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RESUMO

Doenca ulcerosa péptica, que engloba ulceras gastricas e duodenais, € uma doenca cronica
com origem multifatorial que acomete cerca de 10% da populacdo mundial. As maiores causas do
surgimento de Ulceras ocorrem por agentes endégenos (aumento na secrecdo 4cida e de pepsine
ou exdgenosHelicobacter pylori DAINES, etanol, estresse, processos isquémicos, dentre outros).

O tratamento de Ulceras pépticas € feito pelo uso de medicamentos inibidores da bomba protbénica
(como lansoprazol e omeprazol) e bloqueadores de receptores histaminérgicos (como cimetidina
e ranitidina). Entretanto, estas drogas possuem efeitos adversos prejudiciais e ndo sao capazes d
promover a cicatrizacdo da mucosa gastrica de maneira eficiente, 0 que provoca comumente
recidiva da doenga. A busca por novas substancias para o tratamento desta doenga envolve 0 us
de produtos naturaisSolanum paniculatunik., espécie-alvo deste estudo, € citada por suas
propriedades antiulcerogénicas e esta presente na RENISUS, porém, existem poucos estudos que
elucidam suas propriedades farmacoldgicas no combate desta doenca. Portanto o objetivo deste
trabalho foi avaliar o efeito gastroprotetor e cicatrizante do extrato hidroalcéolico de foBas de
paniculatum(EHSPFI) frente a Ulceras pépticas experimentais. Foi observado que o EHSPFI
apresenta significativo efeito gastroprotetor frente aos agentes lesivos etanol e indometacina
(DAINE) e ao processo agudo de isquemia e reperfusdo tecidual, com a dose efetiva de
62.5mg/Kg. O extrato atua na gastroprotecao tanto por acao local quanto sistémica, sendo capaz
de reduzir os niveis de LPO, aumentar a producédo de muco e reduzir a infiltracdo de neutrofilos,
além de atuar via modulacdo do NO. No entanto, o extrato nédo foi capaz de restabelecer os niveis
de GSH, CAT e SOD nos modelos agudos, além de ndo diminuir a secrecao acida. No modelo
curativo de indugdo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusdo, observou-se protecéo efetiva
do EHSPFI com reducao da LPO e de MPO, aumento dos niveis de CAT e SOD e aumento na
producdo de NO devido a elevacdo da expressdo da iINOS. Porém, o extrato néo foi capaz de
modular a resposta inflamatoria, apesar de reduzir o recrutamento de neutréfilos para a area
lesionada. No modelo agudo de inducdo de Ulceras duodenais com cisteamina, o EHSPFI ndo
apresentou protecédo significativa, além de n&o possuir atividade cicatrizante gastrica no modelo
subagudo de inducéo de Ulceras. Com os resultados deste trabalho € possivel inferir que 0 EHSPFI
apresenta acdo gastroprotetor frente a diferentes agentes lesivos. O efeito curativo do extrato na
recuperacdo da mucosa gastrica submetido ao processo de isquemia e reperfuséo se deve a efetiv

acao antioxidante do extrato.
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ABSTRACT

Peptic ulcer disease, which includes gastric and duodenal ulcers, is a chronic disease with
multifactorial etiology that affects about 10% of the world population. The biggest cause of the
appearance of ulcers occur by endogenous agents (increased secretion of acid and pepsin) or
exogenousHelicobacter pylori NSAIDs, ethanol, stress, ischemic processes, among others). The
treatment of peptic ulcers is made by the use of drugs proton pump inhibitors (such as omeprazole
and lansoprazole) and histamine receptor blockers (such as cimetidine and ranitidine). However,
these drugs have harmful side effects and are not able to promote the healing of gastric mucosa
efficiently, which usually causes disease relapse. The search for new substances for treating this
disease involves the use of natural produgtéanum paniculaturh., target species of this study,
is cited for antiulcerogenic properties and is present in RENISUS, however, there are few studies
that elucidate their pharmacological properties against this disease. Therefore, the aim of this study
was to evaluate the gastroprotective and healing effect of the hydroalcoholic extract of the leaves
of S. paniculatum(EHSPFI) against the experimental peptic ulcers. Was observed that EHSPFI
presents significant gastroprotective effect against ethanol and indomethacin (NSAIDs) damaging
agents and the acute ischemia and reperfusion, with the effective dose of 62.5mg/Kg. The extract
acts in gastroprotection by both local and systemic action, being able to reduce the levels of LPO,
increased mucus production and reduce neutrophil infiltration, in addition to acting via modulation
of NO. However, the extract was unable to restore the levels of GSH, SOD and CAT in acute
models, and did not decreased acid secretion. In the curative model of gastric ulcers induced by
ischemia and reperfusion, we observed effective protection of EHSPFI with reduced LPO and
MPO, increased levels of CAT and SOD and increased NO production due to the increased
expression of INOS. However, the extract was not able of modulating the inflammatory response,
while reducing the neutrophils recruitment to the lesioned area. In the acute model of induction of
duodenal ulcers with cysteamine, the EHSPFI showed no significant protection, besides having no
healing activity in gastric subacute model of induction of ulcers. With the results of this study is
possible to infer that the EHSPFI presents gastroprotective action against the different lesive
agents. The curative effect of the extract on the repair of gastric mucosa subjected to the process

of ischemia and reperfusion is due to effective antioxidant extract.

Keywords: Solanum paniculatura.; Solanaceae; antiulcerogenic activity; healing action; chronic

diseases; peptic ulcers.
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l. INTRODUCAO

Ulceras pépticas, que abrangem Ulceras gastricas e duodenais, tém sido grande ameagca para
populacdo mundial ao longo dos ultimos dois séculos devido a alta morbidade e mortalidade
humana (MALFERTHEINER et al., 2009). No Brasil ha poucos estudos epidemioldgicos atuais
gue relatam a ocorréncia de Ulceras pépticas, mas um levantamento realizado em 2005 no Hospital
das Clinicas de Séo Paulo (SP) relatou que 33,4% dos pacientes com dispepsia submetidos a
endoscopia foram diagnosticados com presenca de Ulceras pépticas, sendo que 26,5% possuian
Ulceras duodenais e 7% ulceras gastricas (MARQUES et al., 2011).

A doenca ulcerosa péptica é considerada de alto risco por possuir recidivas constantes, e por
isso é caracterizada como uma doencga cronica. Para compreender os estagios de desenvolviment
das lesbes pépticas até o estabelecimento das Ulceras, € necessario avaliar como os fatores lesivc
contribuem para o desenvolvimento da doenca e quais sdo 0s mecanismos fisiolégicos que
participam da protecdo do organismo e reduzem os danos provocados, que foi a finalidade deste

trabalho.
1. Anatomia e fisiologia do estbmago

O estdbmago € divido em trés regides: o fundo, situado na regido superior e tangencia a juncéo
esofagogastrica; o corpo, maior parte do 6rgdo; e o antro, localizado na regido proxima ao canal
pilérico (DANGELO & FATTINI, 2007). As trés porc¢des do estbmago sao limitadas por dois
sistemas de esfincteres: o esofagiano inferior, na parte proximal do estdbmago, e o pilérico ou
piloro, na regido distal do estbmago (HOGBEN et al., 1€iffra 1).

A parede do estbmago é constituida por varias camadas de tecido, compreendendo as camada
serosa, muscular longitudinal, circular e obliqua, submucosa e mucosa. A camada serosa é a que
reveste a maior parte do 0rgéo, exceto pela regido cardica, uma pequena por¢ao da parte distal dc
estdbmago. A camada submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo e possui uma rica rede
vascular e um plexo submucodigira 1). A camada mucosa € a camada mais interna do
estdbmago e que abriga numerosas glandulas gastricas, sendo a regido responsavel pela produgéo
secrecdo de compostos necessérios para o funcionamento do sistema digestorio (DANGELO &
FATTINI, 2007).
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Figura 1. Anatomia do estdmago.
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Funcionalmente, a mucosa do estbmago pode ser dividida em trés porcbes glandulares, de
acordo com as glandulas presentes. A regido glandular cardiaca se localiza abaixo do esfincter
esofagico inferior e contém células secretoras de muco. A glandular oxintica abrange 80% do
estbmago (fundo e corpo) e possui: células parietais secretoras de acido cloridrico (HCI); células
principais produtoras de pepsinogénio, que € convertido em pepsina na presenca de HCI; células
D produtoras de somatostatina, que inibe a secrecédo de HCI; e células do tipo enterocromafins
(ECL), que liberam histamina. A porcao glandular pilérica abrangem 20% da area total do
estdbmago (antro) e compreende as mesmas células da glandular oxintica, com excecao das célula:
principais, e incluem as células G produtoras de gasfiinag 1). Adicionalmente, a superficie
gastrica é constituida de células do tipo mucosa especializadas em secretar grande quantidade de
muco alcalino com elevada viscosidade, formando uma barreira fisica protetora contra danos que
podem ser provocados pela secre¢do &cida, além de favorecer o transporte do alimento por
lubrifica-lo (JAIN et al., 2006; SCHUBERT & PEURA, 2008).
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2. Fatores lesivos da mucosa gastrica
2.1 Secrecao acida

A secrecdo de acido gastrico € essencial para o processo de digestdo, participando da
formacédo do bolo alimentar que posteriormente sera absorvido no intestino delgado, aléem da
impedir a contaminagdo bacteriana e facilitar a digestao de proteinas e absorcao de ferro, calcio e
vitamina B-12 (SCHUBERT & PEURA, 2008). No entanto, o excesso de produc¢do de &cido se
torna um agente endogeno lesivo e, por isto, a regulacao fisioldégica da secrecédo acida é o principal
alvo terapéutico frente as doencas gastricas, pois com a reducdo de HCI ha diminuicdo da
dissolucéo da barreira muco-bicarbonato e reduz os danos a mucosa gastrica. Atualmente, ha
drogas sintéticas que atuam inibindo a producdo e secrecdo de acido, como lansoprazol e
omeprazol. Porém, ha mais mecanismos envolvidos no desenvolvimento de Ulceras pépticas do

gue ndo somente a producéo de acido.

O mecanismo de producéao do acido cloridrico ocorre nas células parietais através da bomba
de protons FK*/ATPase. Esta bomba consiste de duas subunidades: a subunidade catalitica,
responsavel pela troca de khtracelular pelo K luminal, acompanhada de liberacdo de CI
também para o limen através de canais de ions cloreto; a subunidade responsavel por manter &
estrutura e funcionalidade da bomba, protegendo a enzima da degradacdo. Oseiddks H
transportados para o limen se ligam, formando o HCl (SCHUBERT & PEURA, 2008). Para que
haja secrecdo de HCI, € necesséario um estimulo. A célula parietal contém abundantes vesiculas
que estocam bombas Ki/ATPase em estado de repouso; quando estimuladas, através do
aumento de calcio intracelular e/ou AMPc, uma cascata bioquimica intracelular envolvendo
proteinas quinases € ativada e essas vesiculas se fundem com a membrana apical das célula
parietais, promovendo a ativagdo das bombas de prétons e iniciando a formagéo de HCI. O retorno
a condicao nao estimulada promove a reciclagem e retornam ao compartimento vesicular dentro
das células (SCHUBERT, 2005).

A regulacao da secrecao acida é feita por via neuronal, paracrina e endocrina (KONTUREK
et al.,2004). Os neurdnios aferentes e eferentes fornecem uma comunicagé&o bidirecional entre o
sistema nervoso central (SNC) e o estdbmago, aléem dos neuropeptidios, que agem por vias central
e periférica para efetuar essa regulacdo (SCHUBERT, 2005). Os principais estimulantes da
secrecdo de HCI séo: acetilcolina (ACh) - liberada de neurénios pés-ganglionares entéricos; a
gastrina - liberada de células G do antro gastrico; e a histamina - liberada das células
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enterocromafins (ECL). O principal inibidor da secrecdo do &cido gastrico é a somatostatina
liberada das células D da mucosa oxintica e pilérica. Na via neuronal, o SNC regula a atividade
do sistema nervoso entérico (SNE) através da liberacdo de Ach liberada pelos neurénios pos-
ganglionares do nervo vago, que estimula a secrecdo acida em resposta aos estimulos pelo
alimento, como viséo, odor e salivacdo. As fibras eferentes chegam ao estobmago pelo nervo vago
e fazem sinapse com células ganglionares do SNE. A Ach € entéo liberada e estimula a secrecéo
acida por atuar em receptores muscarinicag Iddalizados na membrana basolateral das células
parietais. Adicionalmente, ha liberacdo de histamina e gastrina pela na regido do antro por estimulo
indireto (SCHUBERT, 2005). Estes mediadores, juntamente com a somatostatina, também

regulam a secrecao de 4cido gastrigu(a 2).
Figura 2. Esquema ilustrativo dos fatores envolvidos na regulacéo da secre¢do acida.
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A histamina quando liberada da ECL estimula a secrecao de HCI diretamente por se ligar
aos receptores histaminérgicos)Has células parietais, desencadeando uma cascata bioquimica
gue ativa proteina quinase (PKA) e aumenta os niveis de AMPc (JAIN, et al., 2007). De maneira
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indireta, a histamina atua nos receptoresdes células D do antro, inibindo a secrecdo de
somatostatina, horménio responséavel por inibir a secrecdo de acido e bloquear a liberacdo de
gastrina, e consequentemente aumenta a secrecdo de acido. A histamina também atua nas célula
G estimulando a liberacao de gastrina (VOYYURU, et al., 1995; ROULEAU, et al.,2ig04a (

2).

A gastrina é o principal mediador da secre¢édo de HCI, agindo principalmente na liberagéo
de histamina das ECL no corpo e fundo do estémago. Quando € liberada da célula G, a gastrina se
liga aos receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2 ou tipo B (CCK-B) das células parietais,
aumentando os niveis de calcio intracelular que estimula a bomba de protons, ativando a producéo
de acido (ALY, et al., 2004; BEALES, 2004). Em contrapartida, a somatostatina presente nas
células D da glandula oxintica e pilérica inibem a secrec¢do acida por agir diretamente na célula
parietal e indiretamente inibindo a liberacédo de histamina e gastrina. A reducdo excessiva do pH
no lumen do estbmago estimula a secrecdo de somatostatina, bloqueando a liberacdo de acidc
(SCHUBERT, 2005)f{gura 2).

2.2 Estresse oxidativo

Processos oxidativos ocorrem naturalmente no organismo, originando radicais livres
provenientes do metabolismo de células saudaveis. O radical livre € qualquer espécie quimica que
contém um ou mais elétrons desemparelhados. As espécies reativas de oxigénio (EROS) é o grupc
de radicais livres que possuem moléculas de oxigénio na sua constituicdo, como os radicais
superoxido (@), hidroxila (OH), peroxila (RQ) e hidroperoxila (H@ e outros agentes
oxidantes que nao sédo radicais, como peroxido de hidrogése)(ldcido hipocloroso (HOCI) e
ozonio (Q), mas que podem ser convertidos rapidamente em radicais (HALLIWELL &
GUTRIDGE, 1989).

A medida que aumenta o estresse oxidativo, os niveis de EROs também se elevam, e estas
reagem com a membrana lipidica através do ataque de elétrons desemparelhados, ocasionand
perda de funcionalidade ou até mesmo apoptose celular, fendbmeno denominado de peroxidacéo
lipidica. Os danos oxidativos quando atingem varias células comecam a provocar lesdes teciduais
mais graves, e 0 organismo tende a desenvolver doencas degenerativas, tais como as doenca
cardiovasculares, cancer, doencas neurodegenerativas como Alzheimer e doencas inflamatorias
(SREEJAYAN & RAO, 1996; GERBER et al., 2002; DI MATTEO & ESPOSITO, 2003).
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A peroxidacao lipidica também provoca danos as células gastricas, desencadeando processos
oxidativos envolvidos no desenvolvimento de Ulceras pépticas. Varios estudos tém demonstrado
que as EROs estéo envolvidas em diversos modelos de inducdo de Ulceras pépticas, principalmente
o modelo de isquemia, que produz as espécies reativas, seguida de reperfusao tecidual, no qua
promove lesdes através do carreamento de espécies reativas para a mucosa gastrica (UEDA et al.
1989). Entretanto, estudos que avaliaram a resposta oxidativa géstrica frente ao modelo de Ulceras
induzidas por DAINEs também demonstraram que ocorre aumento nos niveis de CAT
(ODABASOGLU et al., 2005; DENGIZ et al., 2007; BILICI et al., 2008) e reducéo de GSH e
SOD (ODABASOGLU, et al., 2005; MOTAWI, et al., 2008). INEU et al. (2008) também relatam
que os niveis de SOD diminuiram apos inducao de Ulceras gastricas por etanol.

2.3 Drogas anti-inflamatérias ndo-esteroidais (DAINES)

As DAINEs, como a indometacina, sao drogas de grande relevancia clinico devido as suas
propriedades anti-inflamatorias e antinociceptivas. No entanto, o uso ndo controlado destas drogas
tem propiciado o surgimento de diversos efeitos colaterais, como desenvolvimento de lesdes
ulcerogénicas. As DAINEs causam dissipacdo do gel mucoso e da camada de fosfolipidios,
causando a lesdo na mucosa, além de diminuirem os niveis de prostaglandinas (PG) devido a
inibicdo das COXs (LAINE et al., 2008). A maioria dos DAINEs sdo acidos fracos, que nas
condi¢des acidas do estbmago sdo convertidos na forma néo-ionizada, facilitando a entrada na
célula onde o pH é neutro; isto promove retencdo e liberacdo de ‘jogaeHpodem alterar a
funcionalidade celular. Grande parte das DAINEs bloqueiam a via COX, mas mantém a via das
lipoxigenases (LOX) ativa, gerando aumentar nos niveis de leucotrienesEBque estdo
envolvidos na formacao de lesGes gastricas (BIAS et al., 2004). Em humanos, os DAINEs estédo
diretamente relacionados com o surgimento de Ulceras hemorragicas, devido a inibicdo dos efeitos
vasoconstritores e de agregacdo plaquetaria dos tromboxapogT@MLINSON &
BLIKSLAGER, 2003).

O mecanismo de formagéo de lesdes ulcerativas pelas DAINEs envolve inibicdo da
fosforilagdo oxidativa mitocondrial nas células produtoras de muco, alterando suas caracteristicas
hidrofobicas. Para reduzir os efeitos colaterais dessas drogas, pesquisadores desenvolveram
moléculas sintéticas que inibem especificamente COX-2, conhecidos como COXIBs (celecoxib,
deracoxib, etoricoxib, lumiracoxib, parecoxib, rofecoxib e valdecoxib). Entretanto, o uso destas
drogas podem aumentar o risco de doenca cardiovascular trombdtica pela reducédo de PGI2, que é
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sintetizada pela COX-MMUKHERJEE, 2002). Por isto, ainda € necessario a busca por novas
substancias que apresentem efeitos adversos reduzidos.

2.4 Helicobacter pylori

H. pylori € uma bactéria gram-negativa que pode estar presente no epitélio gastrico de
superficie luminal de individuos infectados, desde o antro pilérico até a cérdia. Este
microrganismo infecta humanos geralmente nos primeiros anos de vida; ao menos 50% da
populacdo mundial apresenta infeccaolpopylori, mas a grande maioria dos pacientes ndo tem
complicacdes clinicamente significantes. Esta bactéria é a principal causa do desenvolvimento de
doenca ulcerosa péptica, estando associada ao surgimento de 95% das Ulceras duodenais e 70°
das gastricas. Antibidticos associados a outros medicamentos antiulcerogénicos sdo capazes de
acelerar o processo de cicatrizacdo das Ulceras e prevenir recidivas, mas cepas resistentes :
antibioticos ja estdo sendo identificadas, o que dificulta o tratamento de Ulceras pépticas
(WANNMACHER, 2011). Além do mais, o uso de DAINEs pelos pacientes também retarda o
processo de cicatrizacdo. Estudo de triagem realizado em pacientes com infeétguyjmor e
que utilizam DAINESs, a longo prazo, demonstrou que nao houve efeito benéfico do tratamento

sob a ocorréncia de ulceras, erosfes ou dispepsia (DE LEEST et al., 2007).

Os fatores determinantes para a identificacao de infeccad. pgtori envolve mudancas
na homeostase de horménios gastricos e secrecao acida, metaplasia péptica, interacdo da bactéri
com a barreira muco-protetora, imunopatogénese e fatores genéticos. A infec¢do por esta bactéria
promove umfeedbacknegativo, estimulando a liberagdo de gastrina e consequentemente
aumentando a secrecdo de acido gastHcaqylori estimula a ativacdo de urease, produzindo
amonia alcalina para se proteger do ambiente acido; este aumento do pH local estimula a liberacao
de somatostatina, a qual aumenta a secrecédo 4cida por estimular a gastrina. A via neuronal tambérnr
é afetada poH. pylori: conexdes neuronais fundo-antral que controlam a producéo de acido séo
rompidas, aumentando a secrecao de HCI. A hipersecrecéo acida rompe a barreira muco-protetora
e provoca danos hemorragicos ao epitélio gastrico, facilitando a colonizacdo da bactéria.
Adicionalmente H. pylori e as lesdes provocadas pelo contato da mucosa com o HC| causam
resposta inflamatéria, com infiltracdo de neutréfilos e macrofagos, ativacdo de citocinas,
predominantemente interleucinas (ILs) 8 e dmento de enzimas lisossomais, leucotrienos e
EROs. Linfocitos T e B e citocinas pro-inflamatdrias regulam a resposta imune local e sistémica
frente a infeccdo, ativando anticorpos e outras citocinas pro-inflamatorias (IL-6 &) EN\&iti-
inflamatérias (IL-10) (MALFERTHEINER et al., 2009).
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2.5 Etanol

O etanol é um potente agente lesivo da mucosa gastrica por produzir lesdes hemorragicas
erosivas. O aumento do consumo de alcool pela populacdo mundial é relevante no quadro atual da
etiologia de Ulceras gastricas. De acordo com o estGtlubal Status Report on Alcohol and
Health”, elaborado pela OMS (2011), em 2005 o consumo de bebidas alcodlicas atribuido aos
individuos maiores de 15 angee( capita), foi de 6,13 litros de alcool puro. Deste valor, 28,6% é
originado de producao caseira, 0 que aumenta o risco de danos ao consumidor. Este alcool caseirc
pode estar com determinadas impurezas ou contaminados com agentes potencialmente perigosos

que podem gerar prejuizos a saude (OMS, 2011).

