Fase hidroalcodlica |
Cloroférmio
Fase cloroférmica (29 g) Fase hidroalcodlica Il
Acetato de etila
Fase acetato de etila (15,6 g) Fase hidroalcodlica IlI
n-Butanol

Fase n-butanolica (2,5 g) Fase hidroalcodlica IV
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4.1.4 Animais

Os animais utilizados nos modelos experimentais de investigacdo da
atividade antiulcerogénica e mecanismos de acéo relacionados e na atividade
anti-inflamatoria intestinal promovida por Combretum duarteanum foram ratos
(Rattus norvegicus) albinos machos, linhagem Wistar pesando entre 180-250 g,
procedentes do Biotério “Prof. Thomas George” do IPeFarM/UFPB. Os animais
foram aclimatados as condi¢fes do biotério local, por cerca de sete dias, antes
dos ensaios experimentais sob temperatura (23 + 2° C) e ciclos claro-escuro
controlado de 12 horas. Os animais foram alimentados com racdo Presence ®

tipo pellets e 4gua ad libitum.

Para a realizacdo dos experimentos, os animais foram submetidos a um
jejum gue variou de acordo com o preconizado nas metodologias empregadas. Os
animais (n = 5-9) foram distribuidos em grupos controle negativo (solugéo tween 80
12%), controle positivo (droga de referéncia ou ferramenta farmacoldgica), grupo
Sham (para modelo de Ulcera induzida por acido acético), normal (para modelo de
isqguemia e reperfusdo em ratos) e amostras vegetais testadas (EEtOH-Cd ou
FaHex-Cd) em diferentes doses. Nos modelos de investigacdo da atividade anti-
inflamatoria intestinal os animais foram divididos nos grupo coliticos (tween 80
12%+TNBS), ndo-coliticos (Tween 80 12%), EEtOH-Cd ou FaHex-Cd.

Todos os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical,
seguindo os principios internacionais para o estudo com animais de laboratorio
(ZIMMERMANN, 1983) e quando necessario, de acordo com o protocolo
experimental, foram anestesiados por via intramuscular com 0,04 mL/100 g de
cloridrato de xilazina 2% (relaxante muscular) e com 0,08 mL/100 g de
cloridrato de cetamina 10% (anestésico), no intuito de diminuir a dor e o

sofrimento.

Para a realizacdo deste trabalho, os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal — CEPA/LTF/UFPB com o
registron 1112/10 (ANEXO 1).
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415 Substancias utilizadas

Para a realizacdo dos protocolos experimentais, foram utilizadas as
seguintes substancias: cimetidina (SIGMA-ALDRICH), lansoprazol (SIGMA-
ALDRICH), acido trinitrobenzenosulfénico (TNBS) (SIGMA-ALDRICH), acido
acético P.A, indometacina (SIGMA-ALDRICH), quetamina 5% (VETANARCOL),
xilazina 2% (DORCIPEC), etanol (MERCK®, Germany), tween 80 (MERCK®,
Germany), cloreto de sédio (SIGMA-ALDRICH), hidroxido de sodio (SIGMA-
ALDRICH), acido 5-5'-ditiobis-2-nitrobenzéico (SIGMA-ALDRICH), acido 1,3-
dietil-2-tiobarbitarico  (SIGMA-ALDRICH), &cido tricloroacético (SIGMA-
ALDRICH), brometo hexadeciltrimetilaménio (SIGMA-ALDRICH), cloreto de
nitrotetrazolio (SIGMA-ALDRICH), cloreto de o-dianisidina (SIGMA-ALDRICH),
cloreto de potassio (SIGMA-ALDRICH), dodecil sulfato de sédio (SIGMA-
ALDRICH), glutationa oxidada (SIGMA-ALDRICH), glutationa redutase
(SIGMA-ALDRICH), glutationa reduzida (SIGMA-ALDRICH), hipoxantina
(SIGMA-ALDRICH), fosfato de B-nicotinamida adenina dinucleotideo (SIGMA-
ALDRICH), solucao de peréxido de hidrogénio e xantina oxidase (SIGMA-
ALDRICH).

O EEtOH-Cd e a FaHex-Cd foram solubilizados em solugcéo tween 80
12% e as substancias utilizadas como controle positivo e ferramentas

farmacolégicas foram solubilizadas em solucédo salina 0,9%.

4.2 Métodos

Os métodos utilizados na realizacao desse trabalho de pesquisa foram

desenvolvidos conforme descrito na Figura 14.



Figura 14 Fluxograma do protocolo experimental
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4.2.1 Avaliacdo da atividade cicatrizante do EEtOH-Cd e FaHex-Cd em
modelo de inducdo aguda de ulcera por acido acético (TAKAGI et
al., 1969)

Apés jejum de 24 horas, ratos Wistar machos (n=9) foram divididos
aleatoriamente nos grupos sham, controle negativo (tween 80 12%), controle
positivo (cimetidina 100 mg/kg), EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou FaHex-Cd (250
mg/kg), anestesiados com cloridrato de xilazina 2% (relaxante muscular) e
cloridrato de quetamina 5% (anestésico) e tiveram o abdémen aberto para
exposicdo do estbmago. Um tubo plastico de 5,0 mm de didmetro, com um
pellet de algod&o inserido no seu interior, foi firmemente colocado em contato
com a camada serosa da parede do estdbmago, para que fosse administrada
uma solucdo de 100 pL de &cido acético (P.A) por 60 segundos. AplOs esse
tempo, o é&cido foi removido completamente com solugdo salina, para em
seguida proceder a sutura do abdémen. Apos 48 h da exposicdo do estbmago
ao acido acético, as substancias para o tratamento foram administradas aos
animais por via oral uma vez ao dia durante 14 dias consecutivos. Ao final do
tratamento, os animais foram colocados no jejum de 12 horas e eutanasiados
por deslocamento cervical e seus estdbmagos foram removidos e abertos no
sentido da grande curvatura, para a determinagéo da area da lesdo ulcerativa -
ALU (mm?, com a ajuda de um paquimetro digital Digimatic (Mitutoyo
Corporation da Caliper-Japéo) e retirada das amostras para realizacao das

analises morfolégicas e imunohistoquimicas.

4.2.1.1 Analises morfoldgicas

a) Andlise histolégica (microscopia de luz)

Os estbmagos foram fixados em solucdo de ALFAC (formol 37%; alcool
80%; acido acético 37%) por 24 horas, em temperatura ambiente. As pecas
foram desidratadas em etanol, blocadas em parafina e cortadas em micrétomo.
Posteriormente foram fixadas em laminas, para serem submetidas a coloracao
com hematoxilina e eosina (HE) (BEHMER; TOLOSA; FREITAS-NETO, 1976)
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para analise morfoldgica e acido periodico de Schiff (PAS) para confirmagéo da
secrecdo de muco protetor e analisado em microscopio Optico. A analise
morfométrica foi realizada por meio de um analisador de imagens Leica Q-
WinStandard Verséo 3.1.0 (Reino Unido) acoplado ao microscépio Leica DM. A
partir das laminas coradas com hematoxilina e eosina foram realizadas as
contagens de células totais por meio da marcacdo dos nucleos de células
intactas em namero de campos fixos. A contagem foi realizada com o auxilio do

programa AVSoft Bioview® versao 4.0.1.

b) Contagem das células totais

As amostras do estdmago foram fixadas com formalina tamponada a 4%
e processadas para inclusdo em paraplast. Posteriormente as laminas foram
coradas com Hematoxilina e Eosina (HE). Nos cortes corados com HE foram
contadas as células totais da regido de lesdo para a posterior analise. De cada
animal foram fotografados 5 campos aleatérios dentro das definicbes da area
de analise e quantificado, pelo programa AVSoft Bioview® versao 4.0.1, o
percentual total de células presentes nessas regides, totalizando uma area de
3.000.000 pm?.

4.2.1.1.1 Imunohistoquimica

Para contagem de vasos, os cortes histolégicos foram desparafinizados,
re-hidratados e submetidos a recuperacdo antigénica pelo método do tampao
citrato 0,1M em forno de micro-ondas em alta temperatura por 10 minutos.
Apés a recuperacdo antigénica, os cortes foram colocados por 1 hora em
solucédo de bloqueio da reacéo, constituida de leite desnatado a 1%, peréxido
de hidrogénio a 3% e soro normal de cabra 1% em solugdo tampéo salina
(PBS).

Esses cortes foram lavados em PBS e, posteriormente, incubados com
anticorpo primério (anti-VEGF) diluido em solucdo PBS contendo albumina
padrao (BSA 1%) por duas horas em temperatura ambiente. Apds essa
incubacéo, os cortes foram lavados com PBS contendo albumina padrdo (BSA
1%) e, em seguida, incubados com anticorpo secundario (anti anticorpo
primério) e a reacdo foi revelada com reagentes do kit Vectastain ABC que
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compreende Avidina-Biotina associado com 3-3 diaminobenzina
tetrahydrochloride (DAB, Sigma). Os resultados foram analisados em
microscopio LEICA e as imagens capturadas pelo software Leica Q-Win
Standard Verséo 3.1.0 Abril de 2004, Reino Unido.

4.2.2 Ulcera gastrica induzida por isquemia e reperfusdo (UEDA et al.,
1989)

Ratos Wistar machos (n=5-8), pesando 180-250 g, foram mantidos em
jejum prévio de 24 h e em seguida submetidos aos tratamentos com EEtOH-Cd
(250 mg/kg), FaHex-Cd (250 mg/kg), rutina (200 mg/kg) (controle positivo) ou
veiculo (controle negativo). Apdés 30 min, os animais foram anestesiados e
submetidos ao procedimento cirargico para clampeamento da artéria celiaca.
Decorrida meia hora, o “clamp” foi retirado e, entdo, seguiu-se uma hora de
reperfusdo. Em seguida, foi realizada a eutanasia, os estbmagos retirados,
abertos ao longo da grande curvatura e prensados entre placas de vidro para
capturar as imagens por meio de camera digital e posteriormente analisadas no
programa AvSoft Bioview® versdo 4.0.1, para a quantificacdo da area de leséo
em mm?. As porcdes glandulares dos estdmagos foram congeladas em -80 °C

até a realizagéo dos ensaios bioquimicos.

4.2.3 Investigacdo do efeito do EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre as lesdes

duodenais induzidas por cisteamina em ratos (SZABO, 1978)

Os ratos (n=5-8), pesando entre 180-250 g foram submetidos a um jejum
de 3 horas e, posteriormente, tratados oralmente com 5 mL/kg de solucdo
tween 80 12% (veiculo), lansoprazol 30 mg/kg (controle positivo), EEtOH-Cd
(31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg) ou FaHex-Cd (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg).
Apds 1 h desse procedimento, a Ulcera duodenal foi induzida por duas
administracdes orais subsequentes de 5 mL/kg de cisteamina hidrocloridrica
(300 mg/kg), uma ferramenta farmacolégica que causa lesdes com
caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes as do homem,
solubilizada em solucédo de cloreto de sodio (NaCl) 0,9% em intervalo de 4
horas. Os animais foram eutanasiados 24 horas apds a primeira inducédo da

lesdo. O duodeno foi retirado e aberto na regido antimesentérica para obtencao



84

das imagens e posterior determinag¢édo da ALU com auxilio do programa AVSoft

Bioview® versao 4.0.1.

4.2.4 Mecanismos de acédo envolvidos na gastroprotecéao

4.2.4.1 Avaliagcdo do mecanismo citoprotetor

4.2.4.1.1 Sintese de prostaglandina na mucosa gastrica (LIRA et al., 2009)

Ratos Wistar machos (n=5-8), pesando 18-250g foram colocados em
jejum por 24 horas e distribuidos em oito grupos. Conforme o pré-tratamento, 4
grupos receberam veiculo e 0s outros 4 grupos receberam Indometacina 30
mg/kg (v.0.). Apds 1 h dessa administragdo, cada quatro grupos foram tratados
por via oral com veiculo (tween 80 12%), misoprostol 50 pg/kg (analogo da
prostaglandina) e a melhor dose obtida para o efeito gastroprotetor do EEtOH-
Cd ou FaHex-Cd (250 mg/kg). Apos 1 hora do tratamento, os ratos receberam
4 mL/kg de etanol (agente lesivo) por via oral. Decorridos mais 60 minutos, o0s
animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estdbmagos foram
retirados, abertos ao longo da grande curvatura e fotografados para
quantificacdo da area de lesdo ulcerativa (ALU) utilizando o programa AVSoft
Bioview® verséo 4.0.1.

4.2.4.2 Avaliacdo do mecanismo antioxidante

A partir do experimento de inducdo de Ulcera por isquemia e reperfuséo
em ratos, os estbmagos foram retirados, abertos ao longo da grande curvatura,
fotografados, cortados em diferentes segmentos, pesados e congelados em
temperatura de -80 °C para posterior analise do efeito do EEtOH-Cd e FaHex-

Cd sobre o sistema antioxidante.

4.2.4.2.1 Quantificacdo das proteinas totais (BRADFORD, 1976)

Este método é fundamentado na reacdo do azul de Coomassie com

grupos proteicos, produzindo um complexo colorido que foi analisado em
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espectrofotdbmetro a 595 nm. As proteinas totais foram quantificadas para que
os dados dos parametros analisados posteriormente (SOD, catalase e GSH)
fossem expressos em relacdo a quantidade de proteinas da amostra em

miligramas.

4.2.4.2.2 Quantificacdo da atividade da enzima superoxido dismutase
(SOD) (WINTERBOURN et al., 1975)

Amostras de estdmagos armazenadas do modelo de Ulcera gastrica
induzidas por isquemia e reperfusdo foram utilizadas nas dosagens. As
amostras foram homogeneizadas (1:200) em tampéao fosfato, centrifugadas
(6000 rpm, 4°C por 15 min.) e diluidas em tampédo 0,1 M, pH = 7,4, na
proporcdo 1:20. Cerca de 100 uL do homogenato foram adicionados a 150 uL
da solucdo de hipoxantina (0,1 mM), xantina oxidase (0,07 U) e
nitrobluetetrazolium (NBT - 0,6 mM). As absorbancias foram lidas a 560 nm e
os resultados foram expressos em U/mg de proteina. O grupo Normal foi
incluido no experimento para uma analise comparativa dos parametros de

normalidade.

4.2.4.2.3 Quantificacdo da catalase (AEBI, 1984)

Recortes de estdmago submetidos a isquemia e reperfusdo foram
homogeneizados em solucdo tampdo de extracdo (0,1 M, pH=7,4) e
centrifugados (6000 rpm, a 4°C, por 15 minutos). Cerca de 200 pL do
sobrenadante foram coletados e a este, adicionado 100 pL de peroxido de
hidrogénio (H20,) (0,010 mol em tampao fosfato salino, PBS, 0,05 mol a pH 7).
A determinagdo da absorbancia foi realizada em espectrofotbmetro a 240 nm.

A atividade foi expressa em U/mg de proteina.

4.2.4.2.4 Quantificacdo de grupamentos sulfidrila ndo protéicos (GSH)
(FAURE; LAFOND, 1995)

Para realizar esta determinacao foram utilizados recortes de estbmagos

congelados em temperatura de -80 °C homogeneizados em solucéo de acido
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tricloroacético (TCA) 5% (p/v). Esses recortes foram automaticamente
homogeneizados com auxilio do homogeneizador automatico Polytron
(Kinematica AG, Lucerne, Suica). As amostras foram centrifugadas (12000
rom, a 4 °C, por 15 minutos) e o sobrenadante diluido (1:10) em tampé&o fosfato
de sdédio (0, 1 M, pH = 7,4). A seguir, foi realizada a leitura da absorbancia de
100 uL da amostra, acrescidos de 100 uL de solucao de Tris (1,0 mM) e EDTA
(0,02 mM), a 412 nm (Al). Apos esta leitura adicionou-se 20 uL de acido 5,5
ditiobis (2-nitrobenzéico) diluido em metanol (DTNB - 0,01mM), deixando reagir
por 15 minutos para determinacdo de grupamentos sulfidrila ndo proteicos
(GSH). A concentragdo de grupamentos sulfidrila (tiol) foi dada por (A1-A2) x
1,57.

