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RESUMO

Ulceras pépticas abrange tanto as tlceras gastricas, quanto as ulceras duodenais
e tem sido uma grande ameaga para a populagdo mundial ao longo dos ultimos dois
séculos. A patogénese complexa e multifatorial desta doenga ocorre devido a um
desequilibrio entre os fatores agressores (&cido cloridrico, pepsina, etanol, DAINEs,
estresse, Helicobacter pylori, entre outros) e os protetores (muco, bicarbonato,
prostaglandinas, fluxo sanguineo) da mucosa do estomago ou duodeno. Numa tentativa
de proteger a mucosa gastrica do acido cloridrico, melhorar a cicatrizacdo da tlcera, e
prevenir a sua recorréncia, o controle farmacoldgico da secrecdo acida tem representado
durante muito tempo um objetivo dos farmacos antiulcerogénicos. Dentre as opgdes
disponiveis no mercado, temos os antagonistas de receptores H> e os inibidores da
bomba de prétons. Algumas destas drogas podem promover ndo somente uma gama de
efeitos colaterais, mas também uma menor eficacia no tratamento de ulceras e
principalmente ndo evita a sua recidiva. Assim, a necessidade de agentes mais efetivos e
seguros ¢ premente. Por isso, esfor¢os cientificos tém sido dirigidos para encontrar o
tratamento adequado a partir de produtos naturais, como nova fonte de farmacos
antiulcera. Serjania marginata Casar., uma espécie comumente encontra no Cerrado
brasileiro, tem sido descrito por sua indicagdo popular no tratamento de dores géstricas,
porém, ndo existem estudos sobre suas atividades farmacoldgicas para o tratamento ou
prevengdo das tulceras pépticas. Portanto, o objetivo deste trabalho foi avaliar a
atividade gastroprotetora do extrato hidroalcoolico das folhas de Serjania marginata
(EHSM) em diferentes modelos experimentais in vivo. Foi inicialmente realizado um
teste de toxicidade aguda e da performance motora para avaliar a possivel toxicidade e
efeitos neurotoxicos do extrato, porém este ndo causou nenhuma alteracdo nestes
modelos experimentais, demonstrando portanto a seguranga de uso para continuidade
dos estudos com esta espécie. Foi observado que o EHSM, administrado oralmente,
possui uma agdo protetora frente as lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto e
isquemia-reperfusdo (dose de 250 mg/kg). Porém, o extrato ndo foi efetivo em proteger
a mucosa gastrica e duodenal quando desatfiado com DAINEs ou cisteamina. O EHSM
¢ capaz de agir localmente na mucosa gastrica. A agdo antiulcerogénica do extrato ¢
devido ao aumento de muco aderido a mucosa gastrica que forma um revestimento
protetor sobre o epitélio e fortalece a barreira mucosa. Foi observado que o EHSM ¢

capaz de restabelecer o fluxo sanguineo do tecido gastrico mesmo quando submetido ao



efeito do etanol. O extrato ainda atua diminuindo a peroxidagao lipidica e a infiltragao
de neutrofilos para a regido da mucosa gastrica, e ndo possui atividade antissecretoria. O
EHSM nao foi capaz de alterar o transito intestinal e de prevenir ou combater as
diarreias provocadas por agentes catarticos. Serjania marginata também apresenta uma
potente atividade antimicrobiana frente as principais bactérias do trato gastrintestinal,
como a Escherichia coli, Staphylococus aureus e Helicobacter pylori. Desta forma,
podemos concluir que o extrato de S. marginata pode ser uma opgao terap€utica para o
tratamento das ulceras gastricas ao exercer um efeito gastroprotetor pelo aumento de
muco gastrico (sem alterar o pH do meio) e prevenir a peroxidag¢do lipidica e a
infiltragdo de neutrdfilos para o local. Aliado a acdo gastroprotetora o extrato também
exerce uma efetiva acdo antimicrobiana, inclusive no combate a um dos principais

indutores de ulcera no homem, a H. pylori.