Modelos experimentais com o etanol tém demonstrado o efeito ulcerogénico e necrotizante
quando o etanol entra em contato direto com a mucosa; em culturas de células gastricas, este agent
lesivo é relatado por retardar a restituicdo epitelial por ocasionar danos ao citoesqueleto dessas
células, fazendo com que as mesmas percam a sua funcdo (MATSUHASHI et al., 2007). O etanol
também atua: estimulando a liberagcdo de endotelinas, que possuem agdo vasoconstritora; na
degranulacdo de mastécitos, aumentando a resposta inflamatéria; inibindo a sintese de
prostaglandinas (PGs); reduzindo a producdo de muco; provocando danos no endotélio vascular
da mucosa gastrica; provocando isquemia e reduzindo o fluxo sanguineo local; aumentando a
producao de EROs (PAN et al., 2008).

3. Fatores defensivos da mucosa gastrica

3.1Barreira muco-bicarbonato

A barreira muco-bicarbonatdiqura 3-1) € a primeira linha de defesa da mucosa gastrica,
constituida por muco, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes secretados pelas células epiteliais
estimuladas pela gastrina, secretina, prostagland#{B&IE) e agentes colinérgicos. Juntamente,
esses componentes do muco formam um gel viscoso por todo o trato gastrointestinal (TGI) desde
o estbmago até o colon, que adere a superficie da mucosa, protegendo-a. O bicarbonato é
responsavel por manter um microambiente de pH neutro no epitélio gadigioa 3-1),
prevenindo a acéo proteolitica da pepsina e impedindo a difusdo do acido gastrico (ALLEN &

FLEMSTROM, 2005), enquanto os fosfolipidios surfactantes possuem propriedades hidrofébicas,
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formando uma barreira que previne a entrada de substancias hidrofilicas; sua deficiéncia provoca

predisposi¢do ao surgimento de Ulceras (ETHELL et al., 1999).

O muco alcalino é constituido de 95% de agua e 5% de mucina, uma glicoproteina composta
de 80% do peso em carboidratos constituidos de quatro mondémeros similares ligados por pontes
de dissulfeto. A polimerizagdo destas unidades da mucina formam a viscosidade do muco, e
juntamente com seus outros constituintes sao responsaveis por manter as suas caracteristica
fisico-quimicas. E importante a manutencéo da funcionalidade da camada de muco através da
sintese de novas mucinas em substituicdo aquelas que foram degradadas pela acdo de pepsina

para manter a barreira fisica protetora contra agentes lesivos (LAI et al., 2009).

As alteragBes nas propriedades fisico-quimicas do gel viscoso afetam a funcionalidade da
barreira muco-protetora, e estas mudancas dependem principalmente de glicoproteinas
(CARBAJAL et al., 2000). Em humanos, por exemplo, a invasao da badselicabacter pylori
na mucosa gastrica aumenta a viscoelasticidade do muco, na tentativa de impedir a entrada de
patégenos méveis (MARKESICH et al., 1995). A viscoelasticidade também é aumentada no
ambiente acido do lumen gastrico, através da reducdo de cargas negativas dos grupamentos

carboxila sobre o acido sialico nas regides glicosiladas das fibras de mucina (LAMONT, 1992).

O bicarbonato € secretado pelas células epiteliais e fica retido no muco viscoso, tornando-o
alcalino figura 3-1). As taxas de secrec¢ao de muco e bicarbonato aumentam com a ingestéo de
alimentos, sendo a taxa maxima de secrecdo de bicarbonato 10% da taxa de secrecdo de 4cidc
gastrico (HCI) (BERNE et al., 2004; LAINE et al., 2008). No evento de liberagcédo de‘ipetad
células parietais, ha o transporte simultaneo de ions bicarbonatosHi&@& membrana
basolateral através da troca de/ GICOs, resultando no aumento da disponibilidade de
bicarbonato. Além disso, para cada ioh ddcretado, uma molécula de £ convertida em
bicarbonato, provocando o fenémeno conhecido como maré alcalina (DONG & KAUNITZ, 2006).

As células parietais produtoras de HCI no lumen gastrico também secretam bicarbonato e o

direciona para os capilares sanguindiggi@ 3-4), que é transportado para as células epiteliais

de superficie, onde ira formar a barreira de muco e bicarbonato. A secrecdo de bicarbonato também
é estimulada pela Ach liberada dos terminais nervosos proximos as ceélulas epiteliais de superficie
(figura 3-6) (BERNE et al., 2004; LAINE et al., 2008).

A participacdo da barreira muco-bicarbonato na defesa da mucosa géstrica ja esta bem

caracterizada, e por isso agentes farmacologicos que estimulam a secre¢cdo de muco podem resulta
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em efeitos benéficos na profilaxia de Ulceras pépticas. A carbenoxolona é um exemplo de farmaco
que, apesar de ndo ser mais utilizado na terapéutica, € responsavel por aumentar a producao d

muco e fortalecer a barreira gastroprotetora (ENE et al., 1988).
3.2 Células epiteliais de superficie

A camada de células epiteliafgg(ra 3-2) corresponde ao segundo mecanismo de defesa
da mucosa gastrica, produzindo tanto os componentes do muco quanto 0s estimulos para sua
producao. Os fosfolipidios de membrana possuem propriedades hidrofébicas, repelindo o acido
gastrico e agentes lesivos hidrossoluveis (LICHTENBERGER, 1999). As células epiteliais
gastricas estao organizadas pelas juncdes estreitas e as unides do tipo GAP, fornecendo aderénci
e integridade entre as células, impedindo a retrodifusdo de HCI e pepsina, um dos mecanismos de
defesa da mucosa. A renovagdo continua da camada celular effitplicl 8-3) garante a
manutencdo da integridade da mucosa, bem como a secrecdo de fatores importantes para &
estimulacao e producédo de muco (LAINE et al., 2008). Esta renovacao € coordenada por fatores
de crescimento, como os fatores de crescimento: epidermal (EGF), transfarn(aGieo) e
dependente de insulina-1 (IGF-1), ativados por PGE2 e gastrina (PAI et al., 2002). Fatores
importantes que foram descobertos recentemente com o uso de ferramentas de biologia molecular
identificaram diversas proteinas com funcdes importantes para a defesa da mucosa gastrica, coma
as proteinas: de choque térmico, que protegem contra variagées de temperaturas, estresse oxidative
e agentes citotoxicos (TANAKA et al., 2007); cateliciding-e@efensinas, que atuam evitando a
colonizacado bacteriana, sendo relevante para impedir o estabelecimento de Ulddrgsyjoor
(YANG et al., 2006); survivina, que impede a apoptose e promove multiplicacéo ¢ehilaJ
et al., 2005
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Figura 3. Esquema ilustrativo de fatores envolvidos na defesa da mucosa gastrica.
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3.3 Microcirculagdo gastrica

A microcirculacéo gastricdigura 3-5), além de ser relevante na producao e secrecédo de muco
por auxiliar na manutencdo da barreira muco-protetora, supre o tecido gastrico com nutrientes,
oxigénio e hormonios necessarios para a sua funcionalidade. Além do mais, a circulagdo sanguinea
na superficie da mucosa remove materiais residuais (KAWANO & TSUJI, 2000). A arquitetura
vascular da mucosa gastrica facilita a distribuicdo de fatores protetores, pois as células glandulares
estdo em proximidade com os capilares sanguineos, e a remoc¢ao de substancias toxicas, devido a

células epiteliais de superficie estarem proximas ao sistema véigasa §-5).

O endotélio microvascular antagoniza o efeito de vasoconstritores tais como leucotrjenos C
tromboxanos A e endotelina através da geracdo de prostaciclina)(Gixido nitrico (NO),
tentando remover ou diluir o agente lesivo (LAINE et al., 2008). eGIO também promove
aumento do fluxo sanguineo local por prevenir a adesao de plaquetas e leucdcitos na parede dos

capilares sanguineos da mucosa. As;H@itamente com prostaglandinas GE) atuam
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inibindo a secrecdo de &cido, aumenta a producdo de muco e bicarbonato e o fluxo sanguineo,
contra a motilidade gastrointestinal e acelera a restituicéo epitelial (KOBAYASHI & ARAKAWA,
1995; KANEKO et al., 2008).

3.4 Prostaglandinas

A barreira muco-bicarbonato é apenas a primeira linha de defesa da mucosa gastrica.
Quando esta barreira é danificada, outros mecanismos protetores devem ser ativados para efetua
a gastroprotecao. As prostaglandinas (PGs) sao derivadas de acidos graxos e sao encontradas el
praticamente todos os tecidos, com funcdes variadas. Elas sdo produzidas a partir do metabolismo
de diferentes precursores, e um deles é o acido araquidénico (AA), que é convertidoeen PGG
PGH pela ag&o da ciclooxigenase (COXgira 4A). As COXs possuem trés isoformas: COX-

1, que é expressa constitutivamente; COX-2, produzida através de estimulo; e COX-3, uma
variante da COX-JCHANDRASEKHARAN, et al., 2002). E importante ressaltar que COX-1 e

2 atuam em sinergismo, uma vez que a COX-2 aumenta sua atividade para suprir a deficiéncia de
PGs quando héa inibicdo da COX-1. A inibicdo da COX-1 produz aumento na motilidade gastrica,
alteracdo do fluxo sanguineo e hipodxia tecidual, fatores que podem ser controlados pela acéo
reflexa da COX-2; isto destaca a relevancia de ambas as COXs na defesa da mucosa gastrica
(TANAKA et al., 2002). As PGs derivadas do AA sédo a especificamente as PGs de série-2, como
PGE: e PG} (figura 3-7), produzidas a partir de PGHe que estdo diretamente envolvidas na
protecao do TGI por serem agentes citoprotetores importantes (CALDER, 2001).

As PGs séo responsaveis por inibir a secrecdo de acido, estimular a secre¢cdo de muco,
bicarbonato e fosfolipidios, aumentar o fluxo sanguineo da mucosa e acelerar a recuperacéo
epitelial e cicatrizagdo da mucosa, além de inibir a ativacdo de mastdécitos e leucocitos, assim como
a aderéncia de plaquetas no endotélio vascular (LAINE, et al., 2008). O mecanismo de agdo das
PGs envolve receptores EP 1-4, sendo que os EP-1 sdo responsaveis direto pela defesa da mucos
gastrica, enquanto EP-3 esta envolvido na secrecdo acida e EP-4 na secrecdo de muco
(NARUMIYA et al., 1999). A PGE é responsavel por aumentar a secrecdo de bicarbonato no
estdbmago através da ativacao de EP-1 e no duodeno via ativacao de EP-3 e 4 AflIratosl.,

2004; NAKASHIMA, et al., 2004). Além da PGEo fator liberador de corticotrofina, a
melatonina, a uroganilina e a orexina A, também estimulam a secrecéo e bicarbonato (LAINE et
al., 2008). Estudos relatam que a acidificacdo do tecido gastroduodenal ja estimula o aumento de
PGE e promovem a secrec¢ao de bicarbonato (SUGAMOTO, et al., 2001; KAGAWA, et al., 2003;
NAKASHIMA et al., 2004).
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3.5 Oxido Nitrico

Assim como as PGs, o NO é um importante agente protetor da mucosa gastrica. Esta
molécula gasosa é formada a partir da reacéo de converséao da L-arginina em L-citrulina pela 6xido
nitrico sintase (NOSYigura 4B). Ha trés diferentes isoformas de NOS: NOS neuronal (nNOS) e
NOS epitelial (eNOS), expressas constitutivamente; e NOS induzivel (iNOS), que precisa ser
estimulada para ser ativada. O mecanismo de acao do NO € via aumento intracelular de GMPc, no
qual o NO se liga ao grupo heme da guanilil ciclase solavel (GCs), convertendo GTP em GMPc,
que se liga aos dominios especificos de moléculas efetoras, como proteinas quinases, canais
ibnicos e fosfodiesterases, que desencadeiam respostas a nivel celular. No TGI, nNOS e eNOS sac
expressas a niveis basais no sistema nervoso entérico e nas células endoteliais vasculares
respectivamente. A INOS é expressa em macrofagos e neutréfilos, além de estar presente em
células epiteliais e neurdnios. Esta enzima é calcio-dependente, e sua expresséao é elevada quand

h& estimulos lesivos e/ou processos inflamatorios com o intuito de aumentar a producéo de NO.

O NO atua na manutencdo da homeostase no TGI, mantendo a integridade da mucosa
gastrica e a barreira de muco e bicarbonato, além de aumentar o fluxo sanguineo gastrico.
Experimentos realizados em ratos revelam que-mmbinometil L-arginina (L-NMMA), inibidor
nao-seletivo de NOS induz aumento na pressao arterial sistémica com curva dose-resposta
dependente e uma reducao no fluxo sanguineo da mucosa géstrica. Outros estudos relataram qu
os doadores de NO provocam aumento da camada de muco em ratos e, pesquisas mais recente
indicam que NO também inibe a secrecdo de acido gastrico: aplicacdo de doadores de NO via

intragastrica reduzem a secrec¢ao estimulada por pentagastrina (LANAS, 2008).
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Figura 4. Esquema ilustrativo de fatores envolvidos na protecdo da mucosa gastrica. Rota de producédo de

prostaglandinasA() e do 6xido nitricoB); enzimas antioxidante€y.
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Fonte: google imagens, modificado. COX: ciclooxigenase; NO: éxido nitrico; NOS: éxido nitrico sintase; SOD:
superoxido dismutase;-B8.: peroxido de hidrogénio; HOradical hidroxila; G oxigénio molecular; @ radical
superoxido; HO: molécula de agua; GSH: glutationa; GSSG: glutationa oxidada; G-6-P: glicose 6-fosfato; G-6-

PDH: glicose 6-fosfato desidrogenase.

3.6 Antioxidantes

As EROs produzidas, apesar de ser produto do metabolismo natural das células, podem
ocasionar danos celulares e eventualmente morte celular. Quando ha um desbalanco entre a
elevada quantidade de espécies reativas produzidas e a pequena disponibilidade de captadores d
radicais livres, ha ocorréncia de estresse oxidativo a nivel celular (SHiT&l., 2000;
PEUCHANT et al., 2004). No entanto, o proprio ambiente redox (oxidagdo-reduc¢éo) do interior
celular impede os danos oxidativos através da atuacédo de antioxidantes constituintes do proprio
sistema fisiolégico, tais como enzimas e moléculas ndo-enzimaticas captadoras de radicais livres,
como a glutationa reduzida (GSH), glutationa peroxidase (GPx) e redutase (GR), superéxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), dentre oufiigarga 4C).

A glutationa reduzida (GSH) € uma molécula proteica ndo-enzimatica de baixo peso
molecular (tripeptideo) que possui radicais sulfidrila em sua estrutura quimica e que atual como a

primeira linha de defesa celular frente a danos oxidativos. A GSH age decompondo ions peréxido
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(O2) e peréxido de hidrogénio ¢B2) antes que eles possam interagir e formar radicais hidroxil
(OH), que sao mais reativos. Os niveis de GSH sdo modulados por mecanismos enzimaticos
glutamiltranspeptidase (-GT), transportador de aminoéacidos, glutationa sintase (GS), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (ISHIKAWA, et al., 1997).

A GPx é responsavel por captar radicais livres através da peroxidacdo da GSH, formando
glutationa oxidada (GSSG), e age no controle dos niveis@geHhidroperéxidos lipidicos no
organismo, enquanto a glutationa redutase ndo age diretamente na remoc¢ao de espécies reativas
mas é responsavel pela regeneracdo de GSH a partir de GSSG, na presenca de NADPH, co-fatol
doador de atomos de"hhecessario para que a reacdo ocorra. A reacao efetuada pela glutationa
redutase impede a paralisacéo do ciclo metabdlico da GSH, pois parte dela esta sendo regenerad:
pela glutationa redutase (GR) enquanto parte da glutationa esta sendo convertida pela GPx para
GSSG (MEISTER & ANDERSON, 1983). Em condi¢des de estresse oxidativo, ha aumento na
exportacdo de GSSG para o fora da célula por proteinas transportadoras dependentes de ATP,
depletando os niveis de GSH no interior das células por falta de GSSG para restabelecer o ciclo
de producdo de GSH (LEIER, et al., 1996). J& em condi¢cdes normais, 0 GSSG é reduzido a GSH
pela GR (LU, 2000). A enzima glutationa-S-transferase (GST) age conjugando peroxidos de
lipideos com GSH, reduzindo a lipoperoxidacao, e catalisando a reducao/inativacdo dependente
de GSH do HO,, formando glutationa oxidada (GSSG) (MARRS, 1996).

A enzima SOD é uma metaloproteina que age dismuta radifalp@duzidos por
diferentes metabolismos aerébicos que ocorrem naturalmente no organismo convertendo-o em
H20,, e oxigénio moléculas P(MC-MILLAN et al., 1998). A formacéo do radicat®Oocorre
espontaneamente na membrana de mitocondrias pelo processo de respiracao celular, mas pode se
produzido endogenamente por flavoenzimas, como a xantina oxidase ativada por processos de
isquemia e reperfuséo, lipoxigenase (LOX), COX e NADPH oxidase (NORDBERG & ARNER,
2001).

A enzima CAT atua subsequentemente convertendo o excess@gentagua (HO) e
oxigénio (Q), que sdo moléculas quimicamente estaveis (MAC-MILL&kldl., 1998). A CAT se
localiza principalmente nos peroxissomos, onde realiza a reacdo, e apresenta outra funcdo de
detoxificar o organismo de substancias potencialmente toxicas, como fendis e alcoois, pela
reducédo do kD». Ao se ligar ao NADPH, ha aumento de sua eficiéncia e se protege da inativacao
(KIRKMAN & GAETANI, 1984; KIRKMAN et al., 1999). O HO- ndo € um radical livre, mas é

relevante por sua habilidade de transpassar membranas bioldgicas e por participar da formacao de
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outras EROs como radicais HOCI, pela acao da mieloperoxidase (MPO) presente nos fagossomas
de neutrdfilos, radicais OHO H.O. também é removido pela glutationa peroxidase (GPx) e
peroxiredoxinaNORDBERG & ARNER, 2001).

As enzimas SOD, CAT e ascorbato peroxidase (APx), que capta radicais livres através da
peroxidacao do ascorbato, sdo os maiores captadores de EROs dentre as antioxidantes. Entretantc
CAT se localiza especificamente em peroxissomos, enquanto APx esta presente em todos 0s
compartimentos celulares, possuindo alta afinidade pOp Bl responsavel pela modulagéo dos
niveis de EROs (MITTLER, 2002). Além do mais, acredita-se que APx em combinacdo com
moléculas néo-enzimaticas (ascorbato e GSH) e enzimas que participam da regeneracdo do
ascorbato (monodehidroascorbato redutase, dehidroascorbato redutase e glutationa redutase) sa
0s principais mecanismos antioxidantes (NOCTOR & FOYER, 1998).

3.7 Resposta inflamatoéria aguda

Quando um agente lesivo é capaz de romper a barreira de muco e bicarbonato, lesdes no
epitélio gastrico estimulam outros fatores protetores. A resposta inflamatéria aguda atua como
uma forma de defesa da mucosa gastrica, promovendo liberacdo de mediadores pro-inflamatorios
como: citocinas, que incluem fator de necrose tumoral (@N&4nterleucinas (IL-1f IL-6);
aminas biogénicas, incluindo histamina e serotonina; fator de agregacao plaquetéaria e substancia
P (KIM et al, 2007; O'SHEA & MURRAY, 2008).

As lesdes gastricas promovem o recrutamento de neutréfilos e mondcitos, que liberam
quimocinas nas quais atraem macrofagos para o tecido lesionado. Em seguida, citocingas (TNF-
IL-1B, IL-6) sé&o liberadas pelas células inflamatériaguenentam a expressdao de moléculas
integrinas presentes nos neutroéfilos, mobilizando-os para a superficie do endotélio vascular. Os
metabdlitos originados do AA também possuem atividade pro-inflamatoria significativa, através
do aumento na expressdo de COX-2 e consequente producdo de PGs. A via das LOXs também
atua sobre o0 AA; o leucotrieno B4 induz a migracéo e adesao de polimorfonucleares no endotélio
vascular através do aumento de integrinas na parede do endotélio vascular (JANEWAY et al, 2001;
NATHAN 2002; LAWRENCE et al, 2002¥igura 4A).

Outra citocina importante € a proteina quimiotatica de mondcitos, que atraem monaocitos para
o tecido inflamado e estes se diferenciam em macréfagos, que atuam juntamente com neutrofilos
para estabelecer a resposta inflamat@NALLACE, 2001). Os leucécitos polimorfonucleares,
especialmente os neutrofilos, sdo as primeiras células a serem recrutadas para a area lesionada

iniciando uma cascata de eventos que promove a liberacdo enzimas proteoliticas como leucadcitos,
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elastase ou catepsina G, além de EROs, geradas predominantemente pela NADPH oxidase.
(POECKEL et al., 2008). Nos neutrofilos, a enzima MPO também resulta na formacéo de EROs,
como o acido hipocloroso (HOCI), a partir do peréxido de hidrogéniozhha presenca de Cl

(NAITO & YOSHIKAWA, 2002).