4.2.5 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria intestinal

4.2.5.1 Modelo de retocolite ulcerativa

4.2.5.1.1 Investigagdo do efeito de EEOH-Cd e FaHex-Cd na fase aguda do

processo inflamatorio intestinal induzido por
trinitrobenzenosulféonico (TNBS) em ratos (MORRIS et al., 1989,
modificado)

Ratos Wistar machos (n=5-8), pesando 180-250 g, apos jejum de 24 h,
foram separados em quatro grupos sendo eles o nado colitico, colitico, EEtOH-
Cd e FaHex-Cd. Em seguida, anestesiados para administracdo via retal de
TNBS (4cido 2,4,6-trinitrobenzenosulfénico) — 10 mg solubilizados em 0,25 mL
de etanol 50% v/v. O procedimento de inducgéo de inflamacéo foi realizado com
o auxilio de sonda (2 mm de diametro) a qual foi inserida cerca de 8 cm através
reto do animal. Apos a administracdo do TNBS, os animais foram mantidos 15
minutos de cabeca para baixo para permitir total absorcdo do agente indutor
administrado. Os animais do grupo nao-coliticos foram submetidos aos

mesmos procedimentos. Entretanto, ndo receberam o TNBS via retal.

Cada grupo de ratos foi pré-tratado com veiculo (tween 80 12%),
EEtOH-Cd (31,25; 62,5; 125; 250 mg/kg) ou FaHex-Cd (31,25; 62,5; 125; 250
mg/kg), 48, 24 e 1 h antes da administragdo do TNBS/etanol 50%, assim como
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24 horas apés a inducgéo da colite. Decorridas 48 horas da inducdo do processo
inflamatorio, os animais foram eutanasiados e o0 segmento colico retirado,
aberto, lavado e fotografado para quantificacdo da area de lesdo, escore
macroscopico e avaliagdo do processo inflamatério intestinal. Parametros
gerais como diarreia e relagdo peso/comprimento do colon foram avaliados. As
melhores doses obtidas nesse modelo foram utilizadas no modelo crénico com

recidiva da colite ulcerativa em ratos.

4.2.5.1.2 Avaliacdo do efeito do EEOH-Cd e FaHex-Cd na recidiva do

processo inflamatorio intestinal induzido por
trinitrobenzenosulféonico (TNBS) em ratos (MORRIS et al., 1989,
modificado)

Ratos Wistar machos (n= 7-9), pesando 180-250, foram separados em 4
grupos, ndo colitico, colitico, EEtOH-Cd e FaHex-Cd. Apos jejum de 24 h foi
realizada a indugéo da inflamagéo intestinal com TNBS (10 mg/ 0,25 mL etanol
50% vl/v, via retal). 24 h ap6s a inducéo inicial, os grupos de animais foram
tratados oralmente com tween 80 12% (n&do-coliticos e coliticos), EEtOH-Cd
(125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg). No 14° dia apds a primeira inducao, foi
realizada a segunda administracdo (recidiva) do TNBS (10 mg/ 0,25 mL etanol
50% vlv, via retal), para mimetizar as recidivas recorrentes nas doencas

inflamatorias intestinais em humanos.

Parametros gerais como diarreia, consumo de agua e racado e peso
corporeo foram verificados diariamente durante todo o periodo de tratamento.
No 21° dia todos os animais foram eutanasiados, o coélon retirado, aberto e
lavado para ser submetido a analise das lesbes macroscopicas e avaliacdo do
processo inflamatorio intestinal, bem como para coleta do material para
analises biogquimicas e histologicas. As amostras foram estocadas em -80 °C
para avaliacdo da mieloperoxidase (MPO) e das citocinas envolvidas no

processo inflamatorio intestinal.
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4.2.5.1.3 Parametros avaliados na retocolite ulcerativa

O cdlon apos ser retirado de cada animal foi submetido a uma analise
macroscopica inicial sendo avaliados paradmetros como peso, comprimento,
severidade da lesdo e extensao do dano intestinal de acordo com uma escala
descrita previamente por BELL; GALL; WALLACE (1995)(Tabela 2). As
amostras col6nicas de cada animal foram fotografadas para determinacdo da
area de lesdo. Apoés essa avaliacdo inicial, o colon foi seccionado e estocado
em -80 °C para a analise de parametros bioquimicos.

No modelo crénico com recidiva foram avaliados parametros de carater
geral, tais como consumo de alimento, peso corporal e aparecimento de fezes

diarreicas.

Tabela 2 Critério de determinacéo de escore de lesdo colbnica

Escore Critério

Sem prejuizo (sem Ulcera)

Hiperemia, sem Ulceras

Ulcera linear sem inflamacéo significante
Ulcera linear com inflamac&o em um sitio

Dois ou mais sitios de ulceracdo/inflamacao

a A W N B O

Dois ou mais sitios de ulceracdo e inflamacdo ou um sitio de inflamacéo
maior que 1 cm ao longo da extensao do célon
6-10 Se 0 prejuizo cobrir mais que 2 cm ao longo da extensdo do célon (o

escore € aumentado em 1 ponto para cada centimetro adicional)

Fonte: (BELL; GALL; WALLACE, 1995)

4.2.5.2 Andlise morfolégica

Segmentos coldnicos foram coletados e destinados a microscopia de luz.
Para isso, foram fixados em solugdo de ALFAC por 24 horas a temperatura
ambiente. ApoOs esse tempo, as pecas foram mantidas em &lcool 80% até o
momento de montagem dos blocos. As pecas foram desidratadas e incluidas

em paraplast formando blocos, posteriormente, cortados em 10 uym de
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espessura para montagem das laminas. Essas foram coradas com

hematoxilina e eosina (HE) para anéalise morfolégica (BEHMER et al., 1976).

4.2.5.3 Quantificacado da atividade da mieloperoxidase (MPO) (KRAWISZ;
SHARON; STENSON, 1984)

Segmentos de coélon, armazenados sob temperatura de -80 °C foram
utilizados nas dosagens da MPO e citocinas pro-inflamatérias e anti-
inflamatorias. As amostras foram homogeneizadas no tampéo de brometo de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) (0,5% em tampéao fosfato sédico 50 mM, pH
6.0) que atua como detergente, lisando os granulos dos neutréfilos que contém
a mieloperoxidase, sendo esta liberada. A amostra foi centrifugada por 10
minutos a 4 °C. O homogenato foi submetido a um triplo processo de
congelamento e descongelamento para facilitar a ruptura das estruturas
celulares e consequentemente a liberacdo da enzima. Numa placa de Elisa,
foram colocados 50 L do sobrenadante de cada amostra e 150 pL de tampéao
de reacéo.

Os resultados foram expressos como unidades de mieloperoxidase por
grama de tecido, onde 1 unidade de atividade de MPO ¢ definida como aquela

gue degrada 1 umol de peréxido de hidrogénio por minuto em 25 °C.

4.2.5.4 Avaliacdo do envolvimento de citocinas pré-inflamatérias (TNF-a e
IL-1B) e anti-inflamatérias (IL-10)

Os niveis de TNF-a, IL-1B e IL-10 foram determinados a partir de
amostras do coélon, congeladas sob temperatura de -80 °C, coletados no
modelo de recidiva da retocolite ulcerativa. Para isso, foi utilizado o tampéao
PBS pH 7.4 (1:5) para homogeneizacdo das amostras. Os tubos com
homogenato foram centrifugados a 12000 rpm durante 10 min. Os
sobrenadantes foram congelados a -80 °C até o ensaio. Posteriormente, as
amostras foram agitadas em banho-maria a 37°C por 20 min. e depois
centrifugadas a 10.000 rpm por 5 min. a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e as
citocinas TNF-q, IL-1B e IL-10 foram quantificados usando Kits de dosagem
imunoenzimatico ELISA (DuoSet®, R&D Systems).
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4.2.5.5 Andlise imunohistoquimica

Esse protocolo experimental foi realizado conforme metodologia descrita
para analise imunohistoquimica em amostras coletadas a partir do modelo de
Glcera induzida por acido acético. As amostras histolégicas foram incubadas
com anticorpo secundéario anti-COX-2 (marcador para avaliar efeito anti-
inflamatorio), anti-PCNA (marcador de divisdo celular, para avaliar potencial de
regeneracdo) e anti-SOD (marcador para avaliar o efeito antioxidante). As
células positivamente marcadas foram contadas para as diversas reacfes
imunohistoquimicas em numero de campos fixos que por meio de um
analisador de imagens Leica Q-Win Standard Versdo 3.1.0 (Reino Unido)
acoplado ao microscépio Leica DM foram fotografadas e analisadas pelo

programa AVSoft Bioview Spectra e Seeker 4.0.

4.3 Analise estatistica

Resultados com valores paramétricos (modelos de Ulcera gastrica,
duodenal, area de lesdo inflamatoria intestinal e relacdo peso/comprimento)
foram submetidos a analise de varidncia de uma via (ANOVA), seguida por
teste de Dunnett ou Tukey e expressos como média + desvio padrao (d.p.) da
média. Nos ensaios de quantificacdo das enzimas antioxidantes,
mieloperoxidase e citocinas os valores obtidos foram apresentados como

média + erro padrdo da média (e.p.m).

Para valores ndo paramétricos (escore da inflamacédo intestinal e
imunohistoquimica) foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis (ANOVA, pos-teste de
Dunn). Os resultados foram expressos em mediana (minimo-maximo). Os
dados foram analisados com a utilizacdo do software GraphPad Prisma 6.0,

San Diego, CA, EUA e o nivel de significancia minimo foi de p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Avaliacdo da atividade cicatrizante do EEtOH-Cd e FaHex-Cd no
modelo de inducéo de Ulcera por acido acético

5.1.1 Analise morfolégica de cortes da area ulcerativa corados com
hematoxilina e eosina (HE)

A area ulcerativa gastrica corada com hematoxilina e eosina dos grupos
de animais tratados com Tween 80 12%, cimetidina 100 mg/kg, EEtOH-Cd 250
mg/kg ou FaHex-Cd 250 mg/kg esta demonstrada na Figura 15. No grupo
Sham foi observada a arquitetura da mucosa preservada com organizacao das
glandulas estomacais e as células preservadas. Entretanto, no grupo Tween 80
12% (controle negativo) € possivel observar uma ampla dilatacdo das
glandulas estomacais sem preservagao da arquitetura celular, assim como,
pouca secrecao no interior das glandulas. Nos animais tratados com cimetidina
(controle positivo) evidencia-se a dilatacdo das glandulas com uma leve

secrecao no interior.

Cortes histoldgicos de estbmagos de animais tratados com EEtOH-Cd
demonstraram glandulas organizadas com pouca dilatagdo e presenca de
secrecdo no seu interior. Resultados semelhantes foram observados para
FaHex-Cd onde as glandulas apresentaram dilatacdo na base com organizacao

e presenca de secrecdo no interior.

5.1.2 Analise da secrecdo de muco pela coloragdo com acido periodo de
Schiff (PAS)

Nos grupos de animais tratados com EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou FaHex-
Cd (250 mg/kg) foi observada, nas areas ulcerativas coradas com PAS, intensa
coloracdo no interior das glandulas, em que apresentaram secrecao mucoide
com maior intensidade quando comparado ao grupo tratado com veiculo. Nos
animais tratados com cimetidina 100 mg/kg foi observada uma discreta

secre¢do mucoide no apice das células, conforme visualizado na Figura 16.
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Figura 15 Fotomicrografias de cortes histoldégicos estomacais corados com HE apds animais serem submetidos a Ulcera gastrica
cronica induzida com acido acético 100% e tratados durante 14 dias. A- grupo sham, B- solucao tween 80 12%, C- cimetidina 100
mg/kg, D-EEtOH-Cd 250 mg/kg, E- FaHex-Cd 250 mg/kg. Linha I- aumento 10X; Linha II- aumento 20X, Linha Ill aumento 40X (*
regido da borda da lesdo aonde as glandulas estomacais encontram-se com dilatacéo; # a dilatacdo glandular com intensa secre¢do; —
uma dilatacdo importante das glandulas; Barra: 50 um)
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Figura 16 Fotomicrografia de amostras de estdbmagos dos ratos submetidos a Ulcera por acido acético apés 14 dias de
tratamento com Cimetidina 100 mg/kg, EEtOH-Cd 250 mg/kg; FaHex-Cd 250 mg/kg, coradas com &cido periodo de Schiff
(PAS). A- grupo sham, B- solucdo tween 80 12%, C- cimetidina 100 mg/kg, D-EEtOH-Cd 250 mg/kg, E- FaHex-Cd. Linha I-
borda néo lesionada; Linha IlI- seccdo da lesdo ( — secre¢cdo mucoide, Barra: 50 ym)
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5.1.3 Percentual de células totais na lesdo ulcerativa

De acordo com os resultados obtidos, foi possivel observar o aumento
significativo no percentual de células totais na lesdo dos animais tratados com
EEtOH-Cd 250 mg/kg para 18,3 (13,3 - 31) (p<0,01) ou FaHex-Cd 250 mg/kg
17,5 (10,8-19,5) (p<0,05) quando comparados ao controle negativo 9,1 (6-11,8)
(Tabela 3).

Tabela 3 Percentual de células totais em lesdes ulcerativas induzidas por acido
acético em estdmagos de ratos tratados com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd durante
14 dias

Tratamento Dose (mg/kg) Células totais (%)
Tween 80 12% _ 9,1 (6-11,8)
Cimetidina 100 11,1 (9,1- 19)
EEtOH- Cd 250 18,3 (13,3-31)**
FaHex-Cd 250 17,5 (10,8-19,5)*

Os resultados estdo expressos como mediana (minimo-maximo) (n=3-4). Analise de
variancia de uma via (ANOVA): F (5 14y = 6,580; (p<0,05),seguido do teste de Kruskal-
Walllis, comparado ao controle negativo *p<0,05, **p<0,01.

5.1.4 Quantificacdo de vasos sanguineos

Os resultados obtidos nessa avaliagdo demonstraram que o tratamento
com EEtOH-Cd 250 mg/kg aumentou significativamente o nimero de vasos
sanguineos para 13 (10,8-14,4) (p<0,01) quando comparado ao controle
negativo 5,8 (5,0-6,2). Entretanto, ndo foram observadas alteracbes para
cimetidina 100 mg/kg 6,0 (5,2-7,2) e FaHex-Cd 5,8 (3,8-6,8) (Tabela 4).

Tabela 4 Numero de vasos sanguineos em estdmagos de ratos ulcerados com
acido acético e tratados com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd durante 14 dias

Tratamento Dose (mg/kg) N° de vasos
Tween 80 12% - 5,8 (5,0-6,2)
Cimetidina 100 6,0 (5,2-7,2)
EEtOH- Cd 250 13 (10,8-14,4)**
FaHex-Cd 250 5,8 (3,8-6,8)

Os resultados estdo expressos como mediana (minimo-maximo) (n=3-4). Analise de
variancia de uma via (ANOVA): F (5 14y = 6,580; (p<0,05),seguido do teste de Kruskal-
Wallis, comparado ao controle negativo **p<0,01.



96

5.2 Ulcera gastrica induzida por isquemia e reperfuséo

De acordo com os resultados obtidos no modelo de isquemia e
reperfusdo em ratos, foi possivel observar que o tratamento dos animais com
EEtOH-Cd, FaHex-Cd ou rutina (controle positivo) reduziu significativamente a
area de leséo ulcerativa, nas doses avaliadas para 62 + 4,6 (p<0,01), 49 + 19
(p<0,001), 28 + 9,6 (p<0,001), respectivamente, o que equivale a 53%, 63% e
79% quando comparadas ao controle negativo (123 + 40). Esses resultados
estdo expressos na Tabela 5 e podem ser visualizados na Figura 17.

Tabela 5 Efeitos da administracao oral do EEtOH-Cd, FaHex-Cd ou rutina nas
lesBes gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos

Tratamento Dose (mg/KQ) ALU Inibic&o (%)
Normal - - 100
Tween 80 12% _ 123 + 40 _
Rutina 200 28 + 9,6 *** 79
EEtOH- Cd 250 62 + 4,6** 53
FaHex-Cd 250 49 + 19% 63

Os resultados estédo expressos como média + d.p (n=5-8). Andlise de variancia de uma
via (ANOVA): Fs 17y = 24,65; (p<0,05),seguido do teste de Dunnett, comparado ao
controle negativo **p<0,01, ***p<0,001. ALU= Area de Les&o Ulcerativa.