Palavras-chave: Serjania marginata Casar.; atividade antiulcerogénica; peroxidagdo

lipidica; muco gastrico; infiltragdo de neutrdfilos; ulceras pépticas.



ABSTRACT

Peptic ulcer disease includes both gastric and duodenal ulcers and has been a
major threat to the world’s population over the past two centuries. The complex and
multifactorial pathogenesis of this disease occurs due to an imbalance between
aggressive (hydrochloric acid, pepsin, ethanol, NSAIDs, stress, Helicobacter pylori,
among others) and protective factors (mucus, bicarbonate, prostaglandins, blood flow)
of the mucosa of stomach or duodenum. In an attempt to protect the gastric mucosa
from hydrochloric acid, improve ulcer healing and prevent recurrence, the
pharmacological control of acid secretion has long represented an aim of
antiulcerogenic drugs. Among the options available in the market, we have the H»
receptor antagonists and proton pump inhibitors. Some of these drugs can promote not
only a range of side effects, but also a decrease in effectiveness in the treatment of
ulcers and primarily not prevent its recurrence. Thus, the necessity of more effective
and safe agents is clearly pressing. Hence, scientific efforts are conduct to find the
adequate treatment from natural products, such as source of drugs. Serjania marginata
Casar., a specie commonly found in the Brazilian Cerrado, has been described by its
popular indication to treat stomach aches, however, there are no studies on their
pharmacological activities for the treatment or prevention of peptic ulcers. Therefore,
the aim of this study was to evaluate the gastroprotective activity of the hydroalcoholic
extract from leaves of Serjania marginata (EHSM) in different experimental models. It
was initially performed a test of acute toxicity and motor performance to evaluate the
possible toxicity and neurotoxic effects of the extract, however this did not cause any
changes in these experimental models, thus demonstrating the safety of use for
continuing studies with this species. It was observed that EHSM, orally administered,
has a protective action against the gastric lesions induced by absolute ethanol and
ischemia-reperfusion (dose of 250 mg/kg). However, the extract was not effective in
protecting the gastric and duodenal mucosa when challenged with NSAIDs or
cysteamine. The EHSM is able to act locally in the gastric mucosa. The antiulcerogenic
action of the extract is due to an increased in the mucus adhered to the gastric mucosa
that forms a protective coating over the epithelium and strengthens the mucosal barrier.
It was observed that EHSM is able to restore blood flow in the gastric tissue when
subjected to the effect of ethanol. The extract also acts by decreasing lipid peroxidation

and neutrophil infiltration to the region of gastric mucosa and has no anti-secretory



activity. The EHSM was not able to alter the intestinal transit and to prevent or combat
the diarrhea caused by cathartic agents. Serjania marginata also exhibits potent
antimicrobial activity against major bacteria of the gastrointestinal tract, such as
Escherichia coli, Staphylococcus aureus and Helicobacter pylori. Thus, we can
conclude that the extract of Serjania marginata may be a therapeutic option for the
treatment of gastric ulcers when exercising gastroprotective effect by increasing gastric
mucus (without changing the pH of the medium) and preventing lipid peroxidation and
infiltration of neutrophils to the site. Combined with the gastroprotective action, the
extract also exerts an effective antimicrobial action, including the combat to the major

inducer of ulcer in man, H. pylori.

Key-words: Serjania marginata Casar.; antiulcerogenic activity; lipid peroxidation;

gastric mucus; neutrophil infiltration; peptic ulcer.
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APRESENTACAO

A maneira de exposicao dos capitulos foi feita com o objetivo de encaminhar o
artigo para a publicacdo em revista cientifica, o que facilita e agiliza o processo de

publicacdo dos resultados.