4. Doenca ulcerosa péptica

Quando ha um desbalango entre os fatores protetores e lesivos da mucosa gastrica, ocorre
o desenvolvimento de Ulceras pépticas, que sdo caracterizadas por lesdo profunda da mucose
gastrica, que ultrapassa os limites da camada muscular, e ocorre nas regides que ficam expostas
acao do acido gastrico (TYTGAT, 2011). Esta doenca heterogénea e multifatorial acomete de 5 a
10% da populacdo mundial, representando uma das doencas cronicas mais comuns. O sintoma
predominante nos primeiros momentos de desenvolvimento de Ulceras pépticas é dor epigastrica,
gue pode estar acompanhada de outros sintomas dispépticos, como distensdo abdominal, saciedad
precoce e nauseas. Em pacientes com ulceras duodenais, dor epigastrica ocorre tipicamente
durante o estado de jejum ou até mesmo a noite, sendo aliviada com consumo de alimentos ou
ingestdo de agentes neutralizantes de &cido. Cerca de um terco dos pacientes também tém azi
(MALFERTHEINER et al., 2002). Ulceras cronicas podem ser assintomaticas (DEW, 1987).

Devido a sua complexidade, a etiologia da doenca ulcerosa péptica ainda ndo esta
totalmente estabelecida. Dentre os fatores que podem estar envolvidos no desenvolvimento da
doenca, sdo citados: fatores genéticos; fatores enddgenos, como disturbios fisiopatoldgicos que
aumentem a secrec¢ao de acido e pepsina; e fatores exdégenos, como uso descontrolado de DAINES
infeccdo poH. pylori, consumo de alcool, choque séptico (que pode provocar isquemia no tecido
gastroduodenal), estresse, tabagismo e dieta alimM{@X&VALHO, 2000). Atualmente, sabe-se
que o consumo de DAINEs por periodo prolongado e infeccédl ppylori sdo os principais
fatores que induzem o surgimento de Ulceras. No entanto, o aumento no consumo de bebidas
alcodlicas e principalmente na frequéncia provoca lesdes na mucosa gastrica de maneira gradativa,
até a formacéo da ulcera. A ingestdo excessiva de alcool pode resultar em gastrite, hemorragia
abaixo do epitélio gastrico, esfoliacédo celular, devido ao contato agressivo direto com a mucosa,
e infiltracdo de células inflamatoérias (JAHOVIC, et al., 2007; MATSUHASHI, et al., 2007). Sabe-
se atualmente que os danos ulcerogénicos no TGI provocados por ingestao continua de DAINES,
alcool, processos isquémicad, pylori e estresse pode estar relacionado ao mecanismo de
producdo de EROs (DONG & KAUNITZ, 2006).
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5. Solanum paniculaturh.

S. paniculatumL. (figura 5), espécie-alvo deste estudo, pertence ao gépelanum
(familia Solanaceae) e foi caracterizado em 1753 por Carolus Linnaeus. Este género, um dos
maiores dentro do taxon das Angiospermas, € considerado o mais complexo pertencente a esse
familia e compreende 7 subgéneros e cerca de 60 a 70 se¢bes (D’ARCY, 1972). Saénar
possui aproximadamente 1500 espécies descritas e distribuidas pelas regifes subtropicais e
tropicais, habitando principalmente a América do Sul, continente no qual a maioria das espécies
foram originadas. Atualmente, ha centros de endemismo de espécies deste género nas Américas
do Norte e Central, assim como no Brasil, nas indias Ocidentais, Africa, Madagascar e Austréalia
(AGRA, 1999; HUNZIKER, 2001).

Do ponto de vista farmacolégico, o gén&olanumse destaca por suas propriedades
medicinais. As espécies deste género séo frequentemente utilizadas para o tratamento de febres
dores e inflamagdes, bem como auxiliam no tratamento de doencas do figado (como a cirrose), do
trato gastrointestinal (Ulceras, diarreias) e cardiovasculares. Na literatura, ja existem descri¢des,
para o género, de suas propriedades diurética, hipotensiva, espasmolitica, gastroprotetora, entre
outras (VISIOLlIet al.,2000; ANTONICet al., 2004; SHAHILADEV et al.,2006; GUPTAet al.,

2009; PARMAR et al., 2010; HEMAMALINEt al., 2011).

S. paniculatunmé uma espécie arbustiva, com cerca de 1,5m, sendo distribuida de norte a
sul do pais e encontrada com frequéncia no estado de Sao Paulo. Esta é citada na medicina popula
como tbnico, antitérmico e no tratamento de disfuncdes gastricas. Seus frutos sao utilizados como
purgante, para tratar ictericia, hepatite e disturbios intestinais e suas folhas no tratamento de
parasitas intestinais e desordens estomacais (MESIA-VELA, et al., 2002; BOgtI@IN2005).

Na literatura cientifica pesquisada, h& poucos estudos relativos a esta espécie. Entretanto, existerr
relatos de estudos que determinaram o potencial farmacéutiSo plniculatumtais como:
atividade anti-helmintica; potencial citotoxico e genotoxico; inibicdo da secrecao gastrica da raiz
desta espécie (VILELA et al., 2009; VIEIR& al., 2010; MESIA-VELA, 2002).

Estudos cientificos realizados com espécies Sidanum relacionam seus efeitos
farmacoldgicos as classes de compostos quimicos presentes no género. A maioria das pesquisa:
apontam os compostos fendlicos, principalmente alcaloides, flavonoides e saponinas, como a
principal classe quimica envolvida nos efeitos terapéytespecialmente devido a abundéancia
desta classe no género (TURKMENal., 2006; AKANITAPICHATet al., 2010). As espécies de
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Solanumque possuem compostos fendlicos em sua composigao fitoquimica sdo utilizadas no
tratamento de doencas, pois estes compostos possuem efetiva agdo antioxidante e combate ac
estresse oxidativo produzido por diversas doencas. O estresse oxidativo estdo diretamente
associada a mais de 100 doencas, incluindo aquelas as quais ainda ndo possuem tratamento
eficazes e seguro, como as doencas cardiovasculares e neurodegenerativas, aterosclerose, diabet:
e cancer (BECKMAN & AMES, 1998; GHASANFARI et al., 2006).

Os estudos fitoquimicos d& paniculatumapesar de escassos, puderam demonstrar que
esta espécie possui alto teor de alcaloides nas raizes e caule, mas tem quantidade reduzida na
folhas, sendo isolados alguns como jurubebina, jubebina, solanina, jupebina e jupebenina
(SIQUEIRA-JACCOUND et al., 1982; COSTA, 1940). Detectou-se também frutose, glicose e
galactose nos frutos (LEEKNING e ROCCA, 1968) e solanina foi isolada das raizes e caules
(SIQUEIRA e MACAN, 1976). Adicionalmente, glicoalcaloides, esteroides, saponinas
(paniculonina A, paniculonina B, jurubina, isojuripidina, isojurubidina, isopaniculidina e
jurubidina) e flavonoides também sdo citados como grupos quimicos presentes na planta
(RIPPERGER et al., 1967a,b; RIPPERGER & SCHREIBER, 1968; SCHREIBER &
RIPPERGER, 1966; SCHREIBER et al., 1965).

Figura 3magem fotografica d8olanum paniculaturh.

Fonte: Google imagens.
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6. Quadro atual do uso de plantas medicinais e fitoterapicos no Brasil

A difusdo do uso de plantas medicinais e de compostos isolados obtidos a partir destas
ocorre categoricamente pelo mundo. A OMS (2011) relata que aproximadamente 80% da
populacdo mundial ja fizeram uso de algum tipo de erva para aliviar sintomas desagradaveis, como
dor ou febre, e que apenas 30% desse valor, seja oriundo uso com indicagdo médica, além de 25%
dos medicamentos prescritos mundialmente serem de origem vegetal. Além do mais, plantas e
seus derivados sdo as maiores fontes de novas drogas, movimentando cerca de 30% do mercadt
farmacéutico (KIRKPATRICK et al 2002). De acordo com Newmanhal (2003), entre os anos
de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49% eram
substancias isoladas de produtos naturais, semissintéticos, derivados de produtos naturais ou enta

moléculas sintetizadas tomando como modelos, estruturas de origem natural.

O quadro atual das plantas medicinais e fitoterapicos no mundo revela que estes deixam aos
poucos de serem considerados crenca popular, passando a ter relevancia na ciéncia médica. Com
exemplo, cita-se a aprovacdo da Politica Nacional de Praticas Integrativas e Complementares
(PNPIC) no Sistema Unico de Satde (SUS) (Portaria n°® 971 de 03 de maio de 2006) e do Decreto
n°® 5813, de 22 de junho de 2006 (que aprova a politica nacional de plantas medicinais e
fitoterapicos e da outras providéncias) no Brasil em 2010, implementando o uso de plantas
medicinais e fitoterdpicos como opc¢ao de tratamento para doengas de baixa gravidade. A partir da
aprovacao da PNPIC, o governo brasileiro criou uma Relacdo Nacional de Plantas de Interesse ao
SUS (RENISUS), no qual 71 plantas foram listadas nesta relacdo devido ao seu grande uso
popular. Este programa estimula o aumento de pesquisas cientificas que comprovem a indicacao
popular das espécies presentes na lista, com objetivo de validar as propriedades farmacolégicas
dessas plantas e a seguranca da utilizagdo das mesmas (MINISTERIO DA SAUDE, 2010;
ANVISA, 2010).S. paniculatunesta presente na RENISUS, o que torna relevante pesquisas que

validem as propriedades medicinais desta espécie.
7. Justificativa

Ha no mercado medicamentos utilizados no tratamento de Ulceras gastricas, tais como as
pertencentes a familia de antagonistas de receptores histaminérgiamnid a cimetidina e
ranitidina, ou de inibidores de bomba protdnica, como lansoprazol, omeprazol, esomeprazol,
pantoprazol e rabeprazol (LI et al., 2004). Porém, todas estas drogas apresentam efeitos colaterais

como desenvolvimento da hipergastrinemia, aumento do risco de infeccédo bacteriana, incluindo
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H. pylori, principal agente responsavel pelo surgimento de Ulceras pépticas, e em casos mais graves
podem levar a formacéo de cancer gastrico (YUAN, et al., 2006; BRUNTON, et al., 2006). Além

do mais, apesar destas drogas serem efetivas e frequentemente utilizadas no tratamento de Ulcera
pépticas estas comumente ndo promovem a cura, pois 0 processo de cicatrizacao € ineficiente emnr
restabelecer a circulacdo sanguinea local, necessaria para manter a funcionalidade da mucose
gastrica, o que provoca o0 surgimento de recidivas. Adicionalmente, o uso prolongado de
medicamentos anti-Ulceras pode levar a efeitos adversos, como o risco de desenvolvimento de
cancer gastrico e duodenal (LA VECHIA & TAVANI, 2002; RAGHUNATd al, 2005). Isto
demonstra a necessidade de maior nimero de pesquisas envolvendo doencas gastrointestinais, bet
como a busca por novas drogas capazes de otimizar o tratamento e/ou promover a cura para este

disturbios.

Dentre as novas drogas, destacam-se aquelas oriundas de plantas medicinais, que podem
apresentar efeitos colaterais menores do que medicamentos sini@icio. a confiabilidade
terapéutica oferecida as plantas medicinais e fitoterapicos, além dos compostos obtidos a partir de
isolamento, faz-se necessario investir em pesquisas cientificas que investiguem o uso com eficacia,
seguranca e potencial terapéutico, garantindo-lhes viabilidade e credibilidade no ramo da ciéncia

médica.

A avaliacao do potencial medicinal das plantas aumenta a possibilidade de se encontrar novas
moléculas, e com isso potencializa a descoberta de novos compostos ativos. Como exemplo, cita-
se os alcaloides, flavonoides e saponinas esteroidais, compostos preseftgmeitulatune
que séo geralmente citados na literatura por possuir atividades biologicas envolvidas na atividade
gastroprotetora e de lesfGes ulcerativas, sendo alvos de varios estudos com a finalidade de
caracterizar novas estruturas de efeitos farmacoldgicos sobre o TGl (DRMCHEN2006) S.
paniculatum,espécie-alvo deste estudo, € a que mais se destaca entre as plantas medicinais
pesquisadas por possuir diferentes usos populares, além de ser a Unica representante do géner
Solanunmpresente na RENISUS. Além do mais, ha poucos estudos cientificos que comprovem as
atividades terapéuticas desta espécie citadas na medicina popular, incluindo na prevencdo e/ou

tratamento de Ulceras pépticas, o que demonstra a relevancia deste estudo.
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1. OBJETIVO GERAL

Avaliar o efeito gastroprotetor e cicatrizante do extrato hidroalcéolico de folh&s de

paniculatumfrente a Ulceras pépticas.

a. Objetivos especificos

v Avaliar a toxicidade aguda e subaguda do extratexgarimentos in vivo;

v" Realizar experimentos agudos vivo que avaliem o potencial protetor frente a Ulceras
gastricas e duodenais;

v Investigar o efeito cicatrizante subagudo frent&caras gastricas;

<

Avaliar os mecanismos de acao envolvidos na gastegHo e cicatrizacao;

v Adicionalmente, avaliar sua propriedade antidiaarei® modelos in vivo.
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Material e metodos
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I1l. MATERIAL E METODOS

1. Material vegetal

Folhas de5. paniculatunforam coletadas em janeiro de 2010 no municipio de Araraquara,
Séo Paulo, pelo Pos-doutorando Gerardo Magela Vieira Janior, sob tutoria do Prof. Dr. Wagner
Vilegas do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara, Sado Paulo. As exsicatas foram
depositadas no Herbario “Irina Delanova Gemtchujnicév” do Instituto de Biociéncias (IB) da
UNESP, Campus de Botucatu, Sdo Paulo, sob os numeros BOTU027535, BOTU027536 e
BOTUO027537.

2. Extracéo

Folhas foram secas em estufas a 40°C por 7 dias e moidas em moinho de facas. O p6 obtido
das folhas foi entumecido com solu¢éo hidroalcéolica a 70%, durante duas horas. O material foi
submetido a percolacédo utilizando a vazédo de 1 mL/min. O extrato obtido foi concentrado em
rotaevaporador a vacuo sob temperatura de 40°C e a solucéo restante foi liofilizada para a obtencéo
do extrato seco, que foi armazenado e posteriormente analisado fitoquimicamente. A producao do
extrato foi realizada em cooperacao cientifica com o Pos-Doutorando Gerardo Magela Vieira
Janior, sob tutoria do Prof. Dr. Wagner Vilegas do Instituto de Quimica da UNESP de Araraquara
como parte integrando do projeto FAPESP/BIOTA (FAPESP/Proc. 2009/52237-9).

3. Delineamento experimental

Foram utilizados ratos Wistar machos (200-250g) ou camundongos Swiss machos e/ou
fémeas (35-50g) nos experimentos. Os animais foram provenientes do Biotério Central da
UNESP-Botucatu ou adquiridos Empresa Anilab em Paulinia, Sdo Paulo, aclimatados as
condicOes controladas do biotério setorial (sob temperaturaxl2°3e ciclo claro-escuro de 12
h) por pelo menos sete dias antes da manipulacdo experimental. Os animais foram alimentados
com racdo Gualsi e aguad libitume antes de cada experimento, os mesmos foram mantidos em

gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua ad libitum.

Apdbs o término dos procedimentos experimentais 0s animais sofreram morte humanitaria
em camara de COseus estdmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura para entéao

serem prensados entre placas de vidro no intuito de realizar a captura das imagens que foram
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analisadas no programa Lablris Pro. As imagens foram analisadas através de demarcacgdo das area
de lesdo e calculadas pelo programa fnmependendo do modelo experimental, os animais
foram mantidos em jejum de 6 ou 12h antes dos procedimentos para evitar que o alimento
interferisse no efeito das drogas teste. Amostras de tecido gastrico ou duodenal foram armazenadas
em freezer a -80°C para posterior avaliacdo de parametros bioquimicos. Todos os experimentos
obedeceram aos protocolos experimentais aprovados pela Comissédo de Etica no Uso Animal
(CEUA), do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu, sob o numero 371 (anexo ).

4. Drogas

Os reagentes utilizados sdo da marca Vetec® Quimica Fina Ltda. e todas as drogas-padréao
utilizadas foram oriundas da empresa Sigma Aldrich, com excec¢é&o do lansoprazol obtido da Cruz
Vermelha Farmécia e Manipulagéo Ltda. Os anticorpos anti-iNOS e anti-Rabbit foram obtidos da

empresa Abcam, edictina da empresa Santa Cruz.

5. Parametros de toxicidade

5.1Modelo de toxicidade aguda

Os grupos de camundongos Swiss machos e fémeas adultos (n=10) foram tratados com
solucdo salina (controle positivo) ou extrato hidroalcoolico 70% de folh& ganiculatum
(EHSPFI) na dose de 5.0 g/Kg (10 mL/Kg) por via oral (v.0.) e foram avaliados parametros
comportamentaiss€reening hipocratico) durante o periodo de 6 horas (OECD, 2001; anexo lI).
Em cada momento da avaliacdo, analisou-se os 10 animais de cada grupo para uma analise
comparativa entre grupos. A partir do dia seguinte ao tratamento, os animais foram pesados
diariamente durante 14 dias consecutivos. No 15° dia, ap0s a pesagem, 0s animais foram mortos
e o figado, rins, coracéo, baco, pulméo e 6rgaos reprodutivos (ovarios, Utero ou testiculos) foram
pesados e avaliados macroscopicamente. Posteriormente, foi realizada a determinacéo da relacac
entre o peso dos 6rgaos e o peso total do animal (SOUZA-BRITO, 1994).

5.2Modelo de toxicidade subaguda
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Ratos Wistar machos (n=10) oriundos do modelo de cicatrizacdo gastrica receberam
tratamento com salina (controle negativo), lansoprazol 30 mg/Kg (controle positivo) ou EHSPFI
62.5 mg/Kg (10 mL/Kg, v.0.) por 14 dias consecutivos. No 15° dia, os animais foram mortos e
tiveram seus orgaos retirados (figado, rins, coracdo, baco, pulméo e testiculos), pesados e
macroscopicamente avaliados. Posteriormente foi realizada a determinacéo da relagéo entre o0 pesc
dos 6rgéos e o peso total do animal. Parametros bioquimicos (ureia, creatina, albumina, proteinas
totais, TGO, TGP, FA e GGT) foram avaliados do plasma sanguineo coletado de cada um dos

animais para verificacdo da toxicidade do extrato.
5.3Modelo de neurotoxicidade

Camundongos Swiss machos (n=8) foram tratados com salina (controle negativo), EHSPFI
62.5 mg/Kg (v.0.), administrados 60 min. antes da avaliagédo, e diazepam 2.0 mg/Kg (controle
positivo) por via intraperitoneal (i.p.), administrado 30 minutos antes da avaliacdo. Os animais
foram colocados em um aparato de barra giratoria (rota rod), que consiste em um aparelho
contendo uma barra de ferro giratéria com velocidade regulavel, que foi padronizado a 6 rpm neste
experimento. Os parametros analisados foram: niumero de quedas por animal registrado durante 3

minutos e tempo de laténcia para a primeira queda do animal (DUNHAM & MYIA, 1957).

6. Avaliacdo da atividade gastroprotetora e curativa do extrato
hidroalcoolico de S. paniculatum

6.1 Modelo de inducéo de Ulceras gastricas por etanol absoluto

Este modelo foi descrito por Robert et al. (1979), com modificacdes. Ratos Wistar machos
(n=7-8) receberam tratamentos orais com solu¢do salina (veiculo), carbenoxolona 100 mg/Kg
(controle positivo), EHSPFI d8. paniculatummas doses de 31.25, 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg
(10 mL/Kg), para se obter curva dose-resposta. A carbenoxolona, droga controle positivo neste
experimento, age aumentando a producao de muco alcalino, formando uma barreira protetora
contra a agao lesiva do acido cloridrico (BRUNTON et al., 2006). Decorrida uma hora apds 0s
pré-tratamentos, 1 mL de etanol (99.5%) foi administrado oralmente e apds mais uma hora, todos
0s animais foram mortos e os estdmagos retirados. Tiras dos estdmagos foram coletadas e
armazenadas em Biofreezer (-80°C) para a analise de parametros bioquimicos.
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6.2Modelo de inducgédo de Ulceras géastricas por indometacina

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Guidobono (1997), com
modificacdes. As lesBes gastricas foram induzidas pela administracéo de indometacina (DAINE —
droga anti-inflamatéria ndo-esteroidal que depleta os niveis de prostaglandinas através do bloqueio
da atividade de COX-1 e 2, causando lesdes ulcerativas) na dose de 50 mg/Kg, solubilizada em
carbonato de Sddio 0.5% (pH 7.4), por via oral (v.0.). Os pré-tratamentos dos ratos Wistar machos
(n=7-8) por via oral com EHSPFI nas doses efetivas pré-selecionadas no modelo de inducéo de
Ulceras por etanol (62.5, 125 e 250 mg/Kighsoprazol 30 mg/Kg e solucdo salina foram
realizados 30 min. antes da administracdo do agente indutor de Ulcera (indometacina). O
lansoprazol, age diretamente na bomba d&KHATPase inibindo a secrecdo acida gastrica
(BRUNTON et al., 2006). Os animais foram mortos quatro horas ap0s o estimulo lesivo para a
retirada dos estdbmagos. Tiras dos estbmagos foram coletadas e armazenadas para a analise ©

parametros bioquimicos.