Figura 17 Estbmagos de ratos em modelo de inducéo de Ulcera por isquemia
e reperfusdo dos grupos Normal (A), tween 80 12% (B) Rutina (C), EEtOH-Cd
(D), FaHex-Cd (E).
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5.3 Investigacdo do efeito de EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre as lesdes
duodenais induzidas por cisteamina em ratos

De acordo com os resultados obtidos no modelo de ulcera duodenal
induzida por cisteamina em ratos, foi possivel observar que o tratamento oral
dos animais com EEtOH-Cd nas doses de 31,25; 62,5 ou 125 mg/kg reduziu
significativamente a area de lesdo ulcerativa (1,3 + 0,5, p<0,01; 1,0 + 0,3,
p<0,001 e 0,8 £ 0,2, p<0,001, respectivamente), quando comparados ao
controle negativo (4,0 + 1,7), equivalendo a uma inibicao de 68%, 76% e 81%,

conforme apresentado na Tabela 6.

Com relacdo a FaHex-Cd foi observado que nas doses 31,25 e 62,5
mg/kg ocorreu uma reducao significativa da area de lesao ulcerativa para 1,6 +
0,7, p<0,01 (60%) e 0,7 = 0,2, p<0,001 (82%), respectivamente, quando
comparados ao controle negativo (4,0+ 1,7) (Tabela 6). Esses resultados

podem ser visualizados na Figura 18.

Tabela 6 Efeitos da administracdo oral do EEtOH-Cd, da FaHex-Cd e do
lansoprazol nas les6es duodenais induzidas por cisteamina em ratos

Tratamento Dose (mg/KQ) ALU Inibicdo (%)
Tween 80 12% - 40+1,7 _
Lansoprazol 30 1,3+ 0,6 68
EEtOH-Cd 31,25 1,3 0,5* 68

62,5 1,0 £0,3*** 76
125 0,8 £ 0,2*** 81
250 55+ 24 )
FaHex-Cd 31,25 1,6 + 0,7* 60
62,5 0,7 £ 0,2%** 82
125 2,2+0,8 46
250 2,3+0,8 43

Os resultados estédo expressos como média + d.p (n=5-8). Andlise de variancia de uma
via (ANOVA): F (o, 47y = 12,22; (p<0,05),seguido do teste de Dunnett, comparado ao
controle negativo **p<0,01, ***p<0,001. ALU= Area de Les&o Ulcerativa
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Figura 18 Duodenos de ratos em modelo de inducao de Ulcera por cisteamina
hidrocloridrica e tratados com Tween 80 12% (A), Lansoprazol 30 mg/kg (B),
EEtOH-Cd 31,25 mg/kg (C), EEtOH-Cd 62,5 mg/kg (D), EEtOH-Cd 125 mg/kg
(E), EEtOH-Cd 250 mg/kg (F), FaHex-Cd 31,25 mg/kg (G), FaHex-Cd 62,5
mg/kg (H), . FaHex-Cd 125 mg/kg (1), FaHex-Cd 250 mg/kg (J).

o
L 5

5.4 Mecanismos de acdo envolvidos na gastroprotecao

5.4.1 Avaliacdo do mecanismo citoprotetor

5.4.1.1 Sintese de prostaglandina na mucosa gastrica

Os resultados obtidos no modelo que investigou a participacdo da
prostaglandina na protecdo gastrica induzida por EEtOH-Cd (250 mg/kg) e
FaHex-Cd (250 mg/kg), demostraram que os grupos pré-tratados com veiculo
(Tween 80 12%) e depois tratados com Misoprostol (36 + 12,6, p<0,001),
EEtOH-Cd (119,6 + 41,0 p<0,05) ou FaHex-Cd (88 + 36,0 p<0,001),
apresentaram uma reducédo significativa da area de lesdo ulcerativa (ALU) em
81%, 35% e 52%, respectivamente, quando comparado ao controle negativo

(184,6 + 36,6) conforme demonstrado no Gréfico 1.

Quando foi avaliado o grupo pré-tratado com Indometacina (anti-
inflamatoério ndo esteroidal) e tratado com misoprostol (136,1 * 44,5, p<0,001)
foi observada exacerbacgao significativa da ALU (p<0,001) quando comparado

ao grupo de mesmo tratamento oral e pré-tratado com veiculo. Entretanto, o
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tratamento com EEtOH-Cd (117,5 + 44, p<0,001) ou FaHex-Cd (107 + 18,
p<0,001) ndo exacerbaram significativamente a ALU quando comparados aos
seus respectivos grupos de mesmo tratamento oral (p>0,05) ( Gréfico 1). Estes

resultados podem ser melhor visualizados na Figura 19.

3007

Tween 80 12%
Misoprostol
EEtOH-Cd 250 mg/kg
FaHex-Cd 250 mg/Kg

46%
o~ —

200 350 ### 53%
### 57%
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Tween 80 12% + Indometacina

ALU mm
M
%

100 Misoprostol + Indometacina
EEtOH-Cd 250 mg/kg + Indometacina

FaHex-Cd 250 mg/kg + Indometacina

NEANENEH

Tratamentos

Grafico 1 Efeito da administragéo oral do EEtOH-Cd, FaHex-Cd ou Misoprostol em
Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos pré-tratados com Indometacina.
Resultados expressos como média + desvio padrao (n=5-7). ANOVA F (5,20 = 22,24/ F
@, 22 = 28,52 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett *p<0,05, *** p<0,001 comparando-
se ao grupo tween 80 12% ou ** p<0,001 comparando-se ao grupo tween 80 12% +
Indometacina; teste de Tukey-Kramer, comparando 0s grupos que receberam o
mesmo tratamento p< 0,001. (n=5-8).

Figura 19 Estdbmagos de ratos ulcerados por etanol absoluto ou etanol/indometacina
tratados oralmente com com tween 80 12% (A) Misoprostol (B), EEtOH-Cd (C) ou
FaHex-Cd (D), tween 80 12%-+Indometacina (E), Misoprostol+indometacina (F),
EEtOH-Cd+Indometacina (G), FaHex-Cd+Indometacina (H)
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5.4.2 Avaliagdo dos mecanismos antioxidantes

5.4.2.1 Quantificacado da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

Foi avaliado o efeito do EEtOH-Cd (250 mg/kg) ou FaHex-Cd (250
mg/kg) sobre a atividade da SOD, utilizando como controle positivo a rutina, um
flavonoide como padrédo antioxidante. Os resultados obtidos neste experimento
demostraram aumento significativo da atividade da SOD no controle negativo
(Tween 80 12%) para 5,6 £ 0,6 (p<0,001) quando comparado ao grupo Normal
(2,8 £ 0,2). O tratamento dos animais com rutina, EEtOH-Cd 250 mg/kg ou
FaHex-Cd 250 mg/kg reduziu a atividade da SOD para 3,7 = 0,3 (p<0,05), 3,05
+ 0,3 (p<0,001) e 3,0 £ 0,4 (p<0,001) , respectivamente, quando comparado ao

controle negativo (5,4 £ 0,6). Estes resultados estdo expressos no Grafico 2

E3 Normal
B ## B Tween8012%
£ 61
g @ Rutina
oS . E# Ect0H-Cd 250 mgl/kg
o
o2 xx FaHex-Cd 250 mg/Kg
° - -
z N
E 2
o]
0 T T N

Grafico 2 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Cd ou FaHex-Cd
sobre os niveis da superoxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica de ratos sob
isquemia e reperfusdo. Os resultados estdo expressos como média + e.p.m Analise de
variancia de uma via (ANOVA): F 4 26 = 7,9 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett
*p<0,05, e *** p<0,001 comparando-se ao grupo solucéo tween 80 a 12%; “*p<0,001
comparado ao grupo normal (n=5-8).

5.4.2.2 Quantificacao da Catalase

No modelo de isquemia e reperfusdo observou-se reducéo significativa
da Catalase no controle negativo (Tween 80 12%) (2,8 £ 0,1, p<0,001) quando
comparado ao grupo Normal (4,8 £ 0,6). O tratamento com rutina, EEtOH-Cd

ou FaHex-Cd, por sua vez, aumentou significativamente os niveis da Catalase
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para 3,3 = 0,2 (p<0,05), 50 + 0,3 (p<0,001) e 44 = 04 (p<0,01),
respectivamente, quando comparado ao grupo controle negativo (2,8 + 0,1).

Estes resultados estdo expressos no Grafico 3.
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Grafico 3 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Cd ou FaHex-Cd
sobre os niveis de catalase na mucosa gastrica de ratos sob isquemia e reperfuséo.
Os resultados estdo expressos como média + e.p. Analise de variancia de uma via
(ANOVA): F @4 22 = 9,0. (p<0,05), seguido do teste de Dunnett e test t *p<0,05,
*p<0,01, ***p<0,001 comparando-se ao grupo solucdo tween 80 a 12%; **p<0,001
comparado ao grupo Normal (n=5-8).

5.4.2.3 Quantificagdo dos grupamentos sulfidrilas ndo-proteicos (GSH)

De acordo com os resultados obtidos foi observada diminuicao
significativa dos niveis da GSH no controle negativo (4. 494 + 162,5, p<0,001)
quando comparado ao grupo Normal (11.472 + 839). Entretanto, 0os grupos
tratados com Rutina, EEtOH-Cd ou FaHex-Cd aumentaram significativamente
esses niveis (8.712 £ 1.109, p<0,05; 9.280 + 1.491, p<0,01 e 10.820 + 482,4,
p<0,001, respectivamente) quando comparados ao grupo controle negativo

(4.494 + 162,5). Os resultados estdo expressos no Grafico 4.
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Grafico 4 Efeito da administracdo oral do veiculo, rutina, EEtOH-Cd ou FaHex-Cd
sobre os niveis de GSH na mucosa gastrica de ratos sob isquemia e reperfusédo. Os
resultados estdo expressos como média + e.p. Andlise de varidncia de uma via
(ANOVA): Fu, 22 = 7,5 (p<0,05), seguido do teste de Dunnett *p<0,05, **p<0,01,
**+n<(),001 comparando-se ao grupo solucéo tween 80 a 12%; “*p<0,001 comparado
ao grupo Normal (n=5-8).

5.5 Avaliacao da atividade anti-inflamatoéria intestinal

5.5.1 Modelo de retocolite ulcerativa

5.5.1.1 Investigacao do efeito do EEOH-Cd e FaHex-Cd na fase aguda do
processo inflamatorio intestinal induzido por
trinitrobenzenosulféonico (TNBS) em ratos

Nesse modelo experimental pode-se observar reducdo significativa da
area de lesdo ulcerativa intestinal de ratos tratados com EEtOH-Cd nas doses
de 62,5 e 125 mg/kg (46 + 12, p<0,01 e 19 + 8, p<0,001 respectivamente)
gquando comparados aos animais do grupo colitico (107 + 38). Na avaliacéo
experimental do efeito da FaHex-Cd, foi observada reducgéo significativa nas
doses de 31,25 e 62,5 mg/kg para 52 = 18 (p<0,01) e 21 + 7 (p<0,001),
respectivamente, quando comparados aos animais coliticos (101 * 45) (Tabela
7).

Quanto ao escore de lesdo, o EEtOH-Cd nas doses de 62,5 e 125
mg/kg, reduziram significativamente os valores para 4,0 (1-5) (p<0,05) e 3,0 (2-
5) (p<0,01), respectivamente, comparado ao controle colitico 6 (5-7). FaHex-Cd
31,25 e 62,5 mg/kg reduziram significativamente para 5,0 (1-6) (p<0,05) e 5,0
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(4-5) (p<0,01), respectivamente, comparado ao grupo colitico 7 (5-8) (Tabela
7).

Foi observado ainda aumento significativo na relacdo peso/comprimento
do grupo colitico (148 + 17, p<0,001; 154 £ 27, p<0,001) qguando comparado ao
nao-colitico (110 + 8; 102 + 14, respectivamente). Os tratamentos com
diferentes doses do EEtOH-Cd (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg) ndo reduziram
(152 £19; 146 + 19; 134 £ 5 e 152 + 14, respectivamente) esse parametro em
comparacao ao controle colitico (148 £ 17). No entanto, o tratamento com
FaHex-Cd na dose de 62,5 mg/kg reduziu significativamente essa relagéo para
129 + 20 (p<0,05), comparado ao seu respectivo controle colitico (154 + 27)
(Tabela 7).

A administragdo do TNBS promoveu indice de 100% no acometimento
de diarreia nos animais coliticos. O EEtOH-Cd na dose de 125 mg/kg reduziu
significativamente o acometimento de diarreia para 14%. Para FaHex-Cd, o
tratamento na dose de 62,5 mg/kg reduziu significativamente para 29%
(p<0,05) quando comparados ao seu respectivo controle colitico (87%) (Tabela
7).

Intestinos de ratos coliticos, ndao coliticos e tratados com as diferentes
doses testadas do EEtOH-Cd ou FaHex-Cd no modelo, podem ser visualizados

na Figura 20 e na Figura 21, respectivamente.



Tabela 7 Efeitos da administracdo oral do EEtOH-Cd
trinitrobenzenosulfénico (TNBS) em ratos
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ou FaHex-Cd na fase aguda do processo inflamatério intestinal induzido por

Grupos Dose (mg/kg) ALU (mm?) Inibicdo (%) Escore de lesdo Peso/comprimento. (mg/cm) Diarréia (%)
Nao-coliticos - - 100 110+8 0
Coliticos ) 107 + 38 - 6,0 (5-7) 148 + 17*#* 100

HH##
EEtOH-Cd 3125 79 +31 26 5,0 (3-7) 152 + 19 100
625 46 + 12** 57 4,0 (1-5)* 146 + 19"*# 57
125 19 + gre 82 3,0 (2-5)** 134 + 5* 14%*
#HH#t#
250 26 + 23 29 6,0 (4-7) 152 + 14 85,7
Né&o-coliticos ) N ) - 102 + 14 0
Coliticos _ 101 + 45 ) 7,0 (5-8) 154 + 27%#* 87
*% _R)* # #
FaHex-Cd 31.25 52+ 18 49 5,0 (1-6) 142 + 20 87
62,5 21 £ 7 79 5,0 (4-5)** 129 + 20* 29*
#H#H#
125 95 + 33, 7 6,0 (5-6) 154 £ 10 71
250 80+ 12 22 5,0 (4-7) 155 + 16" ** 86

Resultados expressos em média + d.p ou em mediana (minimo-maximo) dos parametros analisados (n=5-8). Para os dados paramétricos foi
utilizado média + d.p. ANOVA e teste a posteriori de Dunnet. Para os dados n&o paramétricos (mediana, minimo-maximo) Kruskall Walis e teste a
posteriori de Dunn. * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001 comparado ao grupo colitico; * p < 0,05, ** p < 0,01 e *** p < 0,001, comparado ao grupo

nao-colitico .
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Figura 20 Fotos de intestinos de ratos nao-coliticos (A) Coliticos (B), EEtOH-
Cd 31,25 mg/kg (C), EEtOH-Cd 62,5 mg/kg (D), EEtOH-Cd 125 mg/kg (E),
EEtOH-Cd 250 mg/kg (F).

Figura 21 Fotos de intestinos de ratos ndo-coliticos (A) Coliticos (B) FaHex-Cd
31,25 (C), FaHex-Cd 62,5 (D), FaHex-Cd 125 mg/kg (E), FaHex-Cd 250 mg/kg

(F).
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5.5.2 Avaliagédo do efeito do EEOH-Cd e FaHex-Cd na fase cronica com
recidiva do processo inflamatdrio intestinal induzido por
trinitrobenzenosulféonico (TNBS) em ratos

Foi possivel observar reducédo significativa no escore de leséo
macroscopico tanto para EEtOH-Cd (125 mg/kg) quanto para FaHex-Cd (62,5
mg/kg) para 1,0 (1-4) (p<0,05) e 1,0 (1-4) (p<0,01), respectivamente,
comparado ao controle colitico 4,0 (3-6). Além disso, as amostras vegetais
testadas reduziram o acometimento pela diarreia em 56% quando comparados

aos animais coliticos (94%).