O capitulo 1 contém uma abordagem ampla sobre as ulceras pépticas, a
homeostasia da mucosa géstrica, os fatores protetores e agressores da mucosa, bem
como o tratamento e problematica atual sobre a terapéutica. Este capitulo também
contém informagdes sobre o objeto de estudo (o extrato de Serjania marginata Casar.),
etnofarmacologia e os estudos fitoquimicos. Encontra-se também descrito no capitulo os

objetivos (geral e especificos) o trabalho.

No capitulo 2 encontra-se o artigo: “Efeito do extrato hidroalcoolico das folhas
de Serjania marginata Casar. nas lesoes gastricas experimentais: papel do muco na
gastroprotecao”. Este estudo mostra os resultados do efeito gastroprotetor em diversos
modelos experimentais de ulcera péptica, assim como a elucidacao de seus mecanismos

de acao.
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1.INTRODUCAO

1.1 Ulceras pépticas

As tlceras pépticas abrangem tanto as ulceras gastricas, quanto as ulceras
duodenais (MALFERTHEINER et al., 2009); e a cada ano a doenga ulcerosa péptica
afeta 4 milhdes de pessoas no mundo (ZELICKSON et al., 2011). Ela continua a ser
uma das principais causas de morbidade e, em alguns casos, ¢ uma causa subjacente da
mortalidade por complicagdes posteriores, tais como perfuracdo ou sangramento

(BARKUN & LEONTIADIS, 2010).

As tlceras sdo lesdes necroticas profundas caracterizadas por rompimento na
integridade da mucosa e perda de tecido superficial, levando a uma inflamagao local na

muscular (SRIKANTA et al., 2010; MERRIAM-WEBSTER, 2014).

A localizagado tipica da ulcera duodenal € no bulbo, onde os conteudos géstricos
entram em contato com o intestino delgado. No estdbmago, normalmente, as ulceras se
localizam na menor curvatura, porém, podem ocorrer em qualquer localizagdo a partir

do piloro até a cardia (MALFERTHEINER et al., 2009) (Fig. 1).

Ulcera
gastrica

Ulcera

Duodenal ’\

Figura 1: Imagem ilustrativa de tlceras duodenais e géstricas.
(Disponivel em http://www.gastrosite.com.br/s_estomago.php - Acessado em 11/11/2013).

A complicagdo mais frequente e severa das ulceras pépticas ¢ o sangramento, no
qual existem relatos de sua ocorréncia de 50—170 casos por 100.000 pacientes, com o

maior risco em pessoas com mais de 60 anos (MALFERTHEINER et al., 2009). A
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perfuracdo ¢ menos frequente do que o sangramento e ocorre em 2-10% dos pacientes
com doenca ulcerosa péptica (BERTLEFF & LANGE, 2010). Entre os pacientes com
ulcera duodenal, 6% a 11% apresentam perfuracdo e, dentre aqueles com tulcera

gastrica, 2% a 5% pode resultar em perfuracdes gastricas (CASALI et al., 2012).

Sabe-se que a ulcera péptica ¢ uma doenga comum com grande incidéncia
clinica e com chances de cura com as terapéuticas atuais, porém, o tratamento e
principalmente as medidas preventivas que evitem as elevadas taxas de recidivas da
doenca ainda sdo um grande desafio no campo médico. Os custos com as doencas
ulcerosas pépticas por pacientes sdo de 163 a 866 dodlares por ano (BARKUN &
LEONTIADIS, 2010).

Dados epidemiologicos t€ém demonstrado marcantes variagdes de incidéncia
geografica, prevaléncia e suas complicagdes. O desenvolvimento da ulcera tem sido
associado ao surgimento da urbanizagdo com aumento da incidéncia em individuos

nascidos a partir do século 19 (SUSSER & STEIN, 1962; SONNENBERG, 2006).