6.3Modelo de inducgéo de Ulceras géastricas por isquemia e reperfusao

6.3.1 Modelo isquemia e reperfuséo — avaliacdo do carater preventivo da droga

Este modelo foi baseado na metodologia descrita por Ueda et al. (1989), com modificacdes,
no qual se avaliou o potencial efeito preventivo de uma substancia frente ao modelo de inducéo de
Ulceras gastricas por isquemia e reperfusdo. Ratos Wistar machos (n=8-10) foram pré-tratados com
veiculo, EHSPFI (dose de 62.5 mg/Kg) ou lansoprazol na dose de 30 mg/Kg, no volume fixo de
10 mL/Kg. ApGs a realizacao do tratamento oral, os animais foram anestesiados com Ketamina
0.08 mL/100g + Xilasina 0.04 mL/100 g via intramuscular (i.m.). Decorridos 30 min., realizou-se
uma incisdo de aproximadamente 3 cm, do lado esquerdo do abdémen no qual a artéria celiaca foi
identificada e isolada. Umlamp microvascular foi colocado nessa artéria e permaneceu ocluida
durante 30 min. Apds este periodo de isquemia, o clamp foi removido, para permitir a reperfuséo,
permanecendo assim os 60 min. subsequentes. O grupo denominado Sham passou pelo
procedimento cirargico de abertura da cavidade abdominal, mas nao teve a artéria clampada, além
de néo ter sido submetido ao tratamento oral com nenhuma droga. Apés este periodo, os animais
foram mortos e tiveram seus estdmagos retirados para as analises. Tiras dos estdbmagos forarr

coletadas e armazenadas para a analise de parametros bioquimicos.

6.3.2 Modelo de isquemia e reperfusdo — avaliacdo do carater curativo da droga
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Neste modelo, avaliou-se o potencial curativo de uma droga frente ao modelo de inducéo
de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao. Ratos Wistar machos (n=8-10) foram anestesiados
e sofreram 0 mesmo procedimento do modelo preventivo de inducao por isquemia e reperfusédo
descrito anteriormente. No entanto, ao final do procedimento de isquemia e reperfuséo, os animais
foram suturados e tratados por 6 dias com veiculo, EHSPFI 62.5 mg/Kg ou lansoprazol 30 mg/Kg
(10 mL/Kg, v.0.). Durante este periodo, os animais foram pesados diariamente para verificar a
evolucdo do peso corporal dos diferentes grupos. No 7° dia, os animais foram mortos, o0s
estdbmagos foram retirados, tiras foram coletadas e armazenadas para a analise dos parametro
bioquimicos. O grupo denominado Sham também passou pelo procedimento cirdrgico, porém nao

recebeu nenhum tratamento oral (UEDA et al., 1989, com modificagdes).
6.4 Modelo de inducéo de Ulceras géstricas por etanol com tratamento intraduodenal

Ratos Wistar machos (n=7-8) foram pré-tratados com veiculo, EHSPFI 62.5 mg/Kg,
sucralfato 1.0 g/Kg (citoprotetor de acado local que forma uma barreira mecénica na mucosa
gastrica) ou carbenoxolona 100 mg/Kg (5 mL/Kg) pela via intraduodenal (i.d.). Foi realizada leve
amarradura do piloro no momento da administracdo intraduodenal para evitar o refluxo do
conteudo para o estdbmago. Apos 1h, retirou-se a amarradura pilérica e administrou-se etanol
(99.5%) por via oral no volume fixo de 1 mL. Transcorridos 60 min. da administracdo do etanol,
0s animais foram mortos e os estdbmagos retirados para analise da area de lesdo, como descritc

anteriormente.

7. Avaliacdo dos mecanismos de acéo envolvidos na gastroprotecéo e no
potencial efeito curativo do extrato hidroalcéolico de folhas de S.

paniculatum

7.1Mensuramento do fluxo sanguineo em animais submetidos ao modelo de indugédo de

Ulceras gastricas por etanol

Ratos Wistar machos (n=10) receberam tratamentos orais com veiculo, carbenoxolona 100
mg/Kg ou EHSPFI 62.5 mg/Kg (10 mL/Kg). Grupo controle que ndo recebeu tratamento (branco)

foi adicionado no experimento para avaliar o fluxo sanguineo em condigdes normais. Decorrida
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uma hora apos os pré-tratamentos, 1 mL de etanol (99.5%) foi administrado oralmente e apds mais
uma hora, o fluxo sanguineo foi medido com o Laser Doppler (Morr Instruments, modelo VMS-
LDF2, monitor de perfusdo sanguinea e temperatura Millwey, Axminster, UK). Os valores foram
expressos em unidade de perfusao (UP) (KWIENGEAI., 2002).

7.2Modelo de ligadura do piloro pelo método de Shay

Ratos Wistar machos (n=10) foram anestesiados e sofreram uma inciséo longitudinal logo
abaixo da apdfise xifoide para a localizacdo e amarradura do piloro e, em seguida, as incisées
foram suturadas. Quatro horas apos o procedimento cirdrgico, estdbmagos foram retirados e o
conteudo estomacal foi coletado para determinagcéo do volume (mL), pH e concentracdo de ions

H™ na secrec¢édo acida gastrica (mEg/mL) (SHAY et al., 1945).
7.2.1 Modelo de ligadura do piloro com tratamento por via oral

Apos 30 min. do procedimento cirdrgico, descrito anteriormente, os animais foram
suturados e receberam tratamento por via oral com solucéo salina, lansoprazol 30 mg/Kg e EHSPFI
62.5 mg/Kg (10 mL/Kg).

7.2.2 Modelo de ligadura do piloro com tratamento por via intraduodenal

Neste experimento, 0s animais receberam tratamento por via intraduodenal com solucéo
salina, lansoprazol 30 mg/Kg e EHSPFI 62.5 mg/Kg (10 mL/Kg), imediatamente apos a ligadura

ter sido realizada e posteriormente foi realizada a sutura.

7.3Modelos com administracao de inibidores ou antagonistas

7.3.1 Modelo de inducdo de ulceras gastricas por etanol em animais pré-tratados com

indometacina

Neste modelo, avaliou-se a participacao de prostaglandinas)(R&gastroprotecdo com
uso de indometacina, inibidora ndo-seletiva de COX (ciclooxigenase). Ratos Wistar machos (n=7-
8) divididos em grupos receberam pré-tratamentos com salina ou indometacina 50 mg/Kg, por via
subcutanea (s.c.) e 30 min. apdés, foi realizado o tratamento oral com veiculo, carbenoxolona 100
mg/Kg ou EHSPFI nas doses de 62.5, 125 e 250 mg/Kg (10 mL/Kg). Transcorrido uma hora apos

0s tratamentos, todos os grupos receberam por 1 mL de etanol absoluto (v.0.) e 60 min. apds, 0s
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animais foram mortos e tiveram os estbmagos removidos para analise de area de leséo
(MATSUDA et al., 1999).

7.3.2 Modelo de inducao de Ulceras gastricas por etanol em animais pré-tratados com NEM

Este modelo foi utilizado para avaliar a participacdo de compostos sulfidrilicos na
gastroprotecdo. Ratos Wistar machos (n=7-8) foram pré-tratados com veiculo ou N-ethyl
maleimide(NEM) 10 mg/Kg (bloqueador de compostos sulfidrilicos), via intraperitoneal (i.p.).
Apo6s 30 min., os grupos receberam oralmente os tratamentos com solucao salina, carbenoxolona
100 mg/Kg e EHSPFI 62.5 mg/Kg (10 mL/Kg). Uma hora ap0s o pré-tratamento foi administrado
etanol (1 mL) e ap6s 60 min. os animais foram mortos e 0s estdbmagos removidos para avaliar area
de lesdo (MATSUDA et al.,1999).

7.3.3Modelo de inducédo de Ulceras géstricas por etanol em animais pré-tratados com L-NAME
e L-NIL

Este modelo foi utilizado para avaliar a participacdo de O6xido nitrico (NO) na
gastroprotecdo. Ratos Wistar machos (n=7-8) foram pré-tratados com weiaitto-L-arginine
methyl ester(L-NAME) na dose de 70 mg/Kg (blogueador da enzima NOS)-bysine- w-
acetamine dihydrochloridé-NIL) na dose de 6 mg/Kg (inibidor seletivo de iINOS) administrados
pela via intraperitoneal (i.p.). Apos 30 min., 0os grupos receberam oralmente os tratamentos com
solucao salina, carbenoxolona 100 mg/Kg ou EHSPFI 62.5 mg/Kg (10 mL/Kg). Uma hora apés o
pré-tratamento foi administrado etanol (1 mL). Uma hora ap6s o tratamento com etanol, os animais
foram mortos e os estbmagos removidos para analise de area de lesdo (MATSUDA et al.,1999;
DUDAR et al., 2008, com modificacdes).

7.3.4Modelo de inducao de Ulceras gastricas por etanol em animais pré-tratados com Ruthenium
red

Este modelo foi utilizado para avaliar a participacdo dos receptores TRPV1 na gastroprotecao.
Ratos Wistar machos (n=7-8) foram pré-tratados com veiculo (10 mL/K&uthenium red
(blogueador dos receptores TRPV1) na dose de 6 mg/Kg (5 mL/Kg) via subcutanea (s.c.). Apé6s
30 min., os grupos receberam os tratamentos: solugcéo salina (v.0.); capsaicina dissolvida em
solucéo salina, Tween 80% e etanol (8:1:11) 5 mg/Kg (i.p.) que se liga aos receptores TRPV1 e
promove gastroprotecao, carbenoxolona 100 mg/Kg (v.0.) e EHSPFI 62.5 mg/Kg (v.0.). Todos os
tratamentos foram feitos com volume de 10 mL/Kg. Uma hora apds o pré-tratamento foi
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administrado etanol (1 mL) em todos 0s grupos e uma hora apos o tratamento com etanol, os
animais foram mortos e o0s estbmagos removidos para analise de area de lesdo
(PONGPIRIYADACHA et al., 2003).

7.4Dosagens bioquimicas

7.4.1 Quantificagdo de muco aderido

O muco da parede gastrica foi determinado em animais submetidos a ligadura do piloro
com tratamento oral ou intraduodenal, de acordo com o método de Shay descrito anteriormente.
Os estdmagos foram removidos e abertos no sentido de maior curvatura, sendo 0s segmentos
glandulares do estdbmago removidos e pesados. Cada segmento foi transferido imediatamente pare
um tubo contendo 10 mL de Alcian blue 0.1% (em solu¢éo de sacarose 0,16 M tamponada com
acetato de sodio 0,05 M, pH=5). Apos imerséao por 2 h nesta solucéo, o excesso de Alcian blue do
estdbmago foi removido através de duas lavagens sucessivas com 10 mL de solucdo de sacarost
0.25 M, primeiramente por 15 min. e em seguida por mais 45 min. O Alcian blue complexado com
0 muco da parede géstrica foi extraido com 10 mL de M#g0.5 M com agitacao intermitente
por 2 min., em intervalos de 30 min. no periodo de 2 horas. Uma aliquota de 4 mL da solucéo de
Alcian blue foi vigorosamente agitada com um volume igual de éter dietilico. A emulsao resultante
foi centrifugada a 3600 rpm por 20 min. e a absorbancia da camada aquosa determinada a 580 nm.
A guantidade de Alcian blue extraida por grama de tecido glandular foi entdo calculada, e, expressa
como concentragcdo do corante am/mL de solucdo por grama de porcdo glandular
(RAFATULLAH et al., 1990). Os resultados foram expressos gmeuAlcian blue/g de tecido.

7.4.2 Quantificacdo de malondialdeido (MDA)

Este método é utilizado para avaliar o nivel de peroxidacéo lipidica do tecido. Tiras de
tecido gastrico armazenadas do modelo preventivo e curativo de isquemia e reperfusdo foram
homogeneizados com KCI 1.15% (1:5). ApGs a homogeneizacao, as amostras foram centrifugadas
a 9000 rpm por 10 min. a 4°C e o sobrenadante foi coletado. A cada 400 pL de amostra, foram
adicionados 400 pL de a4gua destilada, 200 pL de lauril 8.1%, 1500 pL de acido acético 20% pH
3.5 e 1500 pL de acido tiobarbitarico (TBA) 0,8% diluido em acido acético 20%. A solucéo foi
incubada a 95°C por 1h em banho-maria e posteriormente foi centrifugada a 4000 rpm por 10 min.,
foi coletado 200 pL de cada amostra e adicionado em placa de 96 po¢os. O malondialdeido (MDA)

formado reage com o TBA produzindo uma reagdo colorimétrica que foi determinada utilizando
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um espectrofotdbmetro com comprimento de onda de 532 nm. Os resultados foram expressos em
nmol de MDA/g de tecido. O grupo denominado Sham foi incluido no experimento para uma
analise comparativa dos parametros de normalidade (ZINGAREILEAI., 1999, com

modificacdes).
7.4.3 Quantificacdo de proteinas totais

Este método se baseia na reacdo do azul de Coomassie com grupos proteicos, originando
um complexo colorido que foi analisado em espectrofotdmetro a 595 nm. Proteinas totais foram
determinadas para que os dados dos parametros analisados posteriormente sejam expressos el

relacdo a quantidade de proteinas da amostra em miligramas (BRADFORD, 1976).
7.4.4 Quantificacdo de glutationa reduzida (GSH)

Tiras armazenadas de Ulceras gastricas induzidas por etanol e por isquemia e reperfuséo
(modelo preventivo) foram pesadas e armazenadas em 1 mL de solucéo de &cido tricloroacético a
5% (TCA). O conteudo de glutationa reduzida do estbmago foi determinado utilizando a
substancia 5,5'ditio-bis (2-acido nitrobenzoico) (DTNB) (ANDERSON et al., 1985). A reacéo
enziméatica é constituida através da formacédo de uma solucdo de 200 pL da amostra contendo 2
mg/mL de proteina, 0.2 M de tampao fosfato (pH 8.0), 0.5 mM DTNB (2.0 mg em 10 mL de
citrato de sodio 1%) em um volume final de 2 mL. A absorbancia foi determinada em 412 nm
utilizando um espectrofotdbmetro e os valores foram expressos em nmol/g de tecido. Os grupos
branco (sem procedimento e sem tratamento) e sham (que foi submetido ao procedimento sem o
tratamento oral) foram incluidos nos experimentos para uma analise comparativa dos parametros

de normalidade.
7.4.5 Quantificacdo de superdxido dismutase (SOD)

Tiras de estdbmagos armazenadas dos modelos preventivo e curativo de Ulceras gastricas
induzidas por isquemia e reperfusdo foram utilizadas nas dosagens. As amostras foram
homogeneizadas (1:200) em tampé&o fosfato 50 mM, pH 7.0 e Triton X-100 (1:9). Apés a
homogeneizagéo, as amostras foram centrifugadas (6000 rpm, 4°C por 15 min.) e o sobrenadante
foi coletado. Diluigéo foi feita em tampao fosfato 0.1M pH 7.4 (1:20). A atividade da SOD foi
determinada pela inibicdo da reducdo do NBiirq blue tetrazoliurp pelo radical superoxido
gerado através do sistema hipoxantina/xantina oxidas€@ B#eacao enzimatica foi composta
de: 0,1 M tampé&o fosfato 0,1 M (pH 7.4), 0.07 U de xantina oxidase/mL, 100 uM hipoxantina,
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600 uM NBT e 1 mg/mL de proteina da amostra (WINTERBOURN et al., 190&bsorbancia

foi mensurada em espectrofotdmetro a 560nm e os resultados foram expressos em U de SOD/mg
de proteina. O grupo sham (que foi submetido ao procedimento sem o tratamento oral) foi incluido

no experimento para uma analise comparativa dos parametros de normalidade.
7.4.6 Quantificacdo de catalase (CAT)

Atividade da catalase (CAT) foi mensurada de acordo com o método descrito por Aebi
(1984). Tiras armazenadas dos modelos preventivo e curativo de isquemia e reperfusdo foram
homogeneizadas (1:200) em tampéao fosfato 50 mM, pH 7.0 e Triton X-100 (1:9). Apés a
homogeneizacéo, as amostras foram centrifugadas (6000 rpm, 4°C por 15 min.) e o sobrenadante
foi coletado; para 200 pL de homogenato, foram adicionados 100 pL de peréxido de hidrogénio
(H202) 30 mM. A absorbancia foi mensurada a 240nm por 2 min., em espectrofotbmetro com
camara UV. Os resultados foram expressos em U de CAT/mg de proteina. O grupo sham (que foi
submetido ao procedimento sem o tratamento oral) foi incluido no experimento para uma analise

comparativa dos parametros de normalidade.
7.4.7 Quantificacao de mieloperoxidase (MPO)

Tiras armazenadas dos modelos de Ulceras gastricas induzidas por etanol, indometacina e
isquemia e reperfusdo (modelos preventivo e curativo) foram utilizadas nas dosagens. Foi utilizado
o tampdo de reacdo HTAB (a 0.5% em tampdao fosfato sédico 50 mM, pH 6.0) que atua como
detergente lisando os granulos dos neutréfilos que contem a enzima, sendo esta liberada. A
atividade enzimatica foi determinada seguindo a cinética da rea¢cédo da enzima com agua oxigenada
do tampédo de reacdo, sendo que uma unidade de MPO determinada € capaz de degradal
1nmol/min. de agua oxigenada a 25°C (KRAWISZ et al., 1984). A atividade da MPO e
proporcional ao niamero de neutréfilos infiltrados na mucosa. A absorbancia foi determinada em
450 nm utilizando um espectrofotdbmetro e os valores foram expressos em nmol/g de tecido. Os
grupos branco (sem procedimento e sem tratamento) e Sham (que foi submetido ao procedimento
sem o tratamento oral) foram incluidos nos experimentos para uma analise comparativa dos

parametros de normalidade.
7.4.8 Quantificacdo de citocinas

Tiras armazenadas do modelo curativo de Ulceras gastricas induzidas isquemia e reperfuséo,

incluindo o grupo sham, foram utilizadas nas dosagens. Foi utilizado o tampao PBS (1:5) para
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homogeneizacdo das amostras. A dosagem de proteinas por BCA foi realizada utilizando-se de um
Kit de dosagem imunoenzimatico ELISA (DuoSet®, R&D Systems). Posteriormente, as amostras
foram agitadas em banho-maria a 37°C por 20 min. e depois centrifugadas a 10000 rpm por 5 min.
a 4°C. O sobrenadante foi recolhido e as citocinas dNE-1p e IL-10 foram quantificados

usando Kits de dosagem imunoenzimético ELISA (DuoSet®, R&D Systems).

7.5Expressao enzimatica de iNOS por Western Blot

Tiras armazenadas do modelo curativo de Ulceras gastricas induzidas isquemia e reperfusao,
incluindo o grupo sham, foram utilizadas nas dosagens. Para homogeneiza¢do das amostras (1:5)
foi utilizada uma solucdo na proporcao de §00de RIPA, 100uL do cocktail inibidor de
proteases (ja diluido 1:10) eyh de PMSF 200 mM. Realizou-se inicialmente a dosagem
proteinas por BCA utilizando um Kit de dosagem imunoenzimético ELISA (Pierce BCA
protein assaxit). As amostras foram diluidas em agua Milli-Q (1:20), e essas amostras diluidas
foram pipetadas na placa em volume equivalente a 10uL. Ao final 200 pL do reagente diluente foi
adicionado em todos os pocos e a absorbancia foi determinada por espectrofotometria em
comprimento de onda de 562 nm. A concentragdo de proteinas das amostras utilizadas para realizat
o WesternBlot foi de 30 ug. Realizou-se o tratamento das amostras a 95°C por 5 min. O gel de
empacotamento utilizado foi de 4% e o gel de separacéo foi de 10%. Foi realizada a eletroforese
em gelo por 1h e 30 min. a 125V e a transferéncia em gelo com metanol 20% por 2 horas a 300V.
O bloqueio da membrana foi realizado com BSA 5% por 1 hora a temperatura ambiente com
agitacao. O primeiro anticorpo aplicado foi o anti-iNOS feitorabipit, com diluicdo 1,5 ug/mL
e o controle foi g-actina feita enmouse(1:5000). A membrana foi incubadaernightemplot
boxa temperatura ambiente (18°C) e com agitacdo. O segundo anticorpo aplicado foi o anti-rabbit
(1:20000), e o segundo anticorpo controle f@actina anti-mouse (1:10000). A incubagéao do
segundo anticorpo foi realizada por 2 horas @ot boxa temperatura ambiente (18°C) e com
agitacdo. Na revelacdo, utilizou-se um kit de reacdo de quimiluminescé&rthan¢ed
chemiluminescencdeCL], GE Healthcare) normal e supersensivel nos tempos de 10 segundos,
30 segundos, 1 min. e 2 min (OLIVEIRA-PELEGRIN et al.,, 2013). Este experimento foi
conduzido em colaboracdo com a Profa. Dra. Maria José Alves da Rocha, do Departamento de
Morfologia, Estomatologia e Fisiologia da Faculdade de Odontologia, na USP de Ribeirdo Preto,

Sao Paulo.

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AVAVAY  UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA

u nesp "™ 4{LI0 DE MESQUITA FILHO” F;
Campus de Botucatu
Instituto de d
Biociéncias PG-BGA

8. Avaliagéo da atividade cicatrizante gastrica

8.1 Modelo de inducéo de Ulceras gastricas por acido acético

Ratos Wistar machos (n=10) foram divididos em grupos, pesados e anestesiados para a
realizacdo de uma incisao longitudinal logo abaixo da apofise xifoide. A parede anterior do
estdbmago foi exposta e um volume de 0.05 mL de acido acético 30%, foi injetado na camada
submucosa da jun¢édo do fundo com o corpo. Imediatamente em contato com o &cido, ocorreu a
formacao da lesdo hemorragica profunda. Logo em seguida, os animais foram suturados e levados
ao biotério.Os animais foram tratados por via oral durante 7 ou 14 dias com solucédo salina,
lansoprazol 30 mg/Kg e EHSPFI 62.5 mg/Kg (10 mL/Kg). Apés o tratamento de 7 ou 14 dias,
todos os animais serdo mortos e seus estdbmagos retirados para avaliacdo da area de lesdo (OKABI
& AMAGASE, 2005).