A relagdo peso/comprimento aumentou significativamente nos grupos
coliticos, EEtOH-Cd e FaHex-Cd (143 + 14, p<0,001; 132 + 11, p<0,001; 122 +
12, p<0,01, respectivamente) quando comparados ao néo colitico (97 = 9).
Entretanto, FaHex-Cd 62,5 mg/kg promoveu reducdo significativa (122 + 12,
p<0,01) nesse parametro quando comparado ao grupo colitico (143 = 14).
Esses resultados estdo expressos na Tabela 8 e podem ser melhores

visualizados na Figura 22.

Tabela 8 Efeitos da administracdo oral de EEtOH-Cd e FaHex-Cd, na colite
recidiva induzidas por TNBS em ratos

Grupos Dose (mg/kQg) Escore Peso/comp. (mg/cm) Diarréia (%)
Nao-coliticos - 97 +9 0
Coliticos - 4,0 (3-6) 143 + 14 ## 94
EEtOH-Cd 125 1,0 (1-4)* 132 £ 117" 56*
FaHex-Cd 62,5 1,0 (1-4)** 122 + 127 #x* 56*

Resultados expressos em média £+ d.p. ou em mediana (minimo-maximo) dos
parametros analisados (n=7-9). Para os dados paramétricos foi utilizado média + d.p.
ANOVA e teste a posteriori de Dunnet. Para os dados ndo paramétricos (mediana,
minimo-méximo) Kruskall Walis e teste a posteriori de Dunn. *p<0,05 e **p<0,01,
comparado ao grupo colitico. #p<0,01 e **p<0,001, comparado ao grupo ndo-colitico.
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Figura 22 Fotos de intestinos de ratos nao-coliticos (A) Coliticos (B), EEtOH-
Cd 125 mg/kg (C), FaHex-Cd 62,5 mg/kg (D).

5.5.2.1 Avaliacao do consumo de 4gua e racao

Complementando a avaliacdo da atividade anti-inflamatdéria intestinal, foi
realizado o acompanhamento do consumo diario de 4gua e racdo dos animais
durante 21 dias. Foi possivel observar uma diminuigdo significativa na ingesta
de 4gua (28 * 3, p<0,01) e racdo (19 + 2, p<0,01) do grupo colitico quando
comparado ao grupo de animais ndo coliticos (31 = 4 e 22 * 2,

respectivamente).

Quando avaliados o tratamento com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd, apenas o
tratamento com FaHex-Cd aumentou o consumo de agua (31 *+ 2, p<0,05) e
racdo (22 + 3, p<0,01) em compara¢do aos animais coliticos (28 £ 3, p<0,01 e
19 £ 2, p<0,01, respectivamente) (Tabela 9).
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Tabela 9 Efeito da administragéo oral do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd durante 21
dias sobre o consumo de agua e ragdo dos ratos no modelo de colite ulcerativa
com recidiva induzida por TNBS em ratos

Tratamento Dose Consumo de agua (mL) Consumo de racao (Q)
N&o-coliticos - 314 22+2
Coliticos - 28 + 3** 19 + 2**
EEtOH-Cd 125 mg/kg 30+4 20 + 3"
FaHex-Cd 62,5 mg/kg 31+ 2% 22 + 3

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 7-9). ANOVA de uma via, seguido
do teste de Dunnett, *p<0,05, **p<0,01, comparados ao grupo colitico; *p<0,05,
#p<0,01, comparados ao grupo nao-colitico.

5.5.2.2 Avaliacdo ponderal

Como parametro complementar aos dados acima descritos, foi avaliado
o efeito de administracdes repetidas de EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd
(62,5 mg/kg) sobre o peso corporal dos animais acometidos de colite ulcerativa.
Ao final do experimento, foi observada uma reducéo significativa na média do
peso corporal do grupo colitico (215 = 21, p<0,001) quando comparado ao
grupo néo colitico (261 + 35). Entretanto, quando avaliados os tratamentos
realizados com EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) apenas
FaHex-Cd aumentou significativamente a média do peso corporal (239 *+ 17,

p<0,05) quando comparado aos animais coliticos (215 + 21) (Tabela 10).
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Tabela 10 Efeito da administracao oral do EEtOH-Cd ou FaHex-Cd durante 21

dias sobre o peso corporal dos ratos no modelo de
recidiva induzida por TNBS em ratos

colite ulcerativa com

Aumento médio (g)

Tratamento Peso inicial (g) Peso final (g)
N&o-coliticos 202 + 32 261 + 35
Coliticos 189 + 19 215 + 21 ##*
EEtOH-Cd 178 £ 13 2307
FaHex-Cd 184 + 14 239+ 17*

51 + 10
35+ 127
43+6

48 + 10*

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 7-9). ANOVA de uma via, seguido
do teste de Dunnett, *p<0,05 comparados ao grupo colitico; *p<0,05, **p<0,001,

comparados ao grupo nao-colitico.

5.5.2.3 Avaliacédo do peso dos 6rgaos

Os dados obtidos demonstraram um aumento significativo no peso do

baco do grupo colitico (2,8 £ 0,5, p<0,05) quando comparado ao néo-colitico

(2,1 £ 0,2). Ao analisar os 6rgdos dos animais tratados com EEtOH-Cd ou

FaHex-Cd foi observado o aumento significativo do baco de animais tratados

com EEtOH-Cd quando comparado ao grupo nao-colitico (Tabela 11). Nas

demais avaliacdes (coracdo, figado e

significativas em compara¢ao ao grupo nao-colitico.

rins) nao ocorreram alteracdes

Tabela 11 Efeito da administracao oral do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd durante
21 dias sobre o peso dos 6rgaos de ratos no modelo de colite ulcerativa com

recidiva induzida por TNBS em ratos

Orgaos Coracéao Figado Rins Baco
N&o-coliticos 4,0+0,2 41+1,5 8,6+ 0,6 21%0,2
Coliticos 40+0,5 43+5.3 8,6 +1,0 2,8+0,5"
EEtOH-Cd 40+0,3 43+3,1 8,6+0,2 2,8 +0,4%
FaHex-Cd 4,0+0,3 44+ 1,2 8,4+0,5 24%0,2

Os valores estdo expressos como média + d.p. (n = 7-9). ANOVA de uma via, seguido
do teste de Dunnett, “p<0,05, #p<0,01, comparados ao grupo ndo-colitico.
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5.5.2.4 Anélise morfoldgica de cortes do colon corados com hematoxilina
e eosina (HE)

O estudo histolégico do célon de ratos pertencentes ao grupo nao-
colitico demonstraram a estrutura histologica normal, destacando na mucosa a
estrutura das glandulas intestinais retas com grande numero de células
caliciformes e lamina propria classica (ou normal). Os animais pertencentes ao
grupo colitico apresentaram inflamacgdo transmural, necrose da mucosa com
desestruturacdo das glandulas, reducdo das células caliciformes e perda das
células epiteliais. Observa-se ainda a presenca de granulacdo destacando

infiltracdo neutrofilica e linfocitica.

O tratamento com EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg)
preservou algumas areas da estrutura da mucosa, quando comparada a acao
lesiva observada nos animais coliticos, permanecendo intacto o epitélio e
reduzindo as células inflamatérias na lamina prépria em comparag¢do ao grupo
colitico, sugerindo a re-epitelizacdo do animais tratados com as amostras

vegetais.

Figura 23 Fotomicrografias de cortes histol6gicos do coélon corados com HE
apos animais serem submetidos ao modelo de retocolite ulcerativa com
recidiva e tratados durante 21 dias. A- grupo ndo-colitico, B- grupo colitico, C -
EEtOH-Cd 125 mg/kg, D- FaHex-Cd 62,5 mg/kg. aumento 40X (* células

caliciformes; - regido de ulceracdo; Barra: 50 pm)
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5.5.2.5 Quantificacédo da atividade da mieloperoxidase (MPO)

De acordo com os resultados obtidos pode-se observar aumento
significativo da MPO para 40.270 = 3.077 (p<0,001) no grupo dos animais
coliticos quando comparados aos ndo-coliticos (10.120 + 1.672). Os
tratamentos com EEtOH-Cd (15.187 + 1.158, p<0,001) ou FaHex-Cd (17.620 *
2.395, p<0,001) reduziram significativamente a MPO quando comparado ao
controle colitico (40.270 + 3.077) (Gréfico 5).
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Grafico 5 Efeito da administracdo EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre os niveis de
mieloperoxidase em ratos com colite experimental com recidiva induzida por TNBS.
Resultados expressos em média + e.p.m (n=7-9). ANOVA seguida de teste a posteriori
de Dunnet. #p<0,01 comparado ao grupo ndo-colitico e ***p<0,001 comparados ao
grupo colitico.

5.5.2.6 Avaliacao das citocinas pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) e anti-
inflamataoria (IL-10)

5.5.2.6.1 Determinacéo do nivel tecidual de TNF-a

Os resultados demonstraram aumento significativo nos niveis do TNF-a
nos animais coliticos (2,0 = 0,2, p<0,01) em comparacdo aos nao coliticos (1,3
*+ 0,1). Entretanto, quando avaliados o tratamento com EEtOH-Cd (125 mg/kg)
ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) ocorreu uma reducéo nos niveis de TNF-a (1,2 + 0,2
e 1,4 + 0,1) respectivamente, quando comparados ao grupo colitico (2,0 £ 0,2)
(Gréfico 6).
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Grafico 6 Efeito da administragdo EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre os niveis de TNF-a
em ratos com colite ulcerativa com recidiva induzida por TNBS. Resultados expressos
em média + e.p.m (n=7-9). ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet, **p<0,01,
comparados ao grupo nao-colitico e **p<0,01 comparado ao grupo colitico.

5.5.2.6.2 Determinacéo do nivel tecidual de IL-18

Os resultados obtidos demonstram o aumento significativo nos niveis da
IL-1 B nos animais do grupo colitico (63 £ 6, p<0,001) quando comparados ao
grupo controle ndo-colitico (32 + 4,0). O tratamento com EEtOH-Cd reduziu de
forma significativa para 41 + 5 (p<0,01) a IL-1-B em comparacdo ao grupo
colitico (63 + 6,2). FaHex-Cd ndo promoveu alteracdo significativa quando

comparado ao controle colitico. Dados expressos no Gréfico 7.
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Grafico 7 Efeito da administracdo EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre os niveis de IL-13 em
ratos com colite ulcerativa com recidiva induzida por TNBS. Resultados expressos em
média = e.p.m (n=7-9). ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet, *p<0,05,
#%p<0,001 comparados ao grupo nao-colitico e *p< 0,01 comparado ao grupo colitico.
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5.5.2.6.3 Determinacédo do nivel tecidual de IL-10

Os resultados demonstraram reducao significativa da IL-10 nos tecidos
intestinais do grupo colitico para 3,2 £ 0,3 (p<0,05) quando comparado ao nao-
colitico (5,1 = 0,8). O tratamento com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd provocaram
aumento significativo (5,0 £ 0,4, p<0,05; 5,8 + 0,3, p<0,01 respectivamente)

guando comparados ao grupo colitico (3,2 + 0,3) (Grafico 8).
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Grafico 8 Efeito da administracdo EEtOH-Cd e FaHex-Cd sobre os niveis de IL-10 em
ratos com colite ulcerativa com recidiva induzida por TNBS. Resultados expressos em
média + e.p.m (n=7-9). ANOVA seguida de teste a posteriori de Dunnet, “p<0,05
comparado ao grupo nao-colitico e *p< 0,05, **p<0,01 comparado ao grupo colitic

5.5.2.6.4 Analise imunohistoquimica da expressdo da COX-2

Na analise dos resultados da expressdao de COX-2 demonstrados na
Tabela 12 e Figura 24, foi possivel observar aumento significativo da expressao
da COX-2 nos animais do grupo colitico para 505 (100-1.450) (p<0,05) quando
comparado ao nao-colitico 230 (110-700). Entretanto, o tratamento com
EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) reduziram de forma
significativa a expressdo de COX-2 para 90 (10-2.590) (p<0,001) e 205 (20-
790) (p<0,001), respectivamente, quando comparado ao grupo colitico 505
(100-1.450).

5.5.2.6.5 Quantificacdo de células positivas para PCNA

Foi observado um aumento significativo da expressdao do PCNA nos

animais do grupo colitico para 5.380 (850-15.960) (p<0,001) quando
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comparado ao néo-colitico 1.425 (60-7890). Entretanto, o tratamento com
EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) reduziram significativamente
a expressao do PCNA para 1.630 (90-14.790) (p<0,001) e 1.570 (250-9.500)
(p<0,001), respectivamente, quando comparado ao grupo colitico 5.380 (850-
15.960) (p<0,001). Esses resultados estdo demonstrados na tabela Tabela 12

e Figura 24.

5.5.2.6.6 Avaliacdo imunohistoquimica da expressdo da enzima

superoxido dismutase (SOD)

Os resultados obtidos nesta andlise demostraram diminuicdo
significativa na expressao da SOD no controle colitico para 165 (10-1.000)
(p<0,001) quando comparado ao grupo nao-colitico 400 (80-1.115). O
tratamento dos animais com EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg)
aumentou a expressao da SOD para 400 (50-1.480) (p<0,05) e 435 (20-1.650)
(p<0,001), respectivamente, quando comparado ao controle colitico. Estes

resultados estéo expressos na Tabela 12 e Figura 24.
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Tabela 12 Efeito da administracao oral do EEtOH-Cd e da FaHex-Cd durante 21 dias sobre a expressao da ciclo-oxigenase 2 (COX-2),

antigeno nuclear de proliferacé@o celular (PCNA) e enzima superoxido dismutase (SOD) no modelo de colite ulcerativa com recidiva
induzida por TNBS em ratos

Dose . 2 2
Tratamentos COX-2 (um”) PCNA (um®) SOD (um®)
(mg/kg)
Né&o-coliticos - 230 (110-700) 1425 (60-7890) 400 (80-1.115)
Coliticos - 505 (100-1.450)" 5380 (850-15.960)"" 165 (10-1.000)"#
EEtOH- Cd 125 90 (10-2.590)*** 1630 (90-14.790)*** 400 (50-1.480)***
FaHex-Cd 62,5 205 (20-790)*** 1570 (250-9.500)*** 435 (20-1.650)***

Resultados expressos em mediana (minimo-maximo) dos parametros analisados (n=7-9). Para os dados ndo paramétricos (mediana, minimo-

maximo) Kruskall Walis e teste a posteriori de Dunn. ***p<0,001 comparado ao grupo colitico. *p<0,05 e *#p<0,001, comparado ao grupo nao-
colitico.
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Figura 24 Fotomicrografia de amostras de cdlon dos ratos submetidos ao modelo de retocolite ulcerativa com recidiva apos
21 dias de tratamento. A- grupo nao-colitico, B- grupo colitico, C- EEtOH-Cd 125 mg/kg, D-FaHex-Cd 62,5 mg/kg. Linha I-
marcacao imunohistoquimica para COX-2 ; Linha llI- marcacdo imunohistoquimica para PCNA; Linha lll marcagéo
imunohistoquimica para SOD ( —COX-2, PCNA e SOD, respectivamente; Barra: 50 pm)
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6 DISCUSSAO

Muitas espécies vegetais e seus constituintes quimicos exercem acodes
terapéuticas, 0 que revela uma promissora &rea para pesquisa. Isso tem
direcionado o desenvolvimento de novos medicamentos eficazes e seguros
para o tratamento de varios processos patoldgicos. Existe um interesse voltado
para terapias de doencas derivadas do estresse oxidativo, tais como Ulcera
péptica e doencas inflamatdrias intestinais (CALIXTO et al., 2004; AWAAD; EL-
MELIGY; SOLIMAN, 2013).

Cada planta possui uma variedade de constituintes quimicos que agem por
mecanismos e vias metabdlicas diferentes (LIMA DE ALBUQUERQUE et al.,
2010). De acordo com De Morais Lima (2011) em estudos realizados com a
espécie C. duarteanum, rica em triterpenos em diferentes modelos
experimentais de inducdo de Ulcera (etanol/HCI, etanol absoluto, estresse,
AINES, ligadura do piloro), constatou que esta espécie apresenta atividade
gastroprotetora a qual encontra-se relacionada a uma protecédo local com a

participacdo das vias do 6xido nitrico e grupamentos sulfidrilas.