9. Avaliacéo da atividade protetora frente a ulceras duodenais

9.1Modelo de inducgéo de ulceras duodenais por cisteamina

Ratos Wistar machos (n=7-8) foram tratados com veiculo, lansoprazol 30 mg/Kg ou
EHSPFI 62.5 mg/Kg por via oral. Apés 30 min., iniciou-se a inducdo de ulcera duodenal por
administracao oral de cisteamina em duas doses de 300 mg/Kg com intervalo de 4 horas entre elas.
Transcorridas 22 horas apds os tratamentos, os animais foram mortos e se retirou o duodeno pare

mensuracao das lesdes de acordo comdises de lesdo (SZABO, 1978):
0 - Auséncia de lesdo
1 - Erosao superficial da mucosa

2 - LesOes necrosantes;

3 - LesOes perfurantes da mucosa.
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10. Atividade antidiarreica
10.1 Modelo de avaliagao da motilidade intestinal

Camundongos Swiss machos (n=10) foram tratados com veiculo, morfina 2.5 mg/Kg (s.c.)
ou EHSPFI (v.0.) nas doses de 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg para determinacdo da curva dose-
resposta. Ap6s uma hora foi administrado por via oral suspensdo de carvao ativado a 10%,
marcador de motilidade, todos os tratamentos com volume fixo de 10 mL/Kg. Ap6s 30 min., 0s
animais foram mortos e feita a relacéo entre a distéancia percorrida pelo carvéo ativado e o tamanho
total do intestino delgado, expressa em centimetros (STICKNEY & NORTHUP, 1959 com

modificacdes).
10.2 Modelo de avaliacdo de acumulo de fluido intestinal induzido por 6leo de ricino

Camundongos Swiss machos (n=10) foram tratados (v.0.) com veiculo, EHSPFI 250
mg/Kg ou morfina 10 mg/Kg (s.c.), em volume fixo de 10 mL/Kg. Apos 1 hora, administrou-se
oralmente 0,2 mL por animal de Oleo de ricino (agente indutor de diarreia). Transcorridos 30 min.
da administracdo do 6leo de ricino, os animais foram mortos e o intestino delgado foi removido
apos a ligadura final do piloro e da juncéo ileocecal. O intestino foi entdo pesado, retirou-se o
fluido intestinal e 0 mesmo foi pesado vazio novamente. A diferenca entre os pesos foi
determinado em mg (ROBER al., 1976).

11 Andlises estatisticas

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da meédia. Analise
estatistica utilizada foi a Analise de Variancia (ANOVA), seguida por testes de significancia. Para
os dados ndo-paramétricos foram expressos sob a forma de mediana e foram analisados pelo test
Dunn, e dados paramétricos foram analisados pelo teste de Dunnet (para comparagdo com o

veiculo) e de Tukey (para comparacao entre os grupos), com p<0,05.
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Resultados
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IV. RESULTADOS

1. Atividade farmacoldgica geral

1.1 Toxicidade aguda

A administracdo oral de uma dose Unica de 5.0 g/Kg do EHSPFI, em camundongos Swiss
de ambos o0s sexos, ndo promoveu efeito toxico agudo nos animais com base nos parametros
avaliados neste trabalho. N&o se observou alteracao nos parametros comportamentais aferidos pelc
screening hipocrético, tanto de animais machos quanto de fémeas tratados com o extrato, em
comparacdo com o grupo de animais que recebeu veiculo (vide anexo Il). Também n&o houve
variabilidade estatistica no peso corporal e dos érgédos dos animais tratados com EHSPFI, durante

os 14 dias de observacao, em relacdo aos grupo controle nefigtixa §) (tabela 1) £>0.05).

Figura 6. Evolucéo do peso corporal (14 dias) de camundongos Swiss féleasmachosk) tratados com EHSPFI (5.0

g/Kg) no modelo de toxicidade aguda.
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@ /picul0 ==@=Solanum paniculatum 5,0g/Kg Veiculo —@—Solanum paniculatum 5

Valores expressos em média (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste t'Student para compara¢do com o
controle tratado com o veiculo, cgx0.05.
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Tabela 1.Relagéo entre o peso dos 6rgaos e o peso corporal de camundongos Swiss machos e fémeas tratados com EHSP
g/Kg) no modelo de toxicidade aguda.

Tratamentos Coracéo Rins Pulmdes Figado Baco Ovérios*100 Utero
0 Solugéo salina 401+0.12 6.32+0.19 482+0.11 12.77 £0.34 3.31+£0.12 8.92+1.35 2.32+0.19
é EHSPFI (5.0 g/Kg) 3.81+0.1* 6.20+0.16° 4.68+0.17 13.01+0.33 3.63+0.12° 8.61+0.87 243+0.22¢
]
[T
" Coragao Rins Pulmdes Figado Bago Testiculos
g Solugéo salina 3.86 £0.07 6.80 £0.17 4.28 £0.15 13.09 +0.38 3.08+0.14 4.09+0.13
<§( EHSPFI (5.0 g/Kg) 3.78+£0.07 7.02+0.2T* 4.25+0.1T° 13.83+0.28 354+0.09° 4.32+0.17

Valores expressos em média + erro padréo da média (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste t"Student para compa

com o controle negativo tratado com solucéo salina, Ear05. Ovario*100 = peso do ovario x100 (ajuste para a realizacdo das
analises estatisticas). ns= diferenca néao significativa.

1.2 Neurotoxicidade aguda

Os camundongos Swiss machos tratados com EHSPF|I na dose de 62.5 mg/Kg nao
apresentaram indicios de neurotoxicidade aguda quando submetidos ao aparato de roda giratéria.
N&o houve diferenca significativa no tempo de laténcia e no numero de quedas entre 0s animais
tratados com o extrato e aqueles tratados com o vefigueoa(7) (p>0.05). Em relagéo ao grupo
controle tratado com diazepam 2.0 mg/Kg, houve reducao significativa no tempo de laténcia
(p<0.01) e aumento no numero de quedas promovido pela administracéo do digzeEpafd ).

Figura 7. Avaliacdo da neurotoxicidade aguda do EHSPFI na dose de 62.5 mg/Kg em camundongos SwissAhachos. (
tempo de laténcia 8] nimero de quedas.
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Valores expressos em média + erro padrdao da média (n=8). Os ndmeros indicam em porcentagem (%) a reduc&o no te
de laténcia ou 0 aumento no nimero de quedas (X) em relacéo ao grupo tratado com o veiculo. Analise estatistica: ANC
seguido do teste de Dunnett para comparagcdo com o controle solugcdo salina e teste de Tukey para comparagdo en
grupos, com *p<0.01, ***p<0.001. ns= diferenca nado significativa
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2. Avaliacdo da acdo gastroprotetora do extrato frente ao modelo de Ulceras gastricas
induzidas por etanol

O EHSPFI reduziu a area de lesdo nas doses de 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg, com efeito
protetor da mucosa gastrica de 38.6%, na menor dose efetiva, em relagdo ao grupo tratado com
veiculo £<0.01). Apenas os animais tratados com o extrato na dose de 31.25 mg/Kg nao foram
capazes de reduzir significativamente a area de lesdo. Os animais tratados com o EHSPFI
apresentaram curva dose-efeito nas doses testadas e n&o houve diferenga estatisticament
significativa entre as doses efetivas do extrato. O grupo controle positivo neste modelo
(carbenoxolona) reduziu a area de lesdo em 93.1% em relacdo ao grupo tratado com solucao saline
(p<0.001) figura 8). Nao houve diferenca significativa entre as doses testadas, exceto entre a dose
de 31.25 e 250 mg/Kg e entre 31.25 e 500 mgfk®.01).

Figura 8. Avaliacdo do efeito gastroprotetor do EHSPFI frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol

absoluto em ratos Wistar machos.
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Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam a protecdo em
relacdo ao grupo pré-tratado com veiculo (solucéo salina). Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett
para comparacdo com o grupo controle solucdo salina e teste de Tukey para comparagdo entre oS grupos, com
**p<0.01, **p<0.001. ns= diferen¢a ndo significativa.

2.1. Determinagéo dos niveis de GSH

No modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol foi observado que os niveis de GSH
presentes em amostras de tecido gastrico de animais tratados com EHSPFI mantiveram-se
proximos aos do grupo controle (solucéo salina) e ndo houve diferenca estatistica com as diferentes
doses testadagX0.05) ou mesmo entre as doses testaga®.{5). O grupo tratado com

carbenoxolona e o grupo branco ndo apresentaram deple¢des nos niveis de GSH, mas aumento
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de 70.9 e 73.4% de GSH em relacdo ao grupo controle negati@@®(@1). Houve diferenca
significativa também entre todas as doses testadas do EHSPFI| e o grupo branco que nao recebel
tratamento§<0.001) figura 9).

Figura 9. Quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI

submetidos ao modelo de inducédo de Ulceras gastricas por etanol.
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Valores expressos em média + erro padrao da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam os niveis de GSH
gue nao sofreram deplegdo em relagdo ao grupo pré-tratado com o veiculo (solucéo salina). Andlise estatistica:

ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacdo com o grupo controle (solucdo salina) e teste de Tukey para

comparacéo entre os grupos, compz8.001. ns= diferenca néo significativa

2.2 Determinacéo dos niveis de MPO

No modelo de inducdo de Ulceras por etanol, houve significativa reducéo nos niveis de

MPO em todas as doses testadas do EHSPFI, com excecao da dose de 31.260.§8D.(O

EHSPFI ndo preveniu significativamente o aumento dos niveis de MPO na dose de 31.25 mg/Kg,
dose que também ndo apresentou protecdo no modelo de Ulceras gastricas induzidas por etano
(figura 8). Nas doses de 62.5, 125, 250 e 500 mg/Kg o EHSPFI promoveu reducdes nos niveis de
MPO em 50.3, 78.1, 91.3 e 91.4% em relagcdo ao grupo tratado com salina, respectivamente
(p<0.001). Foi observada relacdo dose-dependente na reducdo dos niveis de MPO, a mesma
relacéo obtida na avaliacao da area de lesdo no modelo de Ulceras induzidas péigatar)l.

Os niveis de MPO do grupo que néo recebeu tratamento foram mantidos reduzidos (70.1%) em
relacdo ao grupo controle negativo. Houve diferenga significativa entre a dose de 31.25 mg/Kg e
as doses de 62.5, 125, 250 e 500 mg<(001), e entre a dose de 62.5 mg/Kgd(01) e as
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doses de 125, 250 e 500 mg/Kx0.001). Houve diferenca significativa também entre a dose de
31.25 mg/Kg e o brancp€0.001), e entre as doses de 62.5, 250 e 500 mg40gd1) e o branco
(figura 10).

Figura 10. Quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPQO) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI

submetidos ao modelo de inducédo de Ulceras gastricas por etanol.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam a reducédo nos ni
MPO em relagéo ao grupo pré-tratado com veiculo (solucéo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Du
para comparacdo com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparacdo entre 0s grup@s0dadd *ris=
diferenca néo significativa.

3. Avaliacéo da agéo gastroprotetora do extrato frente ao modelo de Ulceras géastricas induzidas

por indometacina

Neste modelo de inducéo de Ulceras por indometacina, as doses testadas do extrato foram
selecionadas a partir dos resultados obtidos no modelo de inducéo por etanol. Como a menor dose
do extrato de 31.25 mg/Kg néo apresentou efeito gastroprotetor e a maior dose do extrato (500
mg/Kg) ndo apresentou diferenca significativa com relacdo a dose de 250 mg/Kg, foram utilizados
neste modelo experimental as doses do extrato de 62.5, 125 e 250 mg/Kg. O EHSPFI foi capaz de
reduzir significativamente a area lesionada em relacdo ao grupo tratado com a solugéo salina nas
doses testadas de 62.5 mg/Kg (p<0.01), 125 e 250 mg/Kg (p<0.05), com reduc¢éo de 83.4, 61.0 e
59.1%, respectivamentdéiqura 11). O tratamento dos animais com o extrato apresentou um
padréo peculiar de curva dose-resposta com maior acao gastroprotetora na menor dose do extrato
O grupo controle positivo lansoprazol apresentou protecdo de 99.0% em relagéo ao grupo tratado
com solucéo salingp€0.001). Nao houve diferenca significativa entre as doses avaleda85).
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Figura 11. Avaliacdo do efeito gastroprotetor do EHSPFI frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por
indometacina em ratos Wistar machos.
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Valores expressos em média * erro padrao da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam protecéo em relacao
ao grupo pré-tratado com o veiculo (solugdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para

comparacéo com o controle solugdo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s grypds0&orF<0.01,
*k%
p<0.001.

3.1 Determinagéo dos niveis de MPO

O tratamento dos animais com as diferentes doses de EHSPFI foram capazes de reduzir os
niveis de MPO em relacdo ao grupo controle negatpa0.001). Nao houve diferenca
estatisticamente significativa entre as doses ou entre cada dose e o grupqbfafied. (Nao foi
observada relacdo dose-dependente nos niveis de MPO, assim como na gastroprotecao promovide
pelo extrato no modelo de inducéo de uUlcera promovida pela indomefagina {1). A dose do

extrato de 125 mg/Kg foi aquela que promoveu a reducdo mais expressiva nos niveis de MPO
(figura 12).
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Figura 12. Quantificagdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI

submetidos ao modelo de inducédo de Ulceras gastricas por indometacina.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam a redugdo nos
niveis de MPO em relagao ao grupo pré-tratado com o veiculo (solugdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido
do teste de Dunnett para comparacdo com o controle solucao salina e teste de Tukey para comparagao entre 0S grupos

com **p<0.01, **p<0.001

4. Avaliacdo da acéo antissecretoria do extrato
4.1 Modelo de ligadura do piloro com tratamento oral

O tratamento prévio dos animais com o EHSPFI administrado pela via oral, na menor dose
efetiva, ndo alterou significativamente os parametros avaliados (volume do contetdo gastrico, pH
e concentracao de ions hidrogénio) em relagéo ao grupo tratado com solucap>sala. (Estes
resultados sugerem que a gastroprotecao efetuada pelo extrato na dose de 62.5 mg/Kg n&o ocorre
em decorréncia da inibicdo da secre¢do de &cido géastrico. Os animais tratados com lansoprazol,
por via oral, apresentam aumento significativo no p&D(001) e reducdo no volume gastrico

(p<0.01) e na concentracao dédb suco gastricgp&0.001) fabela 2).
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Tabela 2.Avaliacdo da acéo antissecretéria do EHSPFI administrado por via oral em ratos Wistar machos

Tratamentos Volume (mL) pH [H*] (mEg/mL)

Soluczo salina 3.829 £0.374 1.377 £0.093 8.853 + 0.437

** KKk P
Lansoprazol (30 mg/Kg) 1.514 £0.315 5.927 £ 0.4588 3.663 £ 0.311

S S
EHSPFI (62.5 mg/Kg) 4.300 £ 0.44% 1.285 + 0.039 9.893 + 0.409

Valores expressos em média + erro padrao da média (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnet
para comparagcdo com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparacéo entre 0os grups€.@bm **
*** n<0.001. ns= diferenca néo significativa em relacdo ao controle salina.

4.2 Modelo de ligadura do piloro com tratamento intraduodenal

Com o tratamento por via intraduodenal, o EHSPFI ndo alterou significativamente os
valores de pH e concentracdo de ions hidrogénio em relagdo ao grupo tratado com solugéo salina,
mas houve aumento do volume do conteudo gasp@.Q1l). Como o extrato ndo alterar o pH e
a concentracao de'l¢m relacdo ao controle solucao salipra0(05), isto € indicativo de que nao
h& inibicdo da secrecdo de 4cido gastrico exercida pelo extrato por esta via. Os animais tratados
com lansoprazol 30 mg/Kg por via intraduodenal promoveram aumento significativo no pH
(p<0.001), reducado no volume gastrige<@.01) e na concentracdo dé ghstrico p<0.001)

(tabela 3).
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Tabela 3.Avaliacdo da acéo antissecretdria do EHSPFI administrado por via intraduodenal em ratos Wistar machos

N
Tratamentos Volume (mL) pH [H*] (mEg/mL)
Solugao salina 5.540 + 0.861 1.442 + 0.058 8.473+0.473

ok *kk ok

Lansoprazol (30 mg/Kg) 2.460+0.116 5.922+0.361 3.024 +£0.303

8.840 + 0.433* 1.243 £ 0.023 8.670 £ 0.280°

EHSPFI (62.5 mg/Kg)

Valores expressos em média + erro padrao da média (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnet
para comparagcdo com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparacéo entre 0os grups€.@bm **
*** n<0.001. ns= diferenca néo significativa em relacdo ao controle controle (salina).

5. Avaliagéo da agéo sistémica do extrato

O EHSPFI administrado por via intraduodenal continuou exercendo acéo gastroprotetora
(77.7%) no estbmago de ratos desafiado pelo etanol abspht®%). Este resultado demonstra
gue o extrato exerce sua agcao gastroprotetora por atuacdo sistémica e ndo somente através d
formacdo de uma barreira mecénica sobre a mucosa géstrica. O grupo controle positivo
(carbenoxolona) manteve sua protecdo com reducgdo da érea de lesdo (82.1%) quando comparadc
ao grupo controle negativo tratado com o veicplo0(01). O grupo de animais tratado com
sucralfato, que geralmente protege a mucosa gastrica quando administrado oralmente por formar
uma barreira protetora na mucosa gastrica, como esperado, ndo apresentou efeito gastroprotetol

guando administrado pela via intraduodepai0(05) {igura 13).

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AVQEV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp ‘“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu
Instituto de u
Biociéncias PG-BGA

Figura 13. Avaliacdo do efeito gastroprotetor do EHSPFI (via intraduodenal) frente ao modelo de Ulceras géastricas

induzidas por etanol absoluto em ratos Wistar machos.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam protecdo em
relacdo ao grupo pré-tratado com solucéo salina. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para

comparagéo com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparagéo entre os grupgd,@mm *
**p<0.01. ns= diferenca nao significativa.

6. Avaliacdo da participacdo do muco gastrico atraves do pré-tratamento oral ou intraduodenal
do extrato

O EHSPFI (62.5 mg/Kg) administrado por via oral foi capaz de elevar significativamente
a quantidade de muco gastrico no modelo de ligadura do piloro. O extrato foi capaz de aumentar
em aproximadamente trés vezes a quantidade de muco em comparacao ao grupo tratado com c
veiculo <0.001). O grupo controle positivo tratado com carbenoxolona (200 mg/Kg) aumentou

em cerca de duas vezes a producdo de muco em relacdo ao grupo controle me@aded (
(figura 14).
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Figura 14. Avaliacdo da participacdo do muco gastrico na gastroprotecio efetuada pelo EHSPFI (administrado pela

via oral) frente ao modelo de ligadura do piloro em ratos Wistar machos.
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Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os nimeros em vezes (x) indicam o aumento na
producdo de muco em relacdo ao grupo tratado com solucao salina. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de

Dunnett para comparacdo com o grupo controle negatipg(0*01, ***p<0.001

Quando administrado por via intraduodenal, o extrato também aumentou
significativamente a producdo de muco (50.58¢0.05), assim como o grupo controle
carbenoxolona que aumentou em 58.1% em relagdo ao grupo controle negedadd)(
indicando o efeito sistémico do extratigra 15). Portanto, um dos mecanismos gastroprotetores

exercidos pelo extrato é o aumento na producao de muco.
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Figura 15. Avaliacdo da participagdo do muco gastrico na gastroprotegdo efetuada pelo EHSPFI (administrado por

via intraduodenal) frente ao modelo de ligadura do piloro em ratos Wistar machos.
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Valores expressos em média + erro padrao da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam o aumento na
producdo de muco em relagao ao grupo pré-tratado com veiculo (solucdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido
do teste de Dunnett para comparacao com o0 grupo controle negpti0d)5.

7. Avaliagdo do fluxo sanguineo géstrico

O EHSPFI na dose de 62.5 mg/Kg ndo aumentou significativamente o fluxo sanguineo
gastrico no modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em relacdo ao grupo que nao recebet
tratamento (branco) e ao grupo controle negapw0.05), comprovando que o extrato ndo é capaz
de restabelecer o fluxo sanguineo apds a administragdo do agente lesivo. O grupo tratado com
carbenoxolona aumentou o fluxo sanguineo em 2,25 vezes comparado com o controle negativo
(p<0.001). O grupo branco manteve o fluxo sanguineo em 2,76 vezes maior que 0 grupo controle
salina p<0.001) figura 16).
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Figura 16.Avaliacéo do fluxo sanguineo gastrico em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI frente ao modelo

Ulceras gastricas induzidas por etanol.
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Valores expressos em média * erro padrdo da média (n=10). Os ndmeros em vezes (x) indicam o aumento do
fluxo sanguineo em relacao ao grupo pré-tratado com solucao salina. ANOVA seguido do teste de Dunnett para
comparacao com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparacdo entre 0s grupqs; GOoL***

ns= diferenca nao significativa.

8. Avaliacéo da participacéo de PGE

Avaliou-se a participacdo da prostaglandina (PHGta gastroprotecdo efetuada pelo
EHSPFI através da atuacdo de dois agentes indutores de lesdo (etanol e indometacina). A sSupost:
gastroprotecdo exercida pelo extrato via P@& modelo de etanol poderia ser abolida com a
prévia administracdo de indometacina. Porém, apesar da inibicdo da producée,dss B&ipos
pré-tratados com indometacina e tratados com EHSPFI nas doses de 62.5, 125 e 250 mg/Kg
continuaram exercendo protecdo da mucosa gastrica com reducdo na area de lesdo de 30.7%
(p<0.05), 44.4%p<0.01) e 55.5%p<0.001) em relacdo ao controle tratado com solucéo salina e
pré-tratado com indometacina. O grupo carbenoxolona 100 manteve a gastroprotecdo, com
reducdo na area lesionada de 95.3% em relacdo ao copt0leql) figura 17). Portanto, estes
resultados descartam definitivamente a participacdo de R&Eastroprotecdo exercida pelo

extrato.
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Figura 17. Avaliacdo da participac@o de prostaglandinas @p@& gastroprotecdo efetuada pelo EHSPFI frente ao
modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar machos pré-tratados com indometacina.
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Valores expressos em média * erro padrao da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam protegdo em relagéo
ao grupo pré-tratado com solucao salina. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacgéo
com o controle solucéo salina e teste de Tukey para comparacdo entre 0s grup@s;0ceb) ***p<0.001. ns=

diferenca néo significativa.

9. Avaliagdo da participacado dos compostos sulfidrilicos

Observou-se que os animais pré-tratados com solucéo salina e tratados com EHSPFI na
dose de 62.5 mg/Kg mantiveram protecéo significativa (59.7% em relacdo ao controle negativo,
p<0.01), observada nos modelos de triagem. Quando estes foram pré-tratados com NEM, inibidor
enddgeno de grupamentos sulfidrilicos, o EHSPFI manteve a gastroprotecdo, com reducdo de
45.4% na area lesionada em relacdo ao grupo tratado com vpu@dl). Ndo houve diferenca
estatisticamente significativa entre os respectivos grupos pré-tratado com solugéo salina. O grupo
controle positivo (carbenoxolona) manteve sua protecdo quando pré-tratado com NEM, com
gastroprotecdo de 80.6%<0.01). Com estes resultados é possivel descartar a participacdo dos

compostos sulfidrilicos na gastroprotecéo efetuada pelo eXitaia(18).
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Figura 18. Avaliacdo da participacdo dos compostos sulfidrila na gastroprotecdo efetuada pelo EHSPFI frente ao

modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar machos pré-tratados com NEM.
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Valores expressos em média * erro padrao da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam protegdo em relagéo
ao grupo pré-tratado com solucao salina. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacgéo
com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparagdo entre 0s grupop<0di,****p<0.001. ns=

diferenca néo significativa.

10. Avaliacdo da participacdo dos receptores TRPV1 sensiveis a capsaiscina

Os animais que receberam EHSPFI apresentaram significativa gastroprotecéo (67.7%) em
relacdo ao controle negativo quando pré-tratados com solucdo paiin@l). O grupo controle
positivo (capsaiscina 5.0 mg/Kg) exerceu protecao de 74.9% em relacdo ao grupp<saiiig,(
mas perdeu sua protecdo quando os animais foram pré-tratados com o Ruthenium red, inibidor de
receptores TRPV1PK0.01). O EHSPFI continuou protegendo a mucosa gastrica da a¢do do etanol,
mesmo com o pré-tratamento c&uthenium redg<0.001), indicando que ndo h& envolvimento

dos receptores TRPV1 na gastroprotecao efetuada pelo ekgata (9).
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Figura 19. Avaliacdo da participagcédo dos receptores TRPV1 na gastroprotecdo efetuada pelo EHSPFI frente ao

modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar machos pré-tratafotheaiom red
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Tratamentos

Valores expressos em média * erro padrao da média (n=7-8). Os valores em porcentagem indicam protegdo em relagéo
ao grupo pré-tratado com o veiculo (solugdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para
comparacdo com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparagcdo entre 0S grup@s,0diim **
*kk

p<0.001.

11. Avaliacdo da participacdo do NO

O grupo pré-tratado com solugéo salina e tratado com o EHSPFI na dose de 62.5 mg/Kg
manteve a gastroprotecdo observada nos modelos anteriores, com redugcédo na area de leséo d
89.1% em relagcéo ao controle solucdo salps(01). Os animais pré-tratados com L-NAME,
inibidor ndo-seletivo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS), e tratados com EHSPFI| perderam
expressivamente a gastroprotecdo em relagdo ao grupo pré-tratado com L-NAME e tratado com
solugdo salina p0.05). Os animais pré-tratados com L-NAME e tratados com o extrato
apresentou diferenca significativa em relagcdo ao grupo pré-tratado com solucéo salina e tratado
com o extratof<0.001). Estes resultados séo indicativos da participacdo do NO na protecao da
mucosa gastrica exercida pelo extrdtgufa 20). Quando os animais foram pré-tratados com
inibidor seletivo de iINOS (L-NIL), o grupo tratado com EHSPFI também perdeu
significativamente a protecdo em relacédo ao grupo que recebeu solucaps8lia)( O grupo
pré-tratado com solucéo salina e tratado com o extrato diferiu estatisticamente do grupo pré-tratado
com L-NIL e tratado com o extrat@<0.001). No entanto, ndo houve diferenca estatistica
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significativa entre os grupos pré-tratados com L-NAME e L-NIL e tratados com EHSPRY),
indicando que o extrato tem grande participacdo no aumento na producdo de NO através da
ativacdo da enzima iNOS. O controle carbenoxolona 100 mg/Kg continuou protegendo quando 0s
animais foram preé-tratados com L-NAME (63.3%0.05) e L-NIL (65.8%p<0.05) {igura 20).

Figura 20. Avaliacéo da participacdo do 6xido nitrico (NO) e papel da NOS e iNOS na gastroprotecao efetuada pelo
EHSPFI frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratos Wistar machos pré-tratados com L-NAME
ou L-NIL.
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Tratamentos

Valores expressos em média * erro padrdo da média (n=7-8). Os valors em porcentagem indicam protecéo em relagéo
ao grupo pré-tratado com solucdo salina. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacao

com o controle solucéo salina e teste de Tukey para comparac¢do entre 0s grupes) in™p<0.01, ***p<0.001

12. Avaliagdo da agéo gastroprotetora do extrato frente ao modelo de Ulceras gastricas
induzidas por isquemia e reperfuséo

Neste modelo, observou-se que o EHSPFI foi efetivo em proteger a mucosa gastrica do
processo isquémico reduzindo significativamente a area lesada em 78.7% em relacdo ao grupo
tratado com o veiculgp&0.001). O grupo de animais tratados com lansoprazol (30 mg/Kg) reduziu
em 93.2% as lesbes gastricas quando comparado aos animais tratados compslddad)(

(figura 21). Neste modelo experimental, ndo foram observadas diferencas significativas entre os

grupos tratados com lansoprazol e o extrat®(05).
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Figura 21. Avaliacéo do efeito gastroprotetor do EHSPFI frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia
e reperfusao em ratos Wistar machos.
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Tratamentos

Valores expressos em média * erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam protecdo em
relacao ao grupo pré-tratado com o veiculo (solucdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett
para comparacao com o controle solucao salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s gruppsQdaed . ***

12.1 Determinagéo dos niveis de LPO

No modelo preventivo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfusdao, o EHSPFI
reduziu a peroxidacédo lipidica provocado pelas lesdes ulcerativas de forma significativa, com
22.6% de reducéo em relacdo ao grupo controle negativo tratado com &), O grupo
controle positivo (lansoprazol 30 mg/Kg) também reduziu os niveis de LPO, com média de 24.5%
em relagcd@o ao controle negativo, e o sham (operado porém sem sofrer o procedimento de isquemia
e reperfusdo) manteve os niveis de LPO 29.4% menor que o controle ngedidd) {igura
22). O extrato nao teve diferenca significativa do cdetgmositivo e do grupo shanp>0.05),
indicativo de que o EHSPFI atua reduzindo a LPO no modelo preventivo.
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Figura 22. Avaliacdo dos niveis de peroxidagéo lipidica (LPO) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI

submetidos ao modelo de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os nimeros em porcentagem indicam prevencao de
LPO. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagao com o controle solugao salina e teste
de Tukey para comparacao entre 0s grupos, @.85, **p<0.01.

12.2 Determinacéo dos niveis de GSH

No modelo preventivo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo, foi
observado que os niveis de glutationa do EHSPFI na dose de 62.5 mg/Kg nao diferiram
estatisticamente do grupo controle negatipe0(05). Ndo houve diferenca estatistica entre o
grupo tratado com lansoprazol e o grupo controle negair@@5). O grupo Sham (operado sem
sofre o procedimento de isquemia e reperfusdo) manteve os niveis de GSH em 51.2%, comparado
ao grupo tratado com solucéo salipa@.001). Nao houve diferenca significativa entre o EHSPFI
na dose testada e o0 Shgmm@.05) figura 23). Os resultados de avaliagdo dos niveis de GSH nos
modelos agudos de inducéo de Ulceras gastricas por dtgam Q) e por isquemia e reperfusédo
indicam que o extrato ndo atua via glutationa na gastroprotecéo efetuada pelo extrato e por isso as

dosagens de GSH nao foram realizadas nos outros modelos experimentais.
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Figura 23. Quantificacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI

submetidos ao modelo de inducédo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam niveis de GSH
que nao sofreram deplecdo em relacdo ao grupo tratado com o veiculo (solucao salina) submetido ao processo de
Isquemia e reperfusdo. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacdo com o controle
solucao salina e teste de Tukey para comparacao entre os grupos, psth0®1. ns= diferenca ndo significativa.

12.3 Determinacgéo dos niveis de SOD

Os niveis de SOD no tecido gastrico de animais pré-tratados com o EHSPFI no modelo
preventivo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo se mantiveram proOximos aos
do grupo controle negativo e do grupo Sham (que néo sofreu o processo de isquemia e reperfusao)
nao variando estatisticamente entre e[@s0(05). Ndo houve diferenca significativa entre o

controle negativo e os grupos lansoprazol 30 mg/Kg e Sad0b) ({igura 24).
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Figura 24. Quantificacdo dos niveis de superéxido dismutase (SOD) em ratos Wistar machos pré-tratados com

EHSPFI submetidos ao modelo de inducdo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de
Dunnett para comparacdo com o controle solugcdo salina e teste de Tukey para comparacdo entre 0s grupos, com
*p<0.05. ns= diferenca néo significativa.

12.4 Determinacéo dos niveis de CAT

Os niveis de CAT em amostras do tecido gastrico de animais pré-tratados com o EHSPFI
no modelo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo se mantiveram préximos ao
controle solucado salina e do grupo Sham, néo variando estatisticapred@s]. Nado houve

diferenca significativa entre o controle negativo e os grupos lansoprazol 30mg/Kg eS0A%5)(

(figura 25).

Figura 25. Quantificacdo dos niveis de catalase (CAT) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI submetidos

ao modelo de inducao de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de
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Dunnett para comparacdo com o controle solugcdo salina e teste de Tukey para comparacdo entre 0s grupos, com
*p<0.05. ns= diferenca nao significativa.

12.5 Determinacéao dos niveis de MPO

No modelo preventivo de indugéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusdo, o extrato
foi capaz de reduzir os niveis de MPO (40.5%) quando comparado ao grupo controle negativo
tratado com saling€0.001). O grupo controle positivo (lansoprazol 30 mg/Kg) reduziu os niveis
de MPO em 41.9% quando comparados ao grupo controle negat0@1). Os niveis de MPO
do grupo Sham operado (grupo que ndo sofreu o processo de isquemia e reperfusdo) foram 93.2%
menores do que o grupo controle negatfigua 26). Houve diferenca estatistica entre o grupo

Sham operado e o tratado com o extrptd(05).

Figura 26. Quantificacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) em ratos Wistar machos pré-tratados com EHSPFI e

submetidos ao modelo de inducédo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam prevencao
no aumento nos niveis de MPO em relagdo ao grupo tratado com o veiculo (solugéo salina). Andlise estatistica:
ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdo com o controle solucdo salina e teste de Tukey para
comparagao entre 0s grupos, comp&.001.

13. Avaliacdo da acao curativa do extrato frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por
isquemia e reperfuséo

Tanto o tratamento preventivo quanto curativo com o EHSPFI foi capaz de reduzir as lesdes
gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo. O extrato reduziu em 60.1% a area lesionada em
relacdo ao grupo tratado com o veicyde(.05) e o lansoprazol foi capaz de reduziu em 92.6% o
processo isquémico em comparacdo ao grupo tratado somente com o w&i@wol) figura
27).
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Figura 27. Avaliacdo do efeito curativo do EHSPFI tratados por 6 dias frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas
por isquemia e reperfusdo em ratos Wistar machos.
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Tratamentos

Valores expressos em média * erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam protecdo em
relagdo ao grupo tratado com veiculo (solucdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para

comparacdo com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparacdo entre os grugs¥).@om *
*k%
p<0.001.

13.1 Determinagéo dos niveis de LPO

Os niveis de LPO foram reduzidos com a administracdo do extrato, no modelo curativo de
Ulceras induzidas por isquemia e reperfusédo, em 34.6% em relacdo ao grupo tratado com solucéo
salina. O grupo controle positivo (lansoprazol 30 mg/Kg) reduziu em 35.2%, e 0 grupo Sham
(operado mas nao submetido ao processo de isquemia e reperfuséo) reduziu em 35.8% 0s niveis
de LPO quando comparado ao grupo controle negap¥6.@5) tigura 28). O extrato nao
apresentou diferenca significativa do controle positivo e do grupo §ixh05%), indicativo que
0 EHSPFI atua reduzindo a LPO no modelo curativo.
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Figura 28. Avaliagéo dos niveis de peroxidacao lipidica (LPO) em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI apés

submetidos ao modelo de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média * erro padrao da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam reducéo de LPO.
Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparacdo com o controle solucéo salina e teste de
Tukey para comparacao entre 0s grupos, qo#0.05.

13.2 Determinagéo dos niveis de SOD

No modelo curativo de isquemia e reperfusdo, o extrato aumentou significativamente os
niveis de SOD em 56.2% em relacdo ao controle tratado com solucaoseliiid). Nao houve
diferenca significativa entre o grupo controle negativo e o grupo controle positivo (lansoprazol 30
mg/Kg) ou o grupo Shanp$0.05) {igura 29). A auséncia de diferenca estatistica nos niveis de
SOD entre o controle negativo e o grupo Sham pode ser indicativo do estresse oxidativo gerado

pela cirurgia e exposicdo do estbmago dos animais do grupo Sham.
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Figura 29. Avaliacéo dos niveis de superoxido dismutase (SOD) em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI apds

serem submetidos ao modelo de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséo.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam aumento nos
niveis de SOD em relagdo ao grupo tratado com a solucdo salina (controle negativo). Analise estatistica: ANOVA
seguido do teste de Dunnett para comparagcdo com o controle solucéo salina e teste de Tukey para comparacdo entre

0s grupos, compx0.05. ns= diferenca néo significativa

13.3 Determinacédo dos niveis de CAT

No modelo curativo de isquemia e reperfusdo o extrato aumentou significativamente os
niveis de CAT em 54.4% em relac&o ao controle tratado com solucéo galr2b). Nao houve
diferenca significativa entre o grupo controle negativo e o grupo controle positivo ou Sham
(p>0.05). O grupo tratado com o EHSPF| e o grupo Sham apresentaram diferenca estatistica
(p<0.001) figura 30). A auséncia de diferenca estatistica nos niveis de CAT entre o controle
negativo e o grupo Sham operado pode ser devido ao estresse oxidativo gerado pela cirurgia e

exposicao do estdbmago dos animais.
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Figura 30. Avaliacéo dos niveis de catalase (CAT) em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI apds submisséo ao

modelo de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrao da média (n=8-10). O valor em porcentagem indica aumento nos niveis de
CAT em relagéo ao grupo controle negativo tratado com veiculo (solucéo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido
do teste de Dunnett para comparacdo com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0S grupos

com *p<0.05. ns= diferenca nao significativa

13.4 Expressédo enzimatica de iNOS por Western Blot

Apds a comprovacao da participacdo de NO na acdo do EH&RF @0) foi avaliada a
expressdo da enzima iNOS apds o tratamento com o extrato por 6 dias consecutivos no modelo de
inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusdo. O grupo de animais tratados com o extrato
na dose de 62.5 mg/Kg apresentou banda mais efigura 31C), comparada aos grupos tratado
com veiculofigura 31A) e ao grupo Shanfigura 31D). Portanto, este resultado confirmam que
0 extrato promove aumento da producéo de NO pela estimulacdo da exprssdo do iNOS. O grupo
controle lansoprazol também é capaz de promover aumento da expresséo da enzima em relagéo a

controle negativofigura 31B).

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
® AV#X#‘ UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
u nesp «JULIO DE MESQUITA FILHO” P
Campus de Botucatu
Instituto de \J
Biociéncias PG-BGA

Figura 31.Expresséo enzimatica da enzima 6xido nitrico sintase induzivel (iNOS) avalidllagiern Bloem ratos

Wistar machos tratados por 6 dias com o EHSPFI apds inducéo de lesdes gastricas por isquemia e reperfusao.

INOS

p-actina

Nota-se que as bandas relativas aos grupos que receberam lansoprazol 3@y@HgIPF| 62.5 mg/KdJ) estdo
mais escuras do que a banda do grupo controle tratado com solucd@®3aishadm operad®f, indicando aumento
na expressdo da enzima. A proteina padrao utilizadg3faeictina.

13.5 Determinacao dos niveis de MPO

No modelo curativo, o EHSPFI reduziu os niveis de MPO em 28.0% em rela¢do ao controle
solucao salina, enquanto o lansoprazol 30 mg/Kg diminuiu em 30.4%. Os niveis de MPO do grupo
sham foram mantidos 41.4% menor que o grupo sa@&(@5) {igura 32). Nao houve diferenca
significativa entre os grupos sham e o extrpted(05).
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Figura 32. Avaliacdo dos niveis de mieloperoxidase (MPO) em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI ap6s

submissdo no modelo de indugéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam reduc¢ao nos niveis
de MPO em relacéo ao grupo tratado com veiculo (solugdo salina). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de
Dunnett para comparacdo com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s grupos, com
*p<0.05, **p<0.01.

13.6 Determinagéo dos niveis de citocinas

a. Determinacgdo dos niveis de TNF-

O tratamento dos animais com o EHSPFI durante 6 dias nao foi capaz de reduzir
significativamente os niveis de TNFda mucosa gastrica, da mesma forma que os animais
tratados com lansoprazg>0.05). Houve diferenca significativa nos niveis de TNEntre o
grupo tratado com o extrato e o grupo shpr®(001), que manteve os niveis 71.7% menores que

0 grupo controle negativdigura 33).
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Figura 33. Avaliagio dos niveis de TN&em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI e submetidos ao modelo

de inducgéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). O nimero em porcentagem indica que o grupo
manteve 0s niveis de em relagcdo ao grupo tratado com solucéo salina. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste
de Dunnett para comparagao com o controle solucdo salina e teste de Tukey para comparacédo entre 0s grupos, com
*** n<0.001. ns= diferenca nédo significativa.

b. Determinacao dos niveis de IL-15

De forma semelhante ao TNF, o tratamento dos animais com o EHSPFI durante 6 dias nao
foi capaz de reduzir significativamente os niveis de lldadfinucosa gastrica, da mesma forma
gue os animais tratados com lansoprapold(05). O grupo de animais tratados com extrato e o
grupo Sham diferiram significativamene<Q.001) com relacdo aos niveis desta interleucina com
reducao expressiva nos animais do grupo Sligord 34).

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



AVA
AV¢X¢V UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp ‘“JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu
Instituto de d
Biociéncias PG-BGA

Figura 34. Avaliacdo dos niveis de ILBlem ratos Wistar machos tratados com EHSPFI apds submissdo ao modelo

de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfuséao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). O valor em porcentagem indica que o grupo manteve
os niveis de em relagdo ao grupo tratado com solucéo salina. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett
para comparacao com o controle solugdo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s gruppsQd@ed . ***

ns= diferenca nao significativa.

c. Determinacao dos niveis de IL-10

Os niveis de IL-10 nao foram significativamente aumentados com o tratamento do EHSPFI
em relac&o ao grupo controle negatipn.05). O grupo Sham manteve niveis elevados de IL-10
(54.5%) quando comparado ao grupo controle negatpsD.05). Nao houve diferenca
significativa entre o grupo tratado com o extrato e o grupo sad0b)(figura 35).

Figura 35. Avaliacdo dos niveis de IL-10 em ratos Wistar machos tratados com EHSPFI| ap6s submissdo ao modelo

de inducéo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=8-10). O valor em porcentagem indica que o grupo manteve
0s niveis de em relagdo ao grupo controle negativo. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para
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comparacdo com o controle solugéo salina e teste de Tukey para comparagéo entre os gruppsaimng=
diferenca nao significativa.

14 Caracterizacdo da atividade cicatrizante gastrica do extrato

14.1 Modelo de inducéo de ulcera gastrica por acido acético

Os grupos tratados com o EHSPFI por 7 ou 14 dias n&o apresentaram reducbes
significativas nas areas de lesdo géastrica em relacdo ao grupo controle npgati¥s) figura
36), mas foi possivel observar reducéo na hiperemia gastrica com administragédo do extrato por 14
dias €igura 37).

Figura 36. Avaliacdo da atividade cicatrizante gastrica do EHSPFI duramg @u 14 dias B) frente as Ulceras

gastricas induzidas por acido acético em ratos Wistar machos.
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Valores expressos em média + erro padrao da média (n=8-10). Os valores em porcentagem indicam reducdo da area
de lesdo em relagdo ao grupo controle negativo. Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para
comparacéo com o controle solugdo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s grypds0&orrF<0.01.

ns= diferenca nao significativa
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Figura 37. Analise macroscopica de estbmagos de ratos Wistar machos tratados por 7 e 14 dias com EHSPFI apés
inducdo de Ulceras gastricas por acido acético.
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Observa-se que o extrato apesar de ndo reduzir a area de lesdo em relagdo ao grupo salina, diminuiu a hiperemia
gastrica. Fonte: arquivo pessoal

14.2 Toxicidade subaguda

Os ratos Wistar machos tratados durante 14 dias com EHSPFI (62.5 mg/Kg/dia) nao
apresentaram variacoes significativas em relacéo: a evolucdo do peso cligpoad8), ao peso
dos orgdos/peso corporatlfela 4) e aos pardmetros bioquimicos obtidos do platabeld 5)
guando comparados aos animais tratados com o veiculo. Os grupos tratados com lansoprazol
(controle positivo) e o grupo sham também ndo apresentaram diferencas significativas com o
grupo controle negativo em relagdo aos parametros obserpa@35).
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Figura 38. Evolucdo do peso corporal de ratos Wistar machos tratados durante 14 dias com EHSPFI.