Este trabalho € um estudo de continuidade e dessa forma se propde a
avaliar a atividade cicatrizante géastrica, antiulcerogénica em duodeno, além de
elucidar os mecanismos envolvidos na acdo farmacolégica avaliando o efeito
anti-inflamatério intestinal promovido pelo extrato etandlico bruto e fase
hexanica obtidos de C. duarteanum. Sendo esta Ultima escolhida para o estudo

devido possuir maior quantidade de triterpenos na sua constituicao.

O modelo de ulcera gastrica induzida por acido acético € o que mais se
assemelha a ulcera gastrica no homem (OKABE; AMAGASE, 2005). Por esta
razdo este modelo é largamente utilizado para estudar o mecanismo de
cicatrizagdo e avaliar o efeito antiulcerogénico de varios compostos (MARIA-
FERREIRA et al., 2014). Foi demonstrado que apés a administracdo do acido
acetico ocorre o desenvolvimento de trombos nos vasos da submucosa,
levando a estase microvascular o que resulta em necrose isquémica da
mucosa gastrica (morte tecidual) e na formacdo da ulcera (TARNAWSKI;
AHLUWALIA, 2012).
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A cicatrizagdo € um processo de reparacdo tecidual que pode ser
dividido em trés periodos: 0-3 dias (consiste no desenvolvimento da Ulcera com
formacéo do tecido necrotico, infiltrado inflamatorio, implantacéo e formacéo da
margem da Uulcera); 3-10 dias (envolve o processo de migracdo celular e
contracdo da Ulcera); e 10-20 dias (o processo torna-se mais lento e inclui
etapas como angiogénese, remodelacdo do tecido de granulacdo e
regeneracao epitelial completa da lesdo ulcerosa) (SCHMASSMANN, 1998;
TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

A angiogénese consiste na formacdo de novos microvasos que €
essencial para cicatrizacdo de Ulceras gastrintestinais. Ocorre via uma série de
etapas sequenciais que inclui: (a) degradacédo da capilaridade basal pela matriz
metaloproteinase; (b) migracdo de células endoteliais para o espaco
perivascular e proliferacéo; (c) formacéo de tubos microvasculares seguido de
anastomose; (d) estabelecimento de uma lamina e membranas basais; e (e)
formacdo de uma rede de capilares (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI,
AHLUWALIA, 2012).

A capacidade de acelerar o processo de cicatrizacdo depende do fator
de crescimento epidermal (EGF), peptideos trefoil e cicloxigenase tipo 2 (COX-
2) atuando de maneira sincronizada (TARNAWSKI, 2005). A formacao do
tecido de granulacdo e a geracdo de novos microvasos sédo estimulados pelo
fator de crescimento fibroblastico basico (bFGF), fator de crescimento vascular
endotelial (VEGF), fator de crescimento derivado das plaquetas (PDGF),
angiopoietinas, 0xido nitrico e possivelmente outros fatores de crescimento e
citocinas, incluindo IL-18 e TNF-a (TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI;
AHLUWALIA, 2012).

No trabalho de dissertacdo realizado por De Morais Lima (2011), o
EEtOH-Cd (250 mg/kg) e a FaHex-Cd (250 mg/kg) aceleraram o processo de
cicatrizagdo considerando que ocorreu uma reducdo significativa da area de
lesdo ulcerativa (ALU). No estudo atual, passou-se a analisar as estruturas
morfologicas e as possiveis vias envolvidas no efeito cicatrizante promovido

pela espécie Combretum duarteanum.

A area da Ulcera gastrica possui duas estruturas histolégicas principais,

a margem da ulcera, que é o componente epitelial formado pela mucosa
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adjacente, e o tecido de granulagdo, na base da Ulcera, composto por tecido
conjuntivo constituido de células como fibroblastos, macrofagos e células
endoteliais em proliferacdo, formando microvasos (HELANDER, 1983;
TARNAWSKI et al., 1991; TARNAWSKI, 2005).

De acordo com os achados desse estudo, o EEtOH-Cd e FaHex-Cd
promoveram um aumento significativo no percentual de células totais (células
epiteliais, fibroblastos, macrofagos, neutréfilos e células endoteliais) presentes
na area de lesdo. Esses dados sugerem que a restauracdo do epitélio
promovida pela droga teste ocorre por meio de proliferacdo celular. A
proliferacéo celular € muito importante na reconstituicdo da mucosa gastrica e
estudos apontam que o equilibrio entre a proliferagdo e a apoptose (morte
celular programada) é critico para manutencdo da mucosa gastrica (REED,
2000; MORAES et al., 2013).

Os estudos De Morais Lima (2011) demonstraram uma reducao
significativa da ALU em animais tratados com cimetidina 100 mg/kg. Entretanto,
esse tratamento nao alterou de forma significativa o percentual de células totais
na area de lesdo. Finn et al. (1996) demonstrou a auséncia do efeito
proliferativo da cimetidina, o que pode indicar que depende da ativacdo dos

receptores para histamina do tipo H,.

O estudo morfolégico realizado a partir de laminas coradas com
hematoxilina e eosina demonstrou que o tratamento dos animais com EEtOH-
Cd ou FaHex-Cd promoveu conservacao da arquitetura glandular com pouca
dilatacdo e presenca de secrecdo mucoide no seu interior. Diante dessa
observacdo, passou-se a avaliar a participacdo do muco no efeito

antiulcerogénico promovido pela espécie vegetal estudada.

O muco gastrico consiste em um gel viscoso, transparente, elastico e
aderente. E formado por agua e glicoproteinas e recobre toda mucosa
gastrintestinal. As propriedades protetoras dependem nao somente do gel
estrutural mas também da quantidade ou espessura da barreira que recobre a
superficie da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Ao analisar as laminas coradas com acido periédico de Schiff foi

possivel visualizar intensa coloracdo no interior das glandulas, em que estas
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apresentaram secre¢ao mucoide com maior intensidade quando comparado ao
grupo tratado com veiculo. Estes achados demonstram a presenca de muco o

que sugere uma acdo citoprotetora.

Os resultados obtidos na observacdo morfologica sdo de grande
importancia em termos da avaliagdo da ocorréncia de recidivas, pois a ruptura
vascular e glandular, dilatacdo das glandulas gastricas e aumento do tecido
conjuntivo sdo anormalidades que causam recidiva das Ulceras gastricas
(TARNAWSKI et al., 1991; TARNAWSKI, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA,
2012).

A diminuicdo do fluxo sanguineo € um fator predisponente para
ulceracdo por causar hipoxia (baixa concentracdo de oxigénio) e andxia
(auséncia de oxigénio). Entdo, tratamentos que conferem aumento na
guantidade de vasos sanguineos tém um importante papel na manutencéo e
regeneracao da mucosa gastrica (SZABO; VINCZE, 2000).

Fatores como VEGF, bFGF, angiopoietinas, O0xido nitrico, endotelina,
prostaglandina e metaloproteinases sdo importantes para a angiogénese,
remodelamento vascular e regeneracdo da mucosa na Ulcera gastrica
(TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012). De acordo com Jones et al (2001) a
terapia genética com VEGF e angiopoietina-1 (Angl) na base da ulcera, com
duracdo limitada da expressdo do gene alvo, significantemente aumenta a

neovascularizacéo e acelera o processo de cicatrizacdo da Ulcera.

A quantificacdo de vasos revelou um aumento significativo nos animais
tratados com EEtOH-Cd quando comparados ao controle negativo. Entretanto,
esse efeito ndo foi observado para FaHex-Cd e cimetidina, apesar de nos
estudos da dissertacdo De Morais Lima (2011) ter sido evidenciado que esses

tratamentos promoveram reduc¢éao significativa na ALU.

Aumentar a vascularizagdo é importante para cura da Ulcera por
ocasionar o suprimento de novas ceélulas e nutrientes e assim induzirem o
crescimento epidermal (SANCHEZ-FIDALGO et al., 2004). Entretanto, as
Ulceras cicatrizadas espontaneamente ou depois da administragdo da

cimetidina (antagonista do receptor H,) sdo pobremente vascularizadas e
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possuem de 2 a 3 vezes menor densidade de novos vasos sanguineos
(SZABO et al., 1994 apud SZABO; VINCZE, 2000).

O préximo passo foi avaliar o efeito das amostras vegetais no modelo de
inducdo de Ulcera por isquemia e reperfusdo em ratos. Esse modelo €&
conhecido por induzir lesbes gastricas predominantemente devido ao excesso
na formacdo de espécies reativas de oxigénio que induzem a resposta
inflamatoéria e dano tecidual por fragmentacdo do DNA celular (UEDA et al.,
1989; DEFONESKA; KAUNITZ, 2010).

A isquemia enfraquece a barreira da mucosa gastrica e aumenta a
retrodifusdo de acido tornando a mucosa susceptivel ao desenvolvimento da
lesdo (RAO; VIJAYAKUMAR, 2007). Apés a reperfusdo, as espécies reativas
de oxigénio sdo geradas pelo sistema xantina-xantina oxidase e ativam
neutrofilos, levando a peroxidacéo lipidica que em combinacdo com a secrecao
gastrica resulta em dano e morte celular (KIMURA et al., 2001). O tratamento
dos animais com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd reduziram significativamente as

lesbes gastricas quando comparado ao grupo controle negativo.

Diante dos resultados promissores obtidos frente a modelos de inducéo
aguda de Ulcera gastrica em animais, partiu-se para investigar o efeito
promovido por EEtOH-Cd e FaHex-Cd na ulcera duodenal induzida por
cisteamina (uma ferramenta farmacolégica que causa lesbes com

caracteristicas morfolégicas e funcionais semelhantes as do homem) em ratos.

As Ulceras duodenais ocorrem em cerca de 10% da populagdo mundial
e sdo mais prevalentes e incidentes que as Ulceras gastricas. A patogénese €
comumente relacionada ao aumento de fatores agressores na producao de
acido e pepsina e outras proteases ou pela enfraquecimento na protecdo da

mucosa, além da presenca do H. pylori (CHOI et al., 2012)

O modelo de ulcera duodenal induzida por cisteamina é considerado
padrdao para avaliacdo da atividade antiulcerogénica de novas drogas. Os
mecanismos moleculares de como a cisteamina provoca ulceracdo ainda nao
estdo totalmente esclarecidos. Sabe-se que a cisteamina reduz a
biodisponibilidade da somatostatina resultando no aumento dos niveis da

gastrina no soro, com um associado aumento da secrecdo acida
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LICHTENBERGER; SZABO; TRIER, 1977; SZABO; REICHLIN, 1981 apud
CHOI et al., 2012), diminui a neutralizacdo do acido no duodeno proximal
(ADLER; GALLAGHER; SZABO, 1983 apud CHOI et al.,, 2012), diminui os
niveis de dopamina nas glandulas géstricas e duodenais (SZABO et al., 1987
apud CHOI et al., 2012), inibe o transito gastrico e a motilidade
(LICHTENBERGER; SZABO; REYNOLDS, 1977 apud CHOI et al., 2012).

A cisteamina concentra-se no duodeno ocasionando a geragao de
espécies reativas de oxigénio e diminuicdo da capacidade antioxidante do
organismo. Além disso, provoca aumento na endotelina-1, um potente
vasoconstritor, com diminui¢cdo do fluxo sanguineo ocasionando isquemia e
hipoxia. Portanto, a alteracdo no estado redox e a reducdo na oxigenacao da
mucosa sdo alteracbes observadas sempre na mucosa duodenal apds o

tratamento com a cisteamina (CHOI et al., 2012).

Estudos in vitro tem demonstrado que o efeito citotdxico da cisteamina
depende primariamente da geracdo de H,O, em presenca de metais de
transicdo como o Fe** (BIAGLOW et al., 1984; TAHSILDAR et al., 1988; CHOI
et al.,, 2012) O H,0, derivado de tidis reage com metais de transicdo para
produzir radicais hidroxila via reacdo de Fenton (JEITNER; LAWRENCE, 2001).

Uma reducéo significativa na lesdo duodenal dos animais tratados com
EEtOH-Cd (31,25, 62,5 e 125 mg/kg) ou FaHex-Cd (31,25 e 62,5 mg/kg) foi
observada quando comparados ao controle negativo. Esses efeitos podem ser
atribuidos ao reforco nos fatores de protecdo da mucosa induzidos pelo

tratamento com a espécie vegetal.

Diante dos resultados obtidos, a proxima etapa do trabalho foi investigar
a participacdo das prostaglandinas (PG) enddégenas nos mecanismos de agao
envolvidos na citoprotecdo promovida por EEtOH-Cd e FaHex-Cd. As
prostaglandinas séo substancias produzidas por quase todas as células (exceto
as hemacias), derivadas do metabolismo do acido araquidénico, pela ac¢édo da
enzima cicloxigenase (COX) (EBERHART; DUBOIS, 1995; BOTTING, 2006).

As PGs atuam estimulando e facilitando quase todos os mecanismos de
protecdo da mucosa gastrica. A geracdo continua de PGIl, e PGE;, mediada

pela COX-1, é essencial para a manutencédo da integridade e protecao contra
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agentes necrosantes e ulcerogénicos, tais como etanol e indometacina
(TAKEEDA et al.,, 2004; KONTUREK; KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005;
PESKAR, 2005; STARODUB et al., 2008).

A administracdo oral aguda do etanol absoluto em ratos produz lesbes
hemorragicas lineares extensivas a submucosa, edema, infiltracdo de células
inflamatdrias e perda de células epiteliais do estbmago. A patogénese da
Ulcera gastrica induzida por etanol ocorre diretamente ou indiretamente por
meio da participacdo de varios mediadores como lipoxigenase, citocinas e
espécies reativas de oxigénio (ABDEL-SALAM et al., 2001; FRANKE;
TEYSSEN; SINGER, 2006).

A capacidade da indometacina causar Ulceras est4 relacionada
principalmente a sua habilidade em suprimir a sintese de prostaglandina, com
maior afinidade para COX-1 que COX-2. A inibicdo da COX-1 nas plaquetas
também pode acarretar um decréscimo na producao de tromboxano diminuindo
a coagulacao sanguinea, sugerindo este ser o principal fator determinante da
propensdo de um AINE provocar complicacdes hemorragicas (MUSUMBA,;
PRITCHARD; PIRMOHAMED, 2009).

As PGs possuem papel citoprotetor e podem atuar inibindo a secrecao
gastrica, aumentando o fluxo sanguineo da mucosa, melhorando a barreira
muco-bicarbonato-fosfolipidios, acelerando o reparo epitelial e participando da
restituicdo e cicatrizacdo da mucosa (TAKEEDA et al., 2004; KONTUREK;
KONTUREK; BRZOZOWSKI, 2005; PESKAR, 2005).

Os resultados do presente trabalho demonstraram que o dano gastrico
produzido pelo etanol foi significativamente prevenido pelos tratamentos com
EEtOH-Cd, FaHex-Cd ou misoprostol, um analogo da prostaglandina. Mas a
protecdo promovida pelas amostras vegetais estudadas nao foi inibida pela
administracdo da indometacina, um bloqueador inespecifico da cicloxigenase,
sugerindo ndo haver dependéncia das prostaglandinas enddgenas na

citoprotecdo gastrica promovida pela espécie vegetal estudada.

A citoprotecdo gastrica pode ser mediada por pelo menos dois
mecanismos: um envolvendo prostaglandina e o segundo envolvendo o

aumento na producdo de glicoproteinas (GUARDIA et al., 1994). O efeito
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citoprotetor promovido por EEtOH-Cd e FaHex-Cd pode ser atribuido a
composicdo dessas amostras vegetais (terpenos e flavonoides) que podem
induzir o aumento da atividade sintética de glicoproteinas. O muco € rico em
glicoproteinas relacionadas a sua atividade antioxidante, responsavel pela
protecdo na mucosa gastrica. Muitos agucares (a exemplo do manitol e glicose)
sdo relatados na literatura como potentes varredores de radicais livres
(CROSS; HALLIWELL; ALLEN, 1984; GRISHAM et al., 1987; HIRAISHI et al.,
1993).