JJ

PG-BGA

Evolucdo do peso corporal - tratamento por 14 dias

270 S |
o0
220 / e S0|UGHO salina
- M === | ansoprazol 30mg/Kg
S. paniculatum (folhas) 62,5mg/Kg
Sham

170
1 2 3 4 5 6 7 8
Tempo (dias)

Peso (

9 10 11 12 13 14

Valores expressos na forma de média (n=10). Andlise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnet para comparacao
controle negativo (solucdo salina) e Tukey para comparacéo entre 0s gruppsQdBn

Tabela 4.Relacao entre o peso dos 6rgaos e o peso corporal de ratos Wistar machos tratados durante 14 dias com EHSPF

Tratamentos Coracgéo Rins Pulmbes Figado Baco Testiculos
Solugéo salina 14.16 +£0.10 16.89 +0.12 15.93+0.43 25.87 +£0.18 12.79+0.21 19.06 +£0.23
Lansoprazol 14.24 + 0.1 17.15+0.10¢ 16.05 + 0.16° 25.46 + 0.26° 12.83 £ 0.0T* 19.44 +0.12
(30 mg/Kg)
EHSPFI 14.27 £0.16° 17.03 £0.10° 16.00 £ 0.23° 25.54 £ 0.2T 12.61 £0.1% 19.29 £ 0.12
(62.5 mg/Kg)
Sham 13.89+0.10¢ 16.73 £0.15 15.97 £ 0.25° 25.19 £ 0.25° 12.29 £ 0.18 18.90 £ 0.12

Valores expressos em média + erro padrao da média do arcoseno (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de
para comparagdo com grupo controle negativo tratado com veiculo (solugéo salina) e Tukey para comparagao entre 0s gru

p<0.05. ns= diferenca néo significativa em relagdo ao grupo tratado com solucéo salina.
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Tabela 5. Determinacao de parametros bioquimicos do plasma sanguineo de ratos Wistar machos tratados durante 14
dias com EHSPFI.

Paradmetros bioquimicos  Solucéo salina Lansoprazol EHSPFI Sham
(30 mg/Kg) (62.5 mg/Kg)
Ureia (mg/dL) 27.40+2.09 2540+1.12 26.40 £ 2.2%° 25.00 + 1.5%¢
Creatinina (mg/dL) 0.30 £ 0.00 0.24 £ 0.02 0.28 + 0.04¢ 0.30 + 0.03¢
Albumina (g/L) 3.77 £0.05 3.54+0.1% 3.50+0.07¢ 3.88+0.07¢
Proteinas totais (g/L) 6.66 + 0.12 6.40 + 0.23 6.18 +0.18¢ 6.42 + 0.68¢
TGO (U/L) 161.60 £+14.75 172.20+13.11  158.60 + 5.63 163.80 + 10.26
TGP (U/L) 49.20 + 3.18 49.40 + 4.46 39.60 + 2.9T¢ 47.20 + 4.5%¢
FA (U/L) 378.60 +46.17 305.00 +40.35 343.00 + 56.2% 388.00 + 41.56°
GGT (U/L) 3.82+0.76 2.12+0.26 2.18 £ 0.44¢ 2.68+0.75¢

Valores expressos em média + erro padrao da média (n=10). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnet |

comparacao com o controle negativo (solucdo salina) e Tukey para comparacao entre 0s grupos. ns= diferenca ndo signific
em relacdo ao controle negativo.

15. Avaliacao da acéo antiulcerogénica duodenal do extrato

O tratamento prévio com o EHSPFI na dose de 62.5 mg/Kg n&o preveniu o surgimento de
lesGes ulcerativas perfurantes induzidas por cisteamp#aQ5), com indice de lesdo duodenais
proximo ao grupo tratado com solucéo salfiguta 39). Portanto, o extrato na dose testada néo

possui atividade antiulcerogénica frente a ulceras duodenais induzidas por cisteamina.
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Figura 39. Avaliacao do efeito gastroprotetor do EHSPFI frente ao modelo de Ulceras duodenais induzidas por

cisteamina em ratos Wistar machos.
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Tratamentos

Valores expressos em mediana + erro padrao da mediana (n=7-8). Analise estatistica: ANOVA seguido do teste néo-
paramétrico de Dunn para comparagdo com o controle solugao salinap<@.05* ns= diferenca ndo
significativa

16. Avaliacao da acao antidiarreica do extrato e sobre o acumulo de fluidos

O EHSPFI reduziu significativamente a motilidade intestinal em relacdo ao grupo controle
negativo apenas na dose de 250 mgf<®(001), apesar de ndo haver diferenca significativa entre
as doses testadgs>0.05). O grupo controle positivo (morfina 2.5 mg/Kg) reduziu em 47.7% o

transito intestinal em relacdo ao controle negaiw®(001) Figura 40).

Figura 40. Avaliacdo da atividade do EHSHFente ao transito intestinal em camundongos Swiss machos.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrdo da média (n=10). Os valores em porcentagem indicam redugdo do
transito intestinal. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagdo com o controle

solucdo salina e teste de Tukey para comparacao entre 0s grupos, petn0®1. ns= diferenca néo significativa

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



A

WA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu
Instituto de u

Biociéncias PG-BGA

A partir do experimento que avalia a atividade do EHSPFI na reducdo da motilidade
intestinal, selecionou-se a dose de 250 mg/Kg para prosseguir com o teste de avaliagdo de acumulc
de fluidos intestinais, mas nao houve reducéo significativa no acumulo de fluidos dos animais
tratados com o extratp¥0.05). O grupo controle positivo (morfina) reduziu em 45.2% o acumulo

de fluidos intestinais em relacdo ao grupo controle negai#@@01) Figura 41).

Figura 41. Avaliacao da atividade do EHSPffente ao acumulo de fluidos intestinais em camundongos Swiss

machos.
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Tratamentos

Valores expressos em média + erro padrédo da média (n=10). Os valores em porcentagem indicam redugéo de liquidos
intestinais. Analise estatistica: ANOVA seguido do teste de Dunnett para comparagéo com o controle solugdo salina
(*** p<0.001) e teste de Tukey para comparacgéo entre os grupos. ns= diferenca néo significativa.
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Discussao
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V. DISCUSSAO

O primeiro passo a ser requerido para que se possa iniciar os testes bioldgicos com
determinada droga € avaliar seu possivel efeito toxico. Para tal, procedeu-se a avaliacdo do efeito
do EHSPFI no modelo de toxicidade aguda em camundongos Swiss de ambos 0s sexos. Observou-
se neste trabalho que a administracdo do extrato em dose Unica de 5.0 g/Kg ndo promoveu
alteracbes nos parametros avaliados. O QGDrganization for Economic Co-operation
Developmenf{OECD) para Testes de Substancias Quimicas, em seu topico que descreve as
praticas corretas para avaliacdo da toxicidade oral aguda de substancias, indica que o método mais
adequado para garantir a seguranca da droga avaliada deve ser feito com doses entre 2.0 a 5.0 g/K
e em animais de ambos os sexos. Portanto, de acordo com o experimento conduzido neste trabalho
o tratamento dos animais com EHSPFI ndo produziu sinais de toxidade com base nos parametros
observados (OECD, 2008). Outro modelo experimental utilizado para investigar um possivel
efeito neurotdéxico do EHSPFI, na dose de 62.5 mg/Kg (menor dose efetiva), foi a observagéo de
alteracbes neuromotoras dos animais tratados com o extrato no teste de Rota Rod. Neste ensaio fo
descartado qualquer efeito neurotoxicidade gerado pelo tratamento com o extrato, que pudesse
interferir com os demais resultados experimentais que foram desenvolvidos a seguir.

Todos estes ensaios preliminares com o EHSPFI foram realizados em decorréncia da
presenca de alcaloides esteroidais na composicao fitoquimgapamiculatumAlcaloides sédo
classes de compostos fitoquimicos que requerem cautela em sua utilizacdo na terapéutica. Ja
existem relatos de efeito teratogénico da solanina, um dos principais constituintes presentes no
génerdSolanumGAFFIELD & KEELER, 1996; CRAWFORD & MYHR, 1995). Almanca et al.,

(2011) também descreveram a espécaBwumapresentou efeito hepatotéxico em experimento
no qual o tratamento como o extrato hidroalcoolico foi realizado durante 30 dias.

Neste trabalho, também realizou-se o tratamento como o extrato durante 14 dias, utilizando
ratos Wistar, no qual avaliou-se o efeito cicatrizante do EHSPFI sobre as Ulceras gastricas
induzidas por acido acético. Observou-se que ndo houve indicios de toxicidade subaguda do
extrato, pois os parametros morfolégicos e bioquimicos avaliados ndo sofreram alteracbes
significativas em relacdo ao grupo controle negativo (solucdo salina). Possiveis indicios de
alteracdes hepéticas induzidas pelo extrato foram avaliados através da observagdo do peso dc
figado dos animais e da quantificacdo de enzimas como TGO e TGP. Estas enzimas sao utilizadas

como importantes marcadores da funcao hepatica e a elevacao dos niveis destas transaminases sé
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indicativos de lesé@o deste 6rgdo (ALMANCA et al., 2011). N&do foram observadas altera¢gdes que
evidenciassem possiveis efeitos toxicos do extrato nas doses avaliadas.

O modelo de ulceras gastricas induzidas por etanol € um modelo classico para avaliar
atividade gastroprotetora de alguma droga a ser testada, pois este agente lesivo penetra na mucos
géstrica solubilizando o muco protetor da barreira mucosa, expondo o tecido epitelial a acdo
hidrolitica e proteolitica do acido cloridrico e da pepsina (OATES & HAKKINEN, 1988). O etanol
também estimula a secrecédo acida, reduz o fluxo sanguineo local, gera um desequilibrio sobre os
fatores antioxidantes e pré-oxidantes. O etanol promove a liberacéo de radicais livres, que atacam
as membranas celulares promovendo peroxidacao lig(@icaVIN & SZABO, 1992; REPETTO
& LLESUY, 2002). Segundo Szabo (1987), o etanol administrado por via oral penetra rapidamente
na mucosa gastrica e danifica a membrana plasmatica causando morte celular e esfoliacdo do
epitélio o que deixa as estruturas da lamina propria e submucosa (mastécitos, macréfagos e vasos
sanguineos) expostas aos agentes lesivos presentes no limen gastrico. Desta forma o etanol caus
lesdo, tanto de forma direta, como indireta, através da liberacdo de produtos vaddewidos.
ao fato do etanol promover lesbes ulcerativas severas na mucosa gastrica e atuar reduzindo os
fatores gastroprotetores, 0 modelo de Ulceras gastricas induzidas por este agente lesivo € ideal par:
realizar uma triagem de substancias com potencial acado gastroprotetora e também para avaliar 0s
mecanismos de acao envolvidos na prote¢cdo da mucosa gastrica.

Um dos principais fatores envolvidos na prote¢cdo da mucosa géstrica € o fluxo sanguineo
local. A perfusdo sanguinea adequada € responsavel por manter o tecido com oxigénio, nutrientes
e hormonios, e auxiliar na producéo de muco e bicarbonato que fortalece a barreira muco-protetora
(KAWANO & TSUJI, 2000). O fluxo sanguineo também contribui para a retrodifuséo de ions de
hidrogénio do lumen gastrico (KAWANO & TSUJI, 2000). Lesdes gastricas provocadas por etanol
causam hemorragia local aguda formando edema, congestéo vascular e hiperemia (TRIER, 1987).

Neste trabalho, apesar da expressiva acao gastroprotetora do EHSPFI sobre as lesdes
induzidas por etanol em ratos, o tratamento prévio dos animais como EHSPFI ndo foi capaz de
restaurar significativamente o fluxo sanguineo ap6és a ingestao oral de etanol.

Sabe-se que o NO atua como vasodilatador regulando o fluxo sanguineo gastrico e que o
etanol induz disturbios da microcirculagdo sanguinea do estomago através da atuacdo da
endotelina-1 (ET-1), um peptidio com potente acao vasoconstritora (KAWANO & TSUJI, 2000).
Masuda et al., (1995) sugere que a ocorréncia de disturbios da hemodinamica da mucosa gastrica
induzida por etanol se da por alteracdes no equilibrio entre a ET-1 (vasoconstritor) e o NO

(vasodilatador), ambos derivados do endotélio. Assim, a vasoconstricdo induzida por etanol ocorre
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predominantemente através da acdo da ET-1 na mucosa gastrica que sob estas condi¢des pod
mascarado o efeito vasodilatador do NO. Esta hipotese poderia explicar a ausencia de aumento do
fluxo sanguineo observado neste projeto. Entretanto, os resultados deste projeto indicam
claramente a participacdo do NO na gastroprotecao efetuada pelo EHSPFI. Estes resultados foram
comprovados através do pré-tratamento com o inibidor ndo-seletivo de NOS (L-NAME).
MacNaughton et al(1989) relataram que o NO enddgeno € capaz de reduzir os danos
hemorragicos causados pelo etanol em ratos quando atua inibindo a acdo da endotelina-1 (ET-1),
que possui acdo vasoconstritora. Devido a participacdo do NO na gastroprotecdo efetuada pelo
extrato, sugere-se que o NO também atue sobre a ET-1 impedindo a vasoconstricdo e a reducac
do fluxo sanguineo peculiar no modelo de Ulcera por etanol. O aumento na produgcdo de NO
promovido pela acdo do extrato provavelmente se deve a grande participacdo da NOS induzivel
(INOS) que foi demonstrado neste trabalho através da utilizacdo do inibidor seletivo de iINOS (L-
NIL). Adicionalmente, também se observou neste trabalho que a expressao da enzima iNOS foi
aumentada em animais que foram pré-tratados com o extrato e que sofreram inducéo de Ulceras
gastricas por isquemia e reperfusdo. Com isso, pode-se concluio gedrato exerce
gastroprotecao pelo aumento na producéao de NO a partir de iINOS.

O NO, além de regular o fluxo sanguineo, inibe a secrecédo de acido gastrico (LANAS,
2008). No entanto, apesar do efeito gastroprotetor do extrato envolver participagdo do NO, os
resultados deste estudo ndo apontaram para uma acao antissecretoria do extrato no modelo de
ligadura do piloro quando o EHSPFI foi previamente administrado por via oral ou intraduodenal.
E importante ressaltar que parte consideravel da producdo do NO se deve pelo aumento da
atividade enzimatica de iNOS e que esta enzima deve sofrer algum estimulo para ser ativada, como
um agente enddgeno e/ou exdgeno capaz de estimular a secre¢do acida ou de reduzir os fatore:
protetores (LANAS, 2008). Sugere-se que a reducdo da secrecao acida, efetuada pelo aumento ne
producao de NO pela iNOS, deve ocorrer somente na presenca de um agente lesivo (SAKAGUCHI
et al., 1999). E importante ressaltar também que ha outros mecanismos envolvidos na reducéo da
secrecdo de acido, como o controle da liberacdo de histamina, acetilcolina e pentagastrina
(BOUGHTON-SMITH & WHITTLE, 1981). Estudo realizado por Mesia-Vela et al. (2002), em
gue avaliaram o potencial antissecretério de todas as paBepalgiculatunpelo mesmo modelo,
demonstrou que as folhas ndo apresentou reducao significativa na concentracémdedds as
doses testadas, assim como neste trabalho.

O aumento na producéo de muco, além de ser estimulado pelo fluxo sanguineo, também

pode ser em decorréncia do aumento da concentracdo de NO na mucosa gastrica (LANAS, 2008).
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No modelo de ligadura do piloro efetuado neste estudo, o tratamento oral do EHSPFI foi capaz de

aumentar consideravelmente a producdo de muco, o que é importante para fortalecer a barreira
mucoprotetora e evitar danos graves a mucosa gastrica por agentes lesivos. Estes resultados
portanto, confirmam o efeito local do extrato, devido a protecdo mecanica realizada pela barreira

formada pelo muco. Porém, deve-se ressaltar que a administracdo intraduodenal do extrato
também foi capaz de aumentar significativamente a produgé&o de muco, comprovando que o extrato
também é capaz de atuar sistemicamente no fortalecimento da barreira mucosa gastrica.

O receptor de capsaiscina ou receptor de potencial transitorio vaniloide 1 (TRPV1) é um
dos fatores que podem estar envolvido na gastroprotecdo de alguns compostos de origem natural.
TRPV1 é responsavel por aumentar o fluxo sanguineo na mucosa gastrica, e esta expresso por urn
subgrupo de neurdnios nociceptivos aferentes importantes no controle da dor (HOLZER et al.
1991; SZOLCSANYI, 2004). Foi investigada a participacéo destes receptores na protecdo efetuada
pelo EHSPFI através do uso de um inibidor de TRRRUtHenium red), mas os resultados deste
projeto apontam que o extrato ndo atua por esta via.

Os compostos sulfidrilicos sdo relevantes na protecdo da mucosa gastrica (SZABO &
VATTAY, 1990). As pontes de dissulfeto presentes em sua constituicdo podem ser rompidas
frente aos agentes lesivos deixando os radicais sulfidrilicos expostos a acdo dos acidos. Estes
compostos sulfidrilicos, por sua vez, podem reagir com os radicais livres, prevenindo os danos
oxidativos que estas espécies radicalares poderiam provocar no tecido (UESHIMA et al.,1992).
Além do mais, compostos sulfidrilicos também participam da producdo de muco (SALIM, 1993).

O experimento utilizado para avaliar a participacdo dos compostos sulfidrilicos na gastroprotecao
efetuada pelo EHSPFI foi realizado utilizando-se de um inibidor de grupamentos sulfidrila (NEM).
O extrato, entretanto, ndo exerce efeito gastroprotetor por este mecanismo.

A glutationa reduzida (GSH) € um composto sulfidrilico ndo-proteico que participa da
defesa antioxidante da célula, sendo encontrada em elevadas quantidades na mucosa gastric:
(BODY et al., 1979). Os niveis de GSH, quantificada no tecido gastrico de animais pré-tratados
com o EHSPFI e posteriormente submetidos a indugdo de Ulceras por diferentes indutores,
mantiveram-se reduzidos de modo semelhantes ao grupo controle negativo (solucdo salina),
demostrando que nao houve participacéo da via GSH na acéo do extrato. Considerando que a GSH
€ um composto sulfidrilico e que o extrato continuou protegendo mesmo com a inibicdo dessa via,
a quantificacdo de glutationa neste trabalho somente reiterou a auséncia da participacdo dos

grupamentos sulfidrilicos na gastroprotecéo efetuada pelo EHSPFI.
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Apesar do EHSPFI ndo atuar via glutationa, outros mecanismos antioxidantes podem
auxiliar na gastroprotecéo do extrato. Dentre os modelos de indug&o de Ulceras géastricas avaliados
neste estudo, o modelo de isquemia e reperfuséo € o mais especifico para avaliar lesdes provocada
por radicais livres. Este modelo promove lesdes tanto através da isquemia local - pois o tecido nédo
recebe quantidade suficiente de oxigénio e nutrientes, quanto da reperfusao tecidual - processo que
promove a recirculacdo sanguinea local levando radicais livres, especialmente EROs para a
mucosa gastrica, as quais entram em contato com o tecido promovendo processos oxidativos que
levam formacé&o de Ulceras (UEDA et al., 1989). As enzimas antioxidantes capazes de converter
radicais livres em moléculas mais estaveis sao diversificadas e possuem mecanismos de atuacac
distintos. Dentre eles destacam-se a SOD e CAT que sado cagsadepecificas de EROs,
especificamente de radicais superoxide®irespectivamente (PRYOR et al., 2006; KIRKMAN
E GAETANI et al., 2007). O possivel efeito antioxidante do EHSPFI foi investigado através da
quantificacdo destas enzimas, tanto nos modelos preventivo e curativo de inducdo de Ulceras
gastricas por isquemia e reperfuséo.

No modelo preventivo, avaliou-se o potencial efeito gastroprotetor do EHSPFI antes do
procedimento isquémico e o extrato foi capaz de prevenir os danos causados pelos EROs na
mucosa gastrica. Porém, ndo houve aumento significativo na atividade das enzimas SOD e CAT
nestes grupos pré-tratados como extrato em relacdo ao grupo pré-tratado com veiculo (controle
negativo). Entretanto, este efeito pode ser explicado pelo fato do pré-tratamento com o extrato
(pela via oral) ser responsavel pela producédo aumentada de muco promovendo assim uma protecac
mecanica & mucosa gastrica (LAINE et al., 2008). O efeito curativo do extrato foi observado
através do tratamento por seis dias com o EHSPFI que foi capaz de reduzir significativamente as
lesdes ulcerativas induzidas por isquemia e reperfusdo. Neste procedimento, onde a lesao
isquémica foi instalada e depois houve o tratamento com o0 extrato durante 6 dias consecutivos,
houve aumento significativo das enzimas SOD e CAT na mucosa gastricas destes animais,
confirmando, portanto, a acdo antioxidante do extrato mediada pelas agéo das enzimas SOD e
CAT.

A atuacdo das enzimas antioxidantes sao relevantes para prevenir o surgimento de Ulceras
gastricas, mas elas sdo ainda mais importantes quando estdo sendo ativadas em resposta a
aparecimento de lesfes ulcerativas. Isto porque 0s processos isquémicos que podem levar a
formacdo de Ulceras sdo imprevisiveis, pois sdo originados a partir de eventos de estresse
importantes como queimaduras extensas, choque, sepse, cirurgias de grande porte e trauma grav

(DAS et al.,1997; JIA et al., 2007). Sob condi¢cbes de hipdxia isquémica, as EROs séo produzidas
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rapidamente, originando lesGes no epitélio gastrico devido ao atague na membrana das células da
mucosa, promovendo peroxidacdo lipidica e perda da funcdo celular. Neste estudo, o nivel de
peroxidacao lipidica foi mensurado nos modelos preventivo e curativo de inducdo de ulceras
gastricas por isquemia e reperfusdo, através da quantificacdo do produto final do processo de
peroxidacao lipidica, o malondialdeido (MDA) (ZINGARELLI et al.,1999). Observou-se que o
EHSPFI reduziu o nivel de lipoperoxidagdo em ambos os modelos avaliados, confirmando seu
potente efeito antioxidante.

Estudos fitoquimicos realizados em parceria com a Universidade Estadual Paulista de
Araraquara-SP indicam a presenca de compostos fendlicos, flavonoides e saponinas esteroidais no
extrato de folhas d8. paniculatunfdados ndo publicados até o preser@s)compostos fendlicos,
flavonoides e saponinas esteroidais possuem um ou mais anéis aromaticos e um ou mais grupos
hidroxila que sdo capazes de bloquear as espécies reativas por dois principais mecanismos:
transferéncia de elétrons e doacdo de atomos de hidrogénio (TURKMEN et al.,, 2006;
SKROVANKOVA et al.,2012). Os grupamentos fendis sdo doadores de proténs (apazes
de transferir elétrons de maneira eficaz, reagindo com radicais livres e/ou EROs produzindo
radicais intermediarios estaveis. Esta reacdo impede o ataque oxidativo as membranas celulares,
bloqueando ou reduzindo a peroxidacéo lipidica e evitando a inativacdo de componentes celulares
importantes para que estas permane¢am funcionalmente ativas. Além do mais, subprodutos do
processo de peroxidacdo podem causar danos as diversas biomoléculas, incluindo DNA
(ESTERBAUER, 1996; BOX & MACCUBBIN, 1997).

Os flavonoides, encontrados em quantidades significativas no EHSPFI, sdo compostos
abundantes e com relevancia farmacoldgica no gé&menumcomo um todo. No trabalho de
revisdo realizado por Silva et al. (2003), os autores sumarizam em uma tabela compostos
abundantemente encontrados e ja descritos nas diversas esp&mésEnde) que totalizam 87
flavonoides, flavonas e flavonadis glicosilados. As saponinas esteroidais presentes em diversas
espécies do género merecem destaque, assim como 0s compostos fendlicos e flavonoides, pot
também estarem associados a atividade antioxidante e a habilidade de captar radicais livres (ROSS
& KASUM, 2002). A presenca de compostos fendlicos, flavonoides e saponinas esteroidais no
extrato explica sua atividade antioxidante, principalmente o potencial em reduzir a
lipoperoxidacao.

Estudo realizado por Odabasoglu et(2008) descreveram que aumento d&4+e OH
com o uso de DAINEs, especificamente a indometacina. O aumento na acidez do estbmago e a

perda da barreira mucoprotetora pode ocasionar estresse oxidativo e peroxidacao lipidica, gerando
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lesBes ulcerativas. Neste trabalho, a indometacina também foi utilizada como modelo agudo de
inducéo de ulceras gastricas, além de ser um modelo de estudo relevante devido ao aumento dc
uso indiscriminado de DAINESs pelos humanos. O EHSPFI foi capaz de reduzir a area de lesdo da
mucosa gastrica de maneira significativa, reduzindo o estresse oxidativo gerado pela DAINE.
Além do mais, a indometacina age inibindo a atividade das ciclooxigenases 1 e 2 (COX 1 e 2), e
consequentemente diminui a producéo de prostaglandifB&IE). A redugcéo da PGEumenta

a susceptibilidade da mucosa a formacao de Ulceras gastricas por aumentar a secrecdo acida
reduzir o fluxo sanguineo, diminuir a produ¢cdo de muco e bicarbonato, aumentar motilidade
gastrica e retardar a restituicdo e cicatrizacdo epitelial (KOBAYASHI & ARAKAWA, 1995;
HAWKEY, 2000; AOI et al., 2004). Para avaliar o papel da P@Egastroprotecao do extrato,

foi desenvolvido um modelo experimental no qual foi realizado o pré-tratamento com
indometacina. Observou-se que ndo ha participacdo da RG&;ao do extrato. Estes dados
corroboram como os dados anteriores em que ndo se observou aumento no fluxo sanguineo
géstrico ou alteracdo da secrec¢éo &cida promovida pela administracao prévia do extrato.

Os agentes lesivos utilizados neste estudo promovem aumento do estresse oxidativo,
levando ao aumento de lipoperoxidacao e a formacao de lesbes ulcerativas. Conforme os danos
vao atingindo as camadas mais profundas da mucosa gastrica, fatores envolvidos na resposta
inflamatodria aguda comecam a ser ativados. Os primeiros tipos celulares a serem recrutados para
area lesionada sao os neutroéfilos. Estas células produzem radicais superoxido, gue reagem com O¢
componentes lipidicas da membrana formando peréxido de lipidios, que sdo metabolizados até a
formacdo de MDA. A SOD, enzima antioxidante captadora de radicais superoxido, juntamente
com fatores que reduzem a infiltracdo de neutréfilos no tecido lesionado agem conjuntamente para
reduzir o surgimento de UlcerdRZOZOWSKI et al., 2001)A forma de avaliar se o EHSPFI é
capaz de reduzir a resposta inflamatéria € através da determinacdo dos niveis da mieloperoxidase
(MPO), enzima presente nos neutréfilos. O rompimento dos neutréfilos promove a liberagdo de
MPO, que inicia a resposta inflamatoria (BAY&Ral., 2006). O extrato atua diminuindo os niveis
de MPO na mucosa gastrica nos modelos agudos e subagudos avaliados, indicativo de que hé
reducao no recrutamento de neutrdéfilos para a regiéo lesada.

Os neutrdfilos infiltram no tecido gastrico lesionado através do estimulo promovido pelo
fator de necrose tumoral (TNF; citocina pro-inflamatéria presente nos macréfagestem sua
secrecdo aumentada em condi¢des de estresse ulcerativo agudo (HAMAGUCHI et al., 2001; WEI
et al., 2003). A inibicdo de TN&-e a infiltracdo de neutréfilos sdo responsaveia gestruicao

tecidual gerada por EROs, e com isso estdo diretamente relacionadas com a resposta antioxidante

Programa de Pds-graduacéo em Biologia Geral e Aplicada
Distrito de Rubi&o Junior s/n CEP 18618-000 Cx Postal 510 Botucatu-SP Brasil
Tel (14) 3811-6148 Fax (14) 3811-6148 posgraduacao@ibb.unesp.br



A

WA
AVQXQV UNIVERSIDADE ESTADUAL PAULISTA
unesp “JULIO DE MESQUITA FILHO”
Campus de Botucatu
Instituto de u

Biociéncias PG-BGA
(KWIECIEN et al., 2002). Embora o tratamento dos amsnEHSPFI tenha diminuido a infiltragéo

de neutréfilos no modelo curativo de Ulceras gastricas induzidas por isquemia e reperfuséo, os
niveis deTNF-o ndo foram alterados. No entanto, sabendo que otaeeento de neutroéfilos é
dependente do estimulo provocado pelo TNE-mesmo que 0s seus niveis nao tenho diminuido

é possivel sugerir que houve inibicdo de T&NRa resposta anti-inflamatdria do EHSPFI. Além

do mais, esta citocina € um potente estimulador da expressao de iINOS (CALATAYUD et al.,
2001); considerando que o extrato aumentou a expressao de iNOS no mesmo modelo curativo de
isquemia e reperfusdo usado para dosagens dexJ8lpossivel afirmar que a manutencéo dos
niveis dessa citocina pelo extrato é importante para manter a ativacédo de INOS e consequentemente
aumentar a producéo de NO, um importante fator atuante na diminuicdo de lesdes ulcerativas.

Outra citocina pré-inflamatdria importante na inflamacéo aguda é a interleucina 1 beta (IL-
1B), que esta presente em mondcitos/macréfagos (MURNG WARD, 1992). Estas células
também estdo envolvidas na ativacdo de neutrofilos, provocando o aumento da expressao de
moléculas de ades&o endoteliais, sintese de @Gilagenase e estimulacdo da sintese de varias
citocinas, incluindo elas mesmas. Apesar de também estar envolvida na infiltragdo de neutréfilos,
o EHSPFI ndo reduziu significativamente os niveis de ILEgMo esta citocina € responsavel
pela sintese de PGEjue ndo esta envolvida na gastroprotecdo efetuada pelo extrato, uma das
hip6teses deste estudo é que esta via esta sendo pouco ativada quando se administra o extrato.

A IL-10, interleucina anti-inflamatdria investigada neste estudo, é responsavel por inibir a
producdo de citocinas pro-inflamatorias dos linfocitos Thl e estimular linfocitos B e Th2,
regulando a resposta inflamatéria (DE WAAL et al., 1991; NELSON et al., 2000). No modelo
curativo de isquemia e reperfusao utilizado, o EHSPFI ndo aumentou significativamente os niveis
de IL-10; talvez por este fato ndo houve reducéo nos niveis dedlFNF+«, ja que IL-10 tem
funcéo de inibir estas citocinas.

Os processos envolvidos na gastroprotecao envdhtenes antioxidantes, estimulacéo da
producdo de muco e bicarbonato, inibicdo da secrecdo de acido gastrico e ativacdo de mediadores
anti-inflamatérios. Quando uma leséo ulcerativa ja esta estabelecida, fatores responsaveis pela
cicatrizacdo do tecido lesado devem ser ativados, e muitos destes fatores sdo similares aos que
participam da protecéo gastrica. No inicio do processo cicatricial, ha aumento do fluxo sanguineo
na area lesada e nos niveis plasmaticos de gastrina e citocinas pro-inflamatérias, came TNF-
IL-18, sendo que esses niveis decaem ao longo da @cawizBRZOZOWSKI, 2003;
BRZOZOWSKI et al., 2005)A hipergastrinemia observada no periodo inicialpdacesso de

cicatrizacdo gastrica pode ser devido a supressdo da secrecdo acida e a expressao de fatores ¢
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crescimento, como o epidermal (EGF) e alfa (T&}Fes quais controlam a proliferacao celular e
possuem atividade antissecretdria, sendo responsaveis pela regeneracio tecidual. E possivel
observar ao longo do processo de cicatrizacdo angiogénese proxima a regido lesionada
(BRZOZOWSKI, 2003; BRZOZOWSKI et al., 2005). Apedarefeito gastroprotetor do EHSPFI

ser eficaz, além de atuar reduzindo a area de lesédo no modelo curativo de indug&o de Ulceras por
isquemia e reperfusdo com tratamento por 6 dias, 0 mesmo ndo promoveu cicatrizacdo géastrica
durante 7 ou 14 dias. Entretanto, sugere-se que o extrato pode estar modulando fatores pro e anti-
inflamatorios, e fatores de crescimento, mas para que seja observada reestruturacdo tecidual
necessitaria de um periodo maior de tratamento.

Sabe-se que as Ulceras pépticas englobam Ulceras gastricas e duodenais, e por isso
experimentos que investigam o potencial protetor do EHSPFI frente a Ulceras duodenais também
sao relevantes. O modelo agudo escolhido para essa investigacéo foi o de inducédo por cisteamina,
modelo classico e ja muito bem definido (SELYE & SZABO, 1973). A cisteamina age aumentando
a secrecdo de acido via gastrina, que é carreado por movimentos peristalticos que ocorrem
naturalmente para o duodeno, lesando-o, além de reduzir a secre¢cdo de muco alcalino e do fluxo
sanguineo local, via aumento de ET-1, que é um vasoconstritor (JEINTER & LAWRENCE, 2001;
KHOMENKO et al., 2009). O EHSPFI ndo promoveu protecao significativa da mucosa duodenal
frente a cisteamina e sugere-se que a auséncia de protecdo do extrato pode estar relacionada a
fato do mesmo ndo atuar como agente antissecretdrio como o lansoprazol que exerceu efetiva
protecado do duodeno neste modelo.

O desenvolvimento de Ulceras pépticas esta diretamente relacionado a bactéria
Helicobacter pylori(MALFERTHEINER et al., 2009). Experimentos microbiologicosvitro
conduzidos na UNESP de Araraquara-SP mostraram que o EHSPFI| apresentaram concentragao
inibitéria minima (CIM) de 125 pug/mL. Considerando que CIM de 250 pg/mL para extratos
vegetais sdo considerados como agentes antimicrobianos relevantes, novos estudos estdo en
desenvolvimento para caracterizar melhor esta acdo do extrato (dados n&o publicados até o
presente).

Além dos estudos de acéo antiulcerogénico, avaliou-se também o efeito do extrato sobre o
transito intestinal, pois extratos vegetais que atuam aumentado o transito gastrointestinal pode
prejudicar o processo de absorcéo intestinal ao ponto de interferir em sua acao terapéutica. Através
do modelo de avaliagdo do transito intestinal foi possivel observar que o EHSPFI ndo altera a
motilidade intestinal na dose que apresenta acdo antiulceronica. O extrato pode interferir no

transito intestinal apenas a dose de 250 mg/Kg (4 vezes superior a dose efetiva). Prosseguiu-se
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avaliando se o extrato € capaz de reduzir o acimulo de fluidos intestinais induzido por 6leo de
ricino. O Oleo de ricino promove mudancgas na permeabilidade a agua e eletrolitos, resultando em
aumento do fluido luminal que eleva rapidamente o fluxo intestinal (MBAGWU & ADEYEMI,
2008). Seu mecanismo de acdo é atribuido ao acido ricinoleico presente em sua constitui¢cao, o
qual estimula a producdo de diversos mediadores como prostaglandinas, NO, fator ativador de
plaguetas, cCAMP e taquiquininas. O NO, que participa da gastroprotecéo efetuada pelo EHSPFI,
€ responsavel por aumentar a motilidade gastrica através do acumulo de fluidos intestinais; isto
explica a auséncia de reducdo da motilidade gastrica na dose de 62.5 mg/Kg (1ZZO et al., 1998).
E possivel sugerir que na dose em que houve reduco do transito intestinal (250 mg/Kg) pode estar
ocorrendo a formacao de uma barreira mecanica, impedindo o fluxo intestinal e, portanto, n&o
pode ser comprovado potencial antidiarreico do extrato.

Até o presente € possivel caracterizar a acao antiulcerogénica do extrato hidroalcéolico das
folhas deSolanum paniculatumA relevancia desta caracterizacdo farmacologica reside nao
somente no fato de que esta espécie é a Unica representante d@gimenoa ser citada como
potencial fitoterapico na lista de plantas medicinais a ser utilizada na rede SUS (BRASIL, 2006).
Além disso, estudos anteriores realizados por Mesia-Vela (2002) ja havia avaliado a atividade
antissecretoéria do extrato aquoso de todas as par&gdeiculatuminclusive as folhas. Porém,
0S mesmos autores descreveram que as folha$. dpaniculatumndo apresentou acéo
antissecretéria em doses superiores a 500 mg/Kg. Neste trabalho, apresentou-se a agéo
antiulcerogénica de extrato hidroalcoolico das folhaS.dganiculatunmem uma dose efetiva de
62.5 mg/Kg. Portanto ndo somente a parte da planta estudada neste projeto, bem como a dose d«
extrato hidroalcoolico avaliado e os mecanismos apontados neste trabalho podem aportar para o
desenvolvimento de um fitoterapico 8iepaniculatunefetivo no tratamento das ulceras gastricas.
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Conclusao
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VI. CONCLUSAO

Observou-se neste estudo que o EHSPFI foi efetivo em proteger a mucosa gastrica frente a
modelos de inducéo de Ulceras por etanol, indometacina (DAINE) e por isquemia e reperfusao, e
apresentou efeito cicatrizante no modelo curativo de Ulceras gastricas por isquemia e reperfusao,
com menor dose efetiva de 62,5mg/Kg. No entanto, o extrato ndo apresentou efeito cicatrizante
frente & indug&o de Ulceras gastricas por acido acético com tratamento por 7 ou 14 dias e ndo
protegeu a mucosa duodenal de ulceras induzidas por cisteamina. Dentre 0s mecanismos de acax
avaliados, foi observado que o extrato age tanto localmente como sistemicamente, e atua:
reduzindo a lipoperoxidacdo; elevando a producdo de muco; reduzindo os danos hemorragicos
provocados pelo etanol; aumentando os niveis de enzimas antioxidantes (SOD e CAT); modulando
a producao de NO, principalmente pelo aumento da expressao de iINOS; e diminuindo a infiltracdo
de neutrofilos. Em suma, o efeito gastroprotetor e cicatrizante frente ao processo isquémico do
EHSPFI foram elucidados, principalmente devido ao aumento na producdo de NO, muco e pela
acdo antioxidante do extrato. Experimentos futuros serdo realizados para quantificar os
subprodutos de NO resultantes da oxidacao (nitrito e nitrato), com o intuito de confirmar se o
extrato esta realmente aumentando a producéo de NO, e para avaliar a participacdo do NO na

reducao do fluxo sanguineo local.
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Anexo |. Certificado de aceite pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) em
experimentos com roedores.

@
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Campus de Botucatu

& tifio¢£e

Certificamos que o Protocolo n° 361-CEUA,
sobre “EFEITO GASTROPROTETOR E AVALIAQAO DE
MECANISMOS DE AGCAO ANTIULCEROGENICA DOS

. EXTRATOS E PARTIQf)ES DE FOLHAS E FRUTOS DE
SOLANUM PANICULATA”, sob a responsabilidade de
Clélia Akiko Hiruma-Lima, estd de acordo com os
Principios Eticos na Experimentacdo Animal adotado
pelo Colégio Brasileiro de Experimentacido Animal
(COBEA) e foi aprovado pela COMISSAO DE ETICA NO
USO DE ANIMAIS (CEUA), em reunido extraordindria de
12/12/2011.

Botucatu, 12 de dezembro de 2011.

Prof* Dr? Patricia Fernanda Felipe Pinheiro
Presidente - CEUA
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Anexo Il. Tabela representativa dwreeninghipocratico observado no modelo de toxicidade
aguda e descricao dos parametros avaliados (OECD, 2011).

Sintomas Normal Sexo* Tempo
30 | 60| 120 240 360
Aparéncia geral 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Frénito vocal 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Irritabilidade 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Reposta ao toque 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Aperto da cauda 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Contorcao 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Trem posterior 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Endireitamento 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Toénus muscular 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Forca de agarrar 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Ataxia 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Reflexo auricular 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Reflexo corneal 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Tremores 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Convulsbes 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Estimulacdes 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Straub 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Hipnose 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Anestesia 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Lacrimacgao 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Ptose 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Miccéo 4 F 4 4 4 4 4
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M 4 4 4 4 4
Piloerecao 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Defecacéao 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Hipotermia 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Respiracéo 4 F 4 4 4 4 4
M 4 4 4 4 4
Cianose 0 F 0 0 0 0 0
M 0 0 0 0 0
Morte F - - - - -
M - - - - -

Cddigos: Testes com anotagédo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escala de 1 a 4
Teste com anotacdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando
ocorrer diminuigédo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.
*M= macho; F=fémea
Descricao dos parametros a serem analisados
Recomendagdes
1) Todos devem ser analisados em relagéo ao grupo controle negativo
2) Para cada anélise utilize somente 2 animais por caixa e ndo utilizar os mesmos para analises

sucessivas, sempre revezar (trocar o animal).

» Aparéncia geral: observacdo do comportamento geral dos animais, como nivel de agitacéo,

brigas, movimentacéo, etc
» Frénito vocal: emisséo frequente de ruidos, vocalizacao.
» [Irritabilidade: reacdo ao individuo que esta ao lado ou ao manusea-lo

» Resposta ao toque: utilize uma pin¢a ou caneta, em direcdo ao focinho do animal, até que ele

desvie.

» Aperto da cauda: pressionar a ponta da cauda do animal com um a pinca (sempre buscando a

mesma intensidade). O animal movimenta a cauda rapidamente desde que esteja em condic¢des
normais.

» Contorgdo: o animal faz movimentos sinuosos (em “S”).

e Trem posterior: se as patas posteriores dos animais estdo abaixadas.

« Endireitamento: segurando o rabo do animal, deve-se realizar movimentos que projetem o

animal contra a bancada (de maneira sutil) em diferentes posicionamentos do corpo (projetar
as costas, lado direito e esquerdo) de modo a observar a capacidade do animal de reconhece!

a alteracao espacial causada pelo movimento, simulando um a queda livre.
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Tonus muscular: puxar a pele do animal para verificar a capacidade de retorna a condi¢ao

normal.

Forca de agarrar: o animal deve ser posto em contato com a grade de caixa e assim deve sel

puxado pelo rabo para medir a forca com que ele agarra a grade.
Ataxia: posicionar o animal na borda da caixa para ver se sua capacidade de caminhar em linha
reta se mantém.

Reflexo auricular: mexer a orelha do animal com uma pinca.

Reflexo corneal: levar uma pinca ou algo pontiagudo em direcéo ao olho do animal.A resposta
normal seria 0 animal fechar os olhos rapidamente.

Tremores: comparagao com o controle.

Convulsdes: sdo medidas de forma subjetiva de 1 a 4 de acordo com a severidade e duracéo.
Estimulagdes: movimentos repentinos.

Straub: cauda levantada como se fosse um mastro de bandeira.

Hipnose: os animais dormem agrupados.

Anestesia: pressionar o dedo ou a pata do animal com a pinca, o animal normal rejeita o
estimulo rapidamente.

Lacrimacdo: comparagao com o controle.

Ptose: olhos meio cerrados.

Miccao: considerar subjetivamente a frequéncia e quantidade (colocar papel toalha no fundo)

Piloerecdo: a gradacéo é analisada subjetivamente do aspecto do pélo.

Defecacéo: verificar a alteragdo e a consisténcia das fezes.

Hipotermia: tocar o animal e verificar se ha alteragdo na temperatura dos animais em relagao
ao controle.

Respiracédo: comparar com o normal.

Cianose: observar a cor da orelha, patas dos animais se estariam azulados.

Morte: contar o nimero de animais que morreram.
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