O o6xido nitrico (NO) é também regulador da secrecdo de muco no
estdbmago. Seus efeitos sédo produzidos via estimulacdo da guanilato ciclase na
célula epitelial. Assim, NO parece ser produzido em resposta a ativacdo de
receptores colinérgicos provocando a liberacdo de muco pelas células
garantindo, dessa forma, a integridade da mucosa (BROWN et al.,, 1993;
WALLACE; MILLER, 2000). De Morais Lima (2013) demonstrou envolvimento
do 6xido nitrico na gastroprotecéo promovida por EEtOH-Cd e FaHex-Cd o que

justifica o estimulo da producao de muco verificada nesses estudos.

De Morais Lima (2011) verificou ainda envolvimento dos compostos
sulfidrilas na gastroprotecdo promovida por EEtOH-Cd e FaHex-Cd. Maria
(2000) demonstrou que a atividade citoprotetora de compostos terpenoides é
atribuida também a presenca de aceptores eletrofilicos na sua estrutura
molecular que interagem com compostos sulfidrilicos na mucosa gastrica

reforcando a protecéo e prevenindo as lesdes gastricas induzidas pelo etanol.

Os mecanismos de acdo envolvidos na atividade antioxidante promovida
por EEtOH-Cd e FaHex-Cd foram avaliados tais como a participacdo da
superoxido dismutase, catalase e GSH. As células do trato gastrintestinal
possuem um sistema de defesa antioxidante que previne a citotoxicidade das
espécies reativas de oxigénio por meio de mecanismos que envolvem a acao
de enzimas e compostos com capacidade para sequestrar radicais livres e
prevenir a acdo destrutivas dos mesmos. A principal enzima antioxidante é a
SOD, que catalisa a dismutacdo de O, em H,0,, que posteriormente sera
degradada pela catalase ou GSH-Px (BHATTACHARYYA et al., 2014).

Foi possivel observar um aumento significativo da SOD nos animais do

grupo controle negativo quando comparado aos do grupo normal (valores
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basais). Os tratamentos com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd restauraram os valores
aos seus niveis basais. Este € um achado interessante, visto que a diminui¢ao
da atividade da SOD esta relacionada como a causadora de Ulcera gastrica e 0
seu aumento indica um processo de restauracdo da mucosa géastrica em
pacientes (NAITO et al.,, 1992 apud BHATTACHARYYA et al., 2014).
Resultados semelhantes a esse ja foram demonstrados por Rozza et al. (2014)
e Bonamin et al. (2014) em modelos de Ulcera gastrica em ratos, 0o que se
justifica pelo fato de tecidos géstricos quando submetidos a condi¢cdes de
estresse, gera uma grande producdo de O, o0 que estimula a atividade da
superoéxido dismutase (FRIDOVICH, 1986 apud BONAMIN et al., 2014).

A catalase dismuta o H,O, produzido pela SOD em H,O e O, . A perda
na atividade da catalase € observada em céancer colorretal, Glcera gastrica,
adenocarcioma gastrico e estdbmagos infectados pela H. pylori
(BHATTACHARYYA et al., 2014). O tratamento com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd
promoveu o aumento na atividade dessa enzima restaurando 0s seus niveis

basais.

Em seguida, foi investigado o efeito das drogas vegetais sobre
compostos antioxidantes ndo enzimaticos, tais como a GSH. O tripeptideo, c-L-
glutamil-L-cisteina-glicina, conhecido como glutationa reduzida (GSH) é o mais
importante composto antioxidante de baixo peso molecular produzido nas
células. A GSH é sintetizada pela adicdo sequencial de cisteina e glutamato
seguida da adicao da glicina. O grupo sulfidril (-SH) da cisteina esta envolvido
em reacOes de reducédo e conjugacao que estdao normalmente envolvidas nas
principais fungdes da GSH. Esse composto é utilizado por trés membros da
familia GPx/GR e por um das peroxidinas, catalizando a reducdo do H,O, pela
GSH em H,0 e GSSG (FORMAN; ZHANG; RINNA, 2009; LU, 2009).

Foi observado que EEtOH-Cd e FaHex-Cd mantiveram 0s niveis da
GSH mesmo na presenca da lesédo, sugerindo que o efeito gastroprotetor
promovido por C. duarteanum esta relacionado a atividade antioxidante com
participacdo das vias da GSH. As plantas medicinais apresentam muitos
compostos que sdo capazes de modular os niveis de varias enzimas
antioxidantes enddgenas. Portanto, drogas com multiplos mecanismos de

acdo, dentre os quais o antioxidante, podem tornar-se boas estratégias
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terapéuticas para minimizar a lesado tecidual em humanos (BALARAMAN;
BAFNA; KOLHAPURE, 2004).

Diante dos resultados obtidos em que se ratifica a atividade
gastroprotetora e antiulcerogénica das amostras vegetais testadas, partiu-se
para investigar uma possivel atividade anti-inflamataéria intestinal promovida por

C. duarteanum em modelos animais.

As doencas inflamatérias intestinais (DIl) sdo desordens cronicas
progressivas e destrutivas do trato gastrintestinal e podem se manifestar nas
doenca de Crohn (DC) ou retocolite ulcerativa (RCU). Existem evidéncias que a
patogénese das DIl estdo relacionadas a uma interacdo disfuncional entre as
bactérias da microflora intestinal e o sistema imune da mucosa (PODOLSKY,
2002; SWIDSINSKI et al., 2008).

A doenga de Crohn e a retocolite ulcerativa sao doengas
imunologicamente diferentes. A DC é marcada por uma resposta celular
exagerada do tipo Thl (CD4") e Th17, caracterizada por altos niveis de INF-
y/IL17 e IL-12/IL-23, enquanto que RCU ¢é caracterizada pela resposta
exacerbada Th2 e excessiva producao de IL-5 e IL-13 (FUSS; MANNON, 2007;
SHEIKH; PLEVY, 2010; STROBER). Essa resposta (Th2) na colite é atipica
devido a auséncia da IL-4 (uma citocina caracteristica Th2) detectada em
biépsias do célon de pacientes com RCU (BOUMA; STROBER, 2003)

A investigacdo farmacologica das DIl é instigada por recentes
descobertas de possiveis alvos terapéuticos. Com isso, varios modelos animais
para inflamacédo intestinal estdo disponiveis para investigar os diferentes
mecanismos fisiopatolégicos envolvidos e avaliar novas estratégias
terapéuticas (DOTHEL et al., 2013).

Nos Ultimos quinze anos, diferentes modelos animais foram
desenvolvidos para avaliar as DIl e aproximadamente 40 desses séo
frequentemente usados em protocolos experimentais (MIZOGUCHI,
MIZOGUCHI, 2010; MIZOGUCHI, 2012). E possivel identificar quatro classes
de modelos de indug&o das DII: 1- modelos quimicos (TNBS, dodecil sulfato de
soédio, acido acético, indometacina, oxazolona); 2- genéticos (knock-out e

modelos transgénicos); 3-espontaneos; e 4- imuno-mediados (transferéncia de



128

imunécitos ativados em camundongos imuno-deficientes (DOTHEL et al.,
2013).

A maioria dos modelos animais utilizados em estudos de pesquisa das
DIl sdo desenvolvidos em roedores, principalmente porque atendem aos
requisitos de similaridades filogenéticas com os seres humanos e de facil
manuseio. Quanto a analogia imunoldgica, varias correlacées foram detectadas
com os seres humanos, incluindo as altera¢des nas bactérias luminais (LEY et
al., 2006).

O modelo escolhido para este trabalho foi o de indugdo quimica por
meio do TNBS (acido trinitrobenzenosulfénico). Esse composto € um hapteno
administrado como enema em ratos ou camundongos em combinagdo com
etanol 50%, para quebrar a barreira de muco e facilitar a penetracdo do
hapteno no epitélio intestinal. O TNBS reage com proteinas autdlogas e
estimula o desenvolvimento de uma hipersensibilidade, levando a ativacdo de
células T especificas. A resposta imune induzida por hapteno provoca
ulceracdbes na mucosa e barreira epitelial caracterizada por infiltracdo

transmural de células mononucleares (MORRIS et al., 1989).

Embora o TNBS também possa ser avaliado em camundongos, nosso
grupo de pesquisa optou por trabalhar com ratos devido as vantagens no que
se refere a semelhanca morfolégica com a estrutura intestinal humana e ao
facil manuseio, enquanto camundongos tem uma caracterizacdo genética mais
diversificada (DOTHEL et al., 2013).

Neste trabalho, foram realizados modelos de inducdo aguda da
retocolite ulcerativa em ratos, utilizando diferentes doses de EEtOH-Cd ou
FaHex-Cd. A partir desse modelo, foi escolhida a melhor dose do EEtOH-Cd e
FaHex-Cd para realizacdo do modelo crénico de recidiva e verificagdo do efeito

curativo.

O tratamento preventivo com EEtOH-Cd (62,5 e 125 mg/kg) ou FaHex-
Cd (31,25 e 62,5 mg/kg), no modelo agudo, provocou reducao significativa na
severidade e extensdo da lesdo que foi refletida no escore de lesao
macroscopico. No modelo de colite induzida por TNBS em ratos, o escore do

dano macroscoépico, microscopico e relagdo peso/comprimento do célon podem
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ser considerados como indicadores confiaveis e sensiveis para estimar a
severidade da doenca e consequentemente o efeito anti-inflamatério promovido
por uma droga teste (YANG et al., 2012).

Também foi observada baixa incidéncia de diarreia nos animais tratados
com EEtOH-Cd e FaHex-Cd. A diarreia € um importante sintoma da doenca
tanto nos animais como em humanos e indica perda da capacidade absortiva
do colén, que fica prejudicada em um processo inflamatério intestinal
(SANCHEZ DE MEDINA et al., 2002). Os resultados obtidos sugerem que o
tratamento com as amostras vegetais restauraram a capacidade absortiva

intestinal.

A administracdo oral de EEtOH-Cd (31,25; 62,5; 125 e 250 mg/kg) ou
FaHex-Cd (31,25; 125 e 250 mg/kg) nao alterou a relacdo peso/comprimento.
Esta relacdo reflete o edema que ocorre devido ao processo inflamatério
(YANG et al., 2012) e a falta de um efeito sobre esse parametro pode ser
explicada com base na extensdo dos danos do cdlon induzida por
TNBS/etanol, a qual é dificil ser superada pelo tratamento farmacoldgico
(VELJACA et al., 1995 apud LUCHINI et al., 2008). Por outro lado, a FaHex-Cd
62,5 mg/kg reduziu significativamente esse parametro. Este efeito
possivelmente esta relacionado a capacidade sequestradora de radicais livres
provocada pelo tratamento com essa dose (LUCHINI et al., 2008).

Estes resultados demonstraram pela primeira vez, para uma espécie
vegetal pertencente ao género Combretum, atividade anti-inflamatoria
intestinal. O tratamento com EEtOH-Cd (62,5; 125 mg/kg) ou FaHex-Cd (31,25;
62,5 mg/kg) foi capaz de reduzir a severidade e extensdo do dano colénico
agudo induzido pelo TNBS. O decréscimo na extenséo e severidade da lesao

foi acompanhado por baixa incidéncia de diarreia nos animais tratados.

Nos modelos em que se avaliou o efeito antiulcerogénico e seus
mecanismos de ac¢ao relacionados, foi utilizada a dose de 250 mg/kg tanto para
o EEtOH-Cd quanto para FaHex-Cd. Essa dose foi selecionada a partir do
modelo de inducéo de ulcera por etanol absoluto, realizado por De Morais Lima

(2011) em trabalho de dissertacéo.
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Nos modelos que avaliaram o efeito das amostras vegetais sobre as
doencas inflamatdrias intestinais, doses mais baixas para o EEtOH-Cd (125
mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) foram escolhidas para serem utilizadas no
modelo cronico com recidiva da retocolite ulcerativa, em virtude dos seus
efeitos anti-inflamatério e ulcerativo frente a uma situacédo de doenca intestinal

instalada.

Essa alteracdo na melhor dose utilizada no modelo de inflamagao
intestinal quando comparada ao modelo de Ulcera pode ser explicada devido as
doencas inflamatdrias intestinais apresentarem interacfes redundantes e
pleiotropicas (mutantes). Assim, a droga teste pode interagir em diferentes
niveis e apresentar diferentes mecanismos, sendo que estes devem ser
elucidados para apreciar plenamente o seu potencial terapéutico na pratica
clinica (DOTHEL et al., 2013)

Gouveia et al. (2011) em estudo in vitro demonstrou que o EEtOH-Cd
em altas concentragdes promoveu aumento na producéo de radicais NO, assim
como, a diminuicdo na capacidade de eliminacdo desses compostos. As
mudancas no efeito oxidante para pro-oxidante sdo observadas em analises de
misturas complexas, a exemplo dos extratos vegetais, isso devido a presenca
de um amplo espectro de compostos com propriedades redox diferentes para
variadas concentracdes (BASU; HAZRA, 2006; GUIMARAES et al., 2010).

De Morais Lima et al. (2013) em modelo de inducdo de Ulcera gastrica
por ligadura de piloro em diferentes vias de administracdo (oral e
intraduodenal) observaram que o efeito gastroprotetor promovido pelo EEtOH-
Cd e FaHex-Cd, na dose de 250 mg/kg (escolhida no modelo de dUlcera
induzida por etanol absoluto em ratos), esta relacionado ao efeito sistémico
auxiliado pelo efeito local de protecéo gastrica, 0 que pode explicar o excelente

efeito nessa dose no estbmago.

Diante dos resultados promissores obtidos no modelo agudo da
retocolite ulcerativa e considerando a baixa toxicidade de C. duarteanum que
foi demonstrada por De Morais Lima (2011), foram selecionadas as melhores
doses do EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou da FaHex-Cd (62,5 mg/kg) e entéo
passou-se a investigar seus efeitos no modelo de retocolite ulcerativa sub-

cronico de 21 dias com recidiva no 14° dia.
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O modelo de colite ulcerativa com recidiva é considerado como o que
mimetiza esta doenca em humanos e pode ser usado para avaliar novos

tratamentos potencialmente aplicaveis as DIl (YANG et al., 2012).

As DIl sdo desordens intestinais crbnicas caracterizadas por
sangramento retal e diarreia resultando em quebra da barreira epitelial e
formacéo da ulceracdo (DA SILVA et al., 2010). O tratamento com EEtOH-Cd
(125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg) diminuiu significativamente os sinais da
doenca como a lesdo macroscopica (escore e area de lesdo), a relacdo
peso/comprimento e a diarreia evidenciando assim o efeito anti-inflamatoério da

administrac@o durante o periodo de 21 dias de tratamento.

E observado que o modelo de doenca inflamatdria intestinal induzida por
TNBS promove a perda de 8 a 10% do peso corpdreo principalmente apds uma
semana de administracdo do TNBS e isso esta relacionado a reducdo no
consumo alimentar que € uma consequéncia da dor abdominal e da diarreia
durante a fase ativa da doenca (CAMPOS et al.,, 2002). O tratamento com
FaHex-Cd (62,5 mg/kg) reverteu o baixo consumo de agua, de racao e perda

de peso corporal, provocados pela doenca .

Estratégias terapéuticas interessantes podem ser utilizadas para
restaurar a integridade e funcdo do epitélio intestinal ou atenuar a inflamacéao
da mucosa (KRUIDENIER; VERSPAGET, 1998). Os resultados obtidos
confirmam que EEtOH-Cd e FaHex-Cd podem ser potencialmente Uteis para

esta finalidade.

O baco recicla células vermelhas do sangue e atua como uma reserva
das mesmas. Esse 6rgdo é o centro de atividade do sistema reticulo-endotelial
e parte essencial do sistema imune (CHO et al., 2011). Foi possivel observar
um aumento significativo no peso do baco dos animais coliticos quando
comparado aos nao coliticos. Esses resultados sao condizentes com a
literatura, pois a esplenomegalia (aumento no tamanho do bago) é observada
em muitas desordens hematoldgicas, inflamagdes, infeccdes e malignidades. A
colite ulcerativa e a doenca de Crohn sdo mencionadas na lista de fatores que
podem acarretar aumento do tamanho do baco e isso pode ocorrer por meio do
acumulo de células linfoides com fungbes imunologicas (HUGHES; YOUNG,
1987; CHO et al., 2011; PEREIRA)).
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Os pontos acima avaliados (escore, area de lesédo, ingesta de alimento e
agua, peso corporal e peso dos 6rgdos) sdo comuns em modelos para estudar
as DIl e denotam sobre a melhora nas condicdes de inflamacéo e expresséo da
doenca. Ambas as avaliacbes qualitativas e quantitativas sédo largamente
utilizadas nas primeiras avaliagbes de drogas testes para o tratamento de
doencas inflamatorias intestinais e reproduzem os mecanismos das doencas
em humanos com alta sensibilidade (capacidade de caracterizar a atividade de
um composto em determinada doenca), mas possuem pouca especificidade,
ou seja, capacidade de avaliar o papel de um alvo especifico na fisiopatologia
da doenca, a exemplo do padrdo de citocinas envolvidas (WALLACE;
KEENAN, 1990; AMEHO et al., 1997; DOTHEL et al., 2013).

Doseamentos bioquimicos sdo mais especificos para as caracteristicas
singulares de diferentes DIl e podem ser utilizados para avaliar o papel de um
alvo especifico na fisiopatologia e/ou para avaliar a efichcia de um composto
teste (DOTHEL et al., 2013). Por isso, passou-se a avaliar parametros tais
como mieloperoxidase e citocinas (TNFa, IL-1B e IL-10). Para isso, foram
utilizadas amostras coletadas no modelo de colite com recidiva, devido esse
modelo mimetizar melhor a doenca inflamatéria intestinal em humanos e assim
possibilitar uma melhor averiguacdo do potencial terapéutico da espécie

vegetal estudada.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) tem sido largamente usada para
detectar a inflamacéao intestinal. A colite induzida por TNBS envolve a infiltracédo
neutrofilica e o aumento de mediadores inflamatérios (NEURATH; FUSS;
STROBER, 2000; YANG et al., 2012). A MPO é uma enzima encontrada em
neutréfilos e tem sido utilizada como indice quantitativo do influxo neutrofilico
para o tecido intestinal inflamado. O recrutamento e ativacdo de neutrofilos
resulta em um aumento significativo na produgao de radicais livres capaz de
superar os mecanismos de protecao antioxidante do tecido, resultando em uma
espécie de estresse oxidativo, que definitivamente perpetua a inflamacao
(VELJACA et al., 1995; LIMA DE ALBUQUERQUE et al., 2010).

Foi possivel observar a reducao significativa nos niveis de atividade da
MPO dos animais tratados com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd quando comparado

ao grupo colitico. A reducéo na atividade da MPO pode ser interpretada como
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uma manifestacdo do efeito anti-inflamatério relacionado a espécie C.

duarteanum.

A inflamacdo em modelos de colite induzida por TNBS é caracterizada
por uma resposta imunologica via Thl, em que se observa o aumento de
TNFa, IL-1B, IL-12, IL-17, IL-18 e IL-6. Durante a inflamac&o crbnica, a
resposta tem sido observada como Th1/Th17 e aumento na expressao da IL-17
e IL-12 (ALEX et al., 2009; SHI; WINSTON; SARNA, 2011; ZHU et al., 2012).
Tendo em vista essa informacdo da literatura, passou-se a investigar o
envolvimento do TNFa, IL-1B8 (pré-inflamatérias) e IL-10 (anti-inflamatoria) no

efeito anti-inflamatério intestinal promovido pela espécie vegetal.

O TNFa é uma citocina pleiotropica que esta envolvida em muitos
aspectos relevantes da inflamac&o sendo importante para a patogénese da DlII
(NEURATH, 2014). Inclui-se como seus mecanismos, a expressao de
moléculas de adeséo, recrutamento de neutrofilos, aumento da permeabilidade
intestinal, ativacdo das células imunes com subsequente liberacdo de outras
citocinas pro-inflamatdrias como IL-1f e IL-6 juntamente com iniciacdo do efeito
citotoxico e apoptotico (ARAB et al., 2014).

Os dados obtidos nesse trabalho descrevem uma supra regulagédo do
estado inflamatorio com aumento dos niveis do TNF-a nos ratos coliticos
guando comparados aos néo coliticos, o que corrobora os achados da literatura
(WITAICENIS et al., 2012). Entretanto, o tratamento dos animais com EEtOH-
Cd ou FaHex-Cd foi capaz de reduzir significativamente os niveis de TNF-a
quando comparado ao controle colitico, sugerindo a supressdo do TNF-a no

efeito anti-inflamatério promovido pela espécie vegetal estudada.

A IL-1B é uma citocina multifuncional com importante papel na iniciagao
e amplificacdo de muitas condicdes inflamatorias. E liberada de varios tipos
celulares incluindo mondcitos, macrofagos, neutrofilos e células endoteliais. O
aumento na sua concentragcdo tem sido encontrado nos tecidos intestinais de
pacientes com DIl. Um amplo numero de efeitos nas células intestinais
epiteliais tem sido demonstrado in vitro incluindo a ativagdo da cascata redox
levando ao aumento da atividade transcricional e ativacdo e secrecdo de IL-8,
IL-6, prostaglandina e ou 6xido nitrico (LIGUMSKY et al., 1990; BOCKER et al.,
1998; ACOSTA-RODRIGUEZ et al., 2007).
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Os dados obtidos nesse trabalho sustentam o que é relatado na
lituratura, ou seja, foi observado um aumento significativo nos niveis da IL-13
nos animais coliticos quando comparados aos nao coliticos e o tratamento com
EEtOH-Cd promoveu reducéo significativa nesses niveis quando comparados
aos animais coliticos. A FaHex-Cd néo reduziu a IL-18 embora tenha reduzido
TNFa. Isso se explica pelo fato de que apesar dessas duas citocinas possuirem
efeitos semelhantes, apresentam mecanismos de producao diferentes. A IL-13
€ produzida na sua forma inativa tornando necessaria a clivagem para
ativacdo. Isso ocorre por meio da ativacdo de um grande complexo
multiproteico conhecido por inflamassoma, cuja funcdo é produzir IL-1B por
meio da ativacdo da caspase 1 (LI P et al., 1995; NEURATH, 2014; OGRYZKO;
RENSHAW; WILSON, 2014). O TNFa, por sua vez, é produzido como uma
proteina transmembrana da qual o TNF solluvel é liberado por clivagem
proteolitica via enzima metaloproteinase conversora de TNF (NEURATH,
2014). Portanto, os resultados sugerem que diferentemente de FaHex-Cd,
compostos presentes no EEtOH-Cd podem interferir na maquinaria da ativacéo

da sintese da IL-1, inibindo a sua produ¢éo nesse processo inflamatorio.

Estudos in vitro e in vivo tem evidenciado que o aumento de citocinas
pré-inflamatérias como TNF-a ou IL-13 podem alterar a permeabilidade do
epitélio intestinal e facilitar a infiltracdo de células inflamatdrias contribuindo
para perpetuar o processo inflamatorio intestinal (DOTHEL et al., 2013).
Entretanto, os tratamentos com as amostras vegetais derivadas de C.
duarteanum foram capazes de prevenir 0os aumentos nos hiveis dessas
citocinas, sugerindo sua potencial atividade anti-inflamatéria intestinal via TNF-
ae lL-1B.

Esse efeito de reducdo das citocinas TNF-a ou IL-1p pode ser atribuido
a presenca dos triterpenos na espécie vegetal estudada, ja que esses
compostos sdo citados na literatura por possuirem um amplo espectro de
atividades bioldgicas tais como: antitumoral, antibacteriana, antiviral e anti-
inflamatoria (YOGEESWARI; SRIRAM, 2005). Os terpenoides sao eficazes em
prevenir o aumento significativo de citocinas como TNF-a, IL-18 e IL-6, em

modelos que mimetizam doencas inflamatorias intestinais (HUR et al., 2012).
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O proéximo passo foi avaliar a participacao da via da IL-10 no efeito anti-
inflamatério promovido por C. duarteanum. A IL-10 possui primariamente
funcdes imunossupressoras em tecidos inflamados. Esta citocina anti-
inflamatodria é atualmente conhecida por ser produzida por uma variedade de
tipos celulares incluindo células mieldides e diferentes subtipos de células T
(STEPANKOVA et al.,, 2007), mas foi originalmente identificada como fator
produzido pelas células Th2 que inibiam a sintese de citocinas produzidas
pelas células Thl. A IL-10 suprime a producdo de citocinas pro-inflamatorias
como IL-12, IL-6, IL-1 e TNF-a de macrofagos ativados in vitro e bloqueia a
habilidade dos macrofagos estimular a producdo de INF pelas células Thl. A
IL-10 € produzida em grandes quantidades pelo subtipo de células TCD4"
chamadas de ceélulas regulatorias (Tregs). AS Tregs Mantém a homeostase por
suprimir resposta adaptativa das células T e previnem a autoimunidade
(JONES-HALL; GRISHAM, 2014)

Foi possivel observar a elevagao significativa nos niveis de IL-10 nos
animais tratados com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd quando comparados aos
animais coliticos. Essa elevacdo pode ser atribuida a um mecanismo
compensatoério frente a injdria coldnica, possivelmente desempenhando um
papel na reducdo da inflamacdo da mucosa impedindo-a de se tornar
descontrolada, pois a IL-10 regula negativamente a apresentacdo antigénica e
posteriormente a liberacdo de citocinas pro-inflamatdrias tal como TNF-a, IL-18
e IL-6 (SCHREIBER et al., 1995; ARAB et al., 2014).

O TNF-a atua em importantes vias de sinalizagao inflamatéria, incluindo
a expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2), que tem um papel chave na
patogénese das doencas inflamatérias no trato gastrintestinal, incluindo a
retocolite ulcerativa (AGOFF et al., 2000). A cicloxigenase (COX) é uma enzima
envolvida na conversdo do acido araquidénico em prostaglandina. A COX-1 é
constitutiva e importante para manutencdo do organismo. A COX-2 é
responsavel pela inflamacdo e rapidamente supra-regulada por fatores de
crescimento e citocinas (PARK, 2007). O aumento na expressao da COX-2
leva a producdo de espécies reativas de oxigénio, excessiva producdo de
prostaglandina E, (PGE;) e tromboxano B, (TXB;) que sdo importantes
mediadores inflamatérios e contribuem para a hiperemia, edema e disfuncao
contribuindo para o dano tecidual (O'CONNOR; ZENEWICZ; FLAVELL, 2010).
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Estudos tem demonstrado que COX-2 é predominantemente expressa
em colite experimental. Humanos e animais coliticos apresentaram melhora
consideravel do processo inflamatério quando utilizaram inibidores da COX-2
(MAHADEVAN et al., 2002).

Neste trabalho, foi observado que o grupo colitico apresentou alta
expressdo de COX-2 quando comparado ao ndo colitico. O tratamento com as
drogas vegetais estudadas preveniu o aumento na expressao dessa enzima.
Esses dados sugerem que o efeito anti-inflamatorio intestinal apresentado pelo
EEtOH-Cd e FaHex-Cd é possivelmente mediado pela reducdo na expressao
da COX-2. Estudos realizados por Zwolinska-Wcislo et al. (2011) mostraram
que o tratamento com inibidor da COX-2 diminuiu a area de leséo, a atividade
da mieloperoxidase (MPO) e a expressao de marcadores pro-inflamatorios

como o TNF-a, o que corrobora com os resultados até aqui obtidos.

O dano epitelial que ocorre durante a retocolite ulcerativa pode facilitar a
invasdo de bactérias intestinais, resultando em inflamacao crénica da mucosa
intestinal. A inflamac&o crbnica esta associada a uma alta atividade proliferativa
das células epiteliais, de forma anormal e persistente, sendo responsavel pela

progressao da inflamacado do colon e cancer coloretal (VETUSCHI et al., 2002).

O antigeno nuclear de proliferacdo celular (PCNA) é uma proteina
intranuclear cuja sua expressao esta relacionada a proliferacao celular e reparo
do DNA, sendo expressa em altos niveis durante a fase S do ciclo celular
(PRELICH; STILLMAN, 1988). Estudos mostram que a expressao do PCNA é
supra-regulada durante a inflamacdo crénica por induzir a proliferacdo de
células epiteliais para reparar a mucosa (FUKUI et al., 2006; SANCHEZ-
FIDALGO et al., 2013).

No presente trabalho, a expressdo da PCNA foi aumentada nos animais
coliticos e o tratamento com EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd (62,5 mg/kg)
diminuiu significativamente a expressao dessa proteina. Portanto, o tratamento
com as amostras vegetais estudadas protegeram as células epiteliais
intestinais do dano induzido pelo TNBS e esse efeito pode ser mediado via

regulacdo do PCNA.
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O processo inflamatoério estad intimamente relacionado a formacdo de
espécies reativas de oxigénio, estando 0 estresse oxidativo envolvido na
patogénese das doencas inflamatorias intestinais (BOUZID et al., 2013). O
estado redox do epitélio intestinal desempenha um papel fundamental na
manutencdo da fungdo e integridade da mucosa. O sistema antioxidante
enzimatico e ndo enzimatico é a primeira linha de defesa da mucosa intestinal

frente aos desequilibrios redox (BIASI et al., 2013).

A superoxido dismutase (SOD) é uma enzima chave que converte o
superéxido em H,O,, um metabdlito mais estavel. Durante o estresse oxidativo
e processo inflamatorio a atividade da SOD tende a ser diminuida em tecidos
inflamados quando comparados aos nao inflamados. Esta baixa atividade da
SOD diminuida permite o acumulo de superéxido e subsequente acao oxidativa
no tecido intestinal, assim como aumento na expressdo das moléculas de
adesao (KANNAN; GURUVAYOORAPPAN, 2013).

Os resultados obtidos nesse estudo demonstraram uma diminuicdo da
expressdo da SOD nos animais coliticos quando comparados aos ndo-coliticos.
Entretanto, o tratamento com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd aumentou
significativamente a expressao dessa enzima quando comparados aos animais
coliticos, sugerindo participacdo do efeito antioxidante na atividade anti-
inflamatéria intestinal promovida pela espécie vegetal estudada.

O tratamento com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd nao alteraram igualmente
todos os parametros avaliados nesse estudo. De fato, ndo existe nenhuma
droga capaz de alterar todas as etapas do processo inflamatério nos modelos

experimentais das doencas inflamatdrias intestinais (BALLESTER et al., 2005).

Os resultados obtidos no modelo de retocolite ulcerativa demonstraram
o efeito anti-inflamatério promovido por EEtOH-Cd (125 mg/kg) ou FaHex-Cd
(62,5 mg/kg). Tal efeito esta relacionado a inibicdo da produgéo de citocinas
pro-inflamatérias (TNF-a e IL-1B) além do efeito imuno-regulatério evidenciado
pelo aumento da citocina anti-inflamatéria IL-10 o que justifica os efeitos

antioxidantes e anti-inflamatorios.

Portanto, é possivel concluir que C. duarteanum apresenta promissora

atividade gastroprotetora, cicatrizante e anti-inflamatoria intestinal e que a
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atividade antiulcerogénica estd relacionada a mecanismos citoprotetores,

antioxidantes e moduladores da resposta imune intestinal.



CONCLUSOES



140

7 CONCLUSOES

Com base nos resultados foi possivel concluir que:

» O extrato etandlico bruto (EEtOH-Cd) e a fase hexanica (FaHex-Cd)
obtidos da espécie vegetal C. duarteanum apresentaram efeito
cicatrizante relacionado a proliferacdo celular, aumento do nimero de
vasos e da secrecdo de muco, além de efeito protetor na mucosa
duodenal, o que sugere atividade antiulcerogénica,

» O efeito protetor da mucosa gastrica induzido pelo EEtOH-Cd e FaHex-
Cd é atribuido a mecanismos antioxidante e citoprotetor;

» As amostras testes (EEtOH-Cd e FaHex-Cd) apresentaram efeito anti-
inflamatério intestinal na retocolite ulcerativa aguda e com recidiva;

» O tratamento com EEtOH-Cd e FaHex-Cd em animais coliticos reduziu
0s niveis das citocinas pro-inflamatorias (TNF-a e IL-18) e aumentou a
citocina anti-inflamatdéria (IL-10), o que caracteriza um efeito regulatério
da resposta imunoldgica.

> A melhora no processo inflamatério intestinal observada nos animais
tratados com EEtOH-Cd ou FaHex-Cd esta associada a reducdo na
expressdo da cicloxigenase-2 (COX-2), do antigeno nuclear de
proliferacdo celular (PCNA) e ao aumento da enzima antioxidante
superoéxido dismutase (SOD).
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Abstract: Seaweeds are an important source of bioactive metabolites for the
pharmaceutical industry in drug development. Many of these compounds are used to treat
diseases like cancer, acquired immune-deficiency syndrome (AIDS), inflammation, pain,
arthritis, as well as viral, bacterial, and fungal infections. This paper offers a survey of the
literature for Gracilaria algae extracts with biological activity, and identifies avenues for
future research. Nineteen species of this genus that were tested for antibacterial, antiviral,
antifungal, antihypertensive, cytotoxic, spermicidal, embriotoxic, and anti-inflammatory
activities are cited from the 121 references consulted.

Keywords: Gracilaria; macroalgae; seaweed; biological activity; natural product; review

1. Introduction

The ocean environment contains over 80% of world’s plant and animal species [1] and with more
than 150,000 seaweeds found in the intertidal zones and tropical waters of the oceans, it is a primary
source of natural products [2].
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Abstract  Combretum duarteanum Cambess. is found in
South America, particularly in Bolivia, Paraguay, and
Brazil. In Paraiba state (Brazil), the species usually occurs
in the Caatinga biome. It is popularly known as mofiumbo,
cipiuba, or cipauba. This work aims to evaluate the gas-
troprotective activity and the cytoprotective mechanisms
of the ethanolic extract (Cd-EtOHE) and hexane phase
(Cd-HexP) obtained from the leaves of C. duarteanum.
Doses at 62.5, 125, 250, and 500 mg/kg of Cd-EtOHE and
Cd-HexP were tested in models of gastric ulcers induced
by HCl/ethanol, absolute ethanol, stress, non-steroidal anti-
inflammatory drugs, and pylorus ligation in male rats or
mice. Cd-EtOHE and Cd-HexP significantly reduced
gastric injuries induced in all models. Cd-EtOHE and
Cd-HexP did not alter gastric juice parameters such as pH,
[H'], or volume after pylorus ligation. Cytoprotective
mechanisms of Cd-EtOHE and Cd-HexP in relation to
mucus, nitric oxide (NO), and sulfhydryl (SH) groups were
evaluated. Neither product increased the mucus, and they
both showed dependence on NO and SH groups to prevent
gastric ulcer. Both Cd-EtOHE and Cd-HexP demonstrated
gastroprotective activity.

Keywords Medicinal plants - Combretum duarteanum -
Gastric ulcer - Gastroprotective activity -
Cytoprotection
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Introduction

Gastric ulcer is a primary gastrointestinal tract disorder
which develops from an imbalance between offensive (acid
secretion, pepsin) and defensive (gastric mucosal integrity)
factors [ 1] such as mucosal barrier, mucus secretion, blood
flow, cellular regeneration, prostaglandins, and epidermal
growth factors [2-4]. The pathogenesis of gastric ulcer may
be related to pathophysiological disturbances, genetic, or
environmental factors such as alcohol, smoking, stress,
continued ingestion of non-steroidal anti-inflammatory
drugs (NSAIDs), or Helicobacter pylori infection, among
others [5, 6].

There are two main approaches to treating peptic ulcer.
The first deals with reducing gastric acid production, the
second with enhancing gastric mucosa protection [7, 8].
Drugs currently used for treating gastric ulcer are antacids,
anti-cholinergics, proton pump inhibitors, and H,-receptor
antagonists [9, 10]. Antimicrobial therapies in combination
with anti-secretory drugs are being used successfully to
treat peptic ulcers caused by infection with H. pylori [11].

The development of tolerances, relapses, and common
adverse effects has made the use of various anti-ulcer drugs
questionable, and has been a motive for developing new
drugs [12].

Plant extracts are attractive sources for new drugs and
have shown promising results in the treatment of gastric
ulcers [13]. In traditional medicine, for example, various
plants and herbs have been used to treat gastrointestinal
disorders [14-16].

Combretaceae is a large family of herbs, shrubs, and
trees which has about 13 genera and 500 species with
tropical distribution occurring in hot environments on all
the continents with centers of diversity in Africa and Asia
[17, 18]. The major genera of this family are Combretum,



177

APENDICE D- Artigo publicado na revista Molecules Journal

Molecules 2012, 17, 9142-9206; doi: 10.3390/molecules17089142
OPEN ACCESS

molecules

ISSN 1420-3049
www.mdpi.com/journal/molecules

Review
Bioactivities of the Genus Combretum (Combretaceae): A Review

Gedson Rodrigues de Morais Lima, Igor Rafael Praxedes de Sales,

Marcelo Ricardo Dutra Caldas Filho, Neyres Zinia Taveira de Jesus, Heloina de Sousa Falcao,
José Maria Barbosa-Filho, Analicia Guedes Silveira Cabral, Augusto Lopes Souto,

Josean Fechine Tavares and Lednia Maria Batista *

Department of Pharmaceutical Sciences, Federal University of Paraiba, Jodo Pessoa 58051-970, PB,
Brazil; E-Mails: gedson@Itfufpb.br (GR.M.L.); igor caraubas@hotmail.com (I.R.P.S.);
marcelo.dutra@ltf ufpb.br (M.R.D.C.F.); neyresj@hotmail.com (N.Z.T.J.);
heloinafalcao@yahoo.com.br (H.S.F.); jbarbosa@ltfufpb.br (J.M.B.-F.);
analuciaguedes@gmail.com (A.G.S.C.); augustosouto@gmail.com (A.L.S.);

josean@]ltf.ufpb.br (J.F.T.)

* Author to whom correspondence should be addressed; E-Mail: leoniab@uol.com.br;
Tel.: +55-83-3216-7003; Fax: +55-83-3216-7502.

Received: 18 May 2012; in vevised form: 23 July 2012 / Accepted: 25 July 2012 /
Published: 2 August 2012

Abstract: The Combretaceae is a large family of herbs, shrubs and trees, comprising about
20 genera and 600 species with tropical distribution around the globe and centers of
diversity in Africa and Asia. Some Combretunm species are extensively used in traditional
medicine against inflammation, infections, diabetes, malaria, bleeding, diarrhea and
digestive disorders and others as a diuretic. The present work is a literature survey of
Combretum species that have been evaluated for their ability to exert biological activities.
A total number of 36 Combretum species are discussed with regard to plant parts used,
component tested and bioassay models. This review is of fundamental importance to
promoting studies on Combretum species, thereby contributing to the development of new
therapeutic alternatives that may improve the health of people suffering from various
health problems.
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Abstract: This review of the current literature aims to study correlations between the
chemical structure and gastric anti-ulcer activity of tannins. Tannins are used in medicine
primarily because of their astringent properties. These properties are due to the fact that
tannins react with the tissue proteins with which they come into contact. In gastric ulcers,
this tannin-protein complex layer protects the stomach by promoting greater resistance to
chemical and mechanical injury or irritation. Moreover, in several experimental models of
gastric ulcer, tannins have been shown to present antioxidant activity, promote tissue repair,
exhibit anti Helicobacter pylori effects, and they are involved in gastrointestinal tract anti-
inflammatory processes. The presence of tannins explains the anti-ulcer effects of many
natural products.

Keywords: tannins; antiulcer activity; gastric ulcer; natural products; Helicobacter pylori
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Abstract: Syngonanthus bisulcatus Rul., popularly known in Brazil as “sempre-vivas chapadeira”, is a plant of
the family Eriocaulaceae, it is found in the states of Minas Gerais and Bahia. In this work, the ethanolic extract
(EtOHE), flavonoid-rich (FRF), and flavonoid-deficient (FDF) fractions obtained from scapes of S. bistlcatus
were investigated for gastroprotection in both rats and mice. The activity was evaluated in models for induced
gastric ulcer (absolute ethanol, stress, non-steroidal anti-inflammatory drugs, and pylorus ligation). The
participation of mmcus and prostaglandin E, were also investigated. Sb-EtOHE (50, 100, and 250 mg/kg, p.o.),
Sb-FRF (100 mg/kg, p.o.), and Sb-FDF (100 mg/kg, p.o.) significantly reduced gastric injuries in all models. Sb-
FRF altered gastric juice parameters after pylorus ligation. Sb-FRF and Sb-FDF (100 mg/kg each, p.o.)
significantly increased the amount of adherent mucus in the gastric mucosa. Sb-FRF maintained the mucosal
levels of prostaglandin after the administration of indomethacin. The results indicate that Sb-EtOHE, Sb-FRF
and Sb-FDF have significant gastroprotective activity. The observed gastroprotective effects of S. bisulcatus
probably involve the participation of both mmcus and prostaglandins, integral parts of the gastrointestinal
mucosa’s cytoprotective mechanisms against aggressive factors.

Keywords: Medicinal plants; eriocaulaceae; syngonanthus bisuleatus; gastric ulcer; gastroprotective activity.
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Introduction

Abstract

Objectives Syngonanthus macrolepis, popularly known in Brazil as ‘sempre-vivas,
is a plant from the family Eriocaulaceae, it is found in the states of Minas Gerais
and Bahia. The species contains a variety of constituents, including flavonoids
with gastroprotective effect. In this work, a flavonoid-rich fraction (Sm-FRF)
obtained from scapes of S. macrolepis was investigated for preventing gastric
ulceration in mice and rats.

Methods The activity was evaluated in models of induced gastric ulcer (absolute
ethanol, stress, non-steroidal anti-inflammatory drugs and pylorus ligation). The
cytoprotective mechanisms of the Sm-FRF in relation to sulthydryl (SH) groups,
nitric oxide (NO) and antioxidant enzymes were also evaluated.

Key findings The Sm-FRF (100 mg/kg, p.o.) significantly reduced gastric injury
in all models, and did not alter gastric juice parameters after pylorus ligation.
Conclusions The results indicate significant gastroprotective activity for the
Sm-FRF, which probably involves the participation of both SH groups and the
antioxidant system. Both are integral parts of the gastrointestinal mucosa’s
cytoprotective mechanisms against aggressive factors.

Gastric ulcer is a common disease with multiple aetiologies,
and it is highly prevalent worldwide.™" It results from an
imbalance between aggressive factors which promote gastric
mucosal injury (acid, pepsin, Helicobacter pylori, non-
steroidal anti-inflammatory drugs) and protective factors
(bicarbonate, mucus, blood flow, prostaglandins), which are
required for gastro-duodenal mucosal integrity."”

Several factors are involved in the pathogenesis of ulcers,
including inadequate diet, genetic predisposition, altered
acid secretion, rapid gastric emptying, defective mucosal
defence mechanisms, psychological or physical stress and
smoking.® Both Helicobacter pylori infection and continued
use of non-steroidal anti-inflammatory drugs promote
the generation of reactive oxygen species and have been
reported to be important factors in the development of
ulcers.!

Various classes of synthetic antiulcer drugs are used for
pharmacological treatment of peptic ulcers (antacids,
proton pump inhibitors, anticholinergic and histamine
receptor antagonists).”) However, the reported adverse
effects and high cost of these drugs limits their use and
stimulates the continuing search for an ideal antiulcer
drug now extended to herbal drugs because of their
availability, better protection, lower cost and lower
toxicity. 7]

The Eriocaulaceae family comprises about 1200 species,
which are distributed over 10 genera. It has pantropical dis-
tribution, but most species occur in near tropical regions,
such as in the mountains of Venezuela or Brazil.™" The
family Eriocaulaceae is the dominant herbal family in the
Cip6 Mountain range in the state of Minas Gerais Brazil.
The Syngonanthus genus is of economic importance, and

© 2013 Royal Pharmaceutical Sodiety, fournal of Pharmacy and Pharmacology, 66, pp. 445-452 445
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Ethnopharmacological relevance: Hyptis suaveolens is used by the traditional population in several parts
of the world to treat inflammation, gastric ulcer and infection and is used as a crude drug to relieve
symptoms related with gastric ulcer or gastritis in northeaster and central region of Brazil.

Materials and methods: the standardized ethanolic extract (Hs-EtOHE) and hexanic fraction (Hs-HexF) of
Hyptis suaveolens (62,5, 125, 250 and 500 mg/kg) was evaluated in several models of acute gastric ulcers.
The participation of NO was evaluated by pretreatment with L-NAME and non-protein sulfyhydryls by
NEM in the gastroprotective effect.

Results: Hs-EtOHE and Hs-HexF markedly reduced the gastric lesions induced by all ulcerogenic agents
(HCl/ethanol, ethancl, NSAIDs and hypothermic restraint-stress). Gastric ulcerations were exacerbated
by administration of NEM suggesting that the gastroprotective mechanism of action of Hs-EtOHE and
Hs-HexF involves sulfhydryl groups.

Conclusion: Ours results show that an extract of Hyptis suaweolens, administered orally to rodents,
present gastro protective activity in different models of acute of gastric ulcer and give some support to
the reported claims on the use of this plant as a gastro protective agent.

@ 2013 Published by Elsevier Ireland Ltd.

1. Introduction

Peptic ulcer is a disease of the gastrointestinal tract, which
includes both gastric and duodenal ulcers. The occurrence of
peptic ulcer disease (PUD) has been attributed to the imbalance
between aggressive factors like acid, pepsin, and Helicobacter
infection on one hand and the local mucosa defenses like bicar-
bonate and mucus secretion and prostaglandins synthesis (Jain
et al, 2007) on the other hand. In addition, the use of non-
steroidal anti-inflimmatory drugs (NSAIDs), emaotional stress,
excessive alcohol use and smoking are among the principal
etiological factors associated with peptic ulcer (Malfertheiner
et al,, 2009).

PUD affects millions of people worldwide (Klein et al., 2010). In
Brazil, the prevalence of peptic ulcers is unknown but duodenal
ulcer prevalence has been estimated to be 3.3% for the period
between 1996 and 2005 (Saul et al., 2007). The treatment of PUD is

Abbreviations: Hs-EtOHE, ethanolic extract Hyptis suaveolens; Hs-HexF, hexanic
fraction Hyptis suaveolens; Hs-DCMF, dicloromethanic fraction Hyptis suaveolens;
Hs-EAF, ethil acetate fraction; NO, nitric oxide; L-NAME, L-nitro-L-arginine methyl
ester; NEM, N-ethylmaleimide; NSAIDs, non-steroidal anti-inflammatory drugs

* Corresponding author. Tel: +55 83 32167003; fax: +55 83 32167502,

E-mail address: leoniab@uol.com.br {LM. Batista).

0378-8741(§ - see front matter & 2013 Published by Elsevier Ireland Ltd.
http://dx.doi.org/10.1016/j jep.2013.10.010

usually focused on the control of acid secretion and increase
gastric protection (Mejia and Kraft, 2009). Although treatment of
PUD has improved over the years, existing drugs failed to meet
therapeutic requirements of certain groups of patients due to
adverse effects and limited effectiveness (Malfertheiner et al.,
2009; Sheen and Triadafilopoulos, 2011).

MNatural products are potentially a rich source of new safer and
effective antiulcer agents (Schmeda-Hirschmann and Yesilada, 2005).
Several plant extracts and plant derived compounds have shown
promising results in the treatment of gastric ulcer, with some having
advanced to clinical trials (Falcio et al, 2008; Shenoy et al, 2009).

There are more than 300 species belonging to the Hyptis Jacg.
(Lamiaceae) genus, many of which are reportedly used for med-
icinal purposes in many part of the world including Brazil (Falcio
and Menezes, 2003; Agra et al., 2008; Shenoy et al., 2009). Several
of these species represent an important source of biologically and
pharmacologically important constituents (Caldas et al, 2011;
Takayama et al,, 2011; Picking et al,, 2013).

Hyptis suaveolens (L.) Poit. (Lamiaceae), popularly known in Brazil
as “alfazema-brava”,“bamburral” or “tapera velha” is a species native
to the Americas that is widely distributed in the tropical and
subtropical regions. It is used in folk medicine in the treatment
of respiratory and gastrointestinal infections, indigestion, cold,
pain, fever, cramps, skin diseases, gastric ulcer and inflammatory
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