A compreensdo da doenca mudou significativamente com a descoberta de
Campylobacter pyloridis (renomeada para Helicobacter pylori em 1989 devido a uma
revisdo taxondmica) em 1982 por Barry Warren e Robin Marshall (WARREN &
MARSHALL, 1983; MARSHALL & WARREN, 1984). Esta descoberta mudou o
conceito de tulcera, de uma doenca relacionada a secre¢dao de acido para uma doenga
infecciosa. A terapia supressiva de acido, que se seguiu durante décadas de dominio de
intervengdes cirurgicas (resseccdo gastrica subtotal, varias formas de vagatomia), foi
substituida por antibioticoterapia que tinha como alvo a erradicagdo da Helicobacter
pylori (NIH CONSENSUS CONFERENCE, 1994; MALFERTHEINER et al., 2007). A
erradicagdo da H. pylori como cura para a ulcera péptica recebeu um reconhecimento
enorme quando o prémio Nobel para Medicina e Fisiologia foi concedido para Warren e
Marshall em 2005. Este reconhecimento, no entanto, ndo encerrou o assunto sobre o
tratamento das ulceras pépticas. O tratamento da doenca ulcerosa e suas complicagdes
continuam ainda sendo um desafio (MALFERTHEINER et al., 2009). A busca por
novas moléculas se faz necessaria, pois a terapéutica atual revelou a incidéncia de
efeitos colaterias, interagcdes com outros fairmacos e a recidiva depois da interrup¢ao do
tratamento medicamentoso (DEVAULT & TALLEY, 2009). Adicionalmente, drogas

anti-inflamatdrias ndo esteroidais (DAINEs) e baixas doses de aspirina, comumente
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utilizados para a prevencdo de eventos cardiovasculares, sdo causas muito importantes
das ulceras e suas complicagdes, até mesmo em pacientes H. pylori negativos (GARCIA

RODRIGUEZ et al., 2007; GABRIEL et al., 1991).

A patogénese complexa e multifatorial da ulcera vem sendo estudada durante
décadas, e sabe-se que ocorre devido a um desequilibrio entre os fatores agressores

(acido e pepsina) e os protetores da mucosa (CHOI et al., 2009; AMARAL et al., 2013).
1.2 Homeostasia da mucosa gastrica

O trato gastrintestinal, por ser um 6rgdo em comunicacdo com o exterior, estd
continuamente exposto aos agentes lesivos. Dentre os agentes lesivos temos os fatores
agressores enddgenos, tais como o acido cloridrico, a pepsina e os fatores exdgenos,
como estresse, tabagismo, consumo de alcool, deficiéncias nutricionais e infec¢des
(OYAGI et al., 2010). Entretanto, a excessiva ingestdo de DAINEs e a infec¢ao por H.
pylori sdo as principais causas da doenga (RAMAKRISHNAN & SALINAS, 2007).

Em resposta aos fatores agressores da mucosa ha os fatores protetores, dentre os
quais estdo: o componente pré-epitelial (muco, bicarbonato e barreira fosfolipidica) que
¢ a primeira linha de defesa e o componente epitelial [uma camada continua de células
epiteliais superficiais conectadas por juncdes firmes, geracdo de bicarbonato, muco,
fosfolipidios, prostaglandinas (PGs), e proteinas de choque térmico] que constitui a
segunda linha de defesa da mucosa (LAINE et al., 2008). Outros mecanismos de defesa
incluem a continua renovagao celular (acompanhada de fatores de crescimento e PGE»),
a manutencdo do fluxo sanguineo através dos microvasos na mucosa, a geragao de

oxido nitrico, PGs e inervagdo sensorial (LAINE et al., 2008) (Fig.2).
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Figura 2: Ilustracdo dos fatores de protetores da mucosa (Adaptado de Tarnawski et al., 2013).

1.2.1 Fatores protetores da mucosa

A barreira muco-bicarbonato ¢ a primeira linha de defesa da mucosa gastrica
(LAINE et al., 2008). O muco é composto por glicoproteinas de elevado peso molecular
com um esqueleto de proteinas e cadeias laterais de oligossacarideos ligadas a residuos
de serina ou treonina por ligacdes O-glicosidicas. Sdo produzidos por véarias células
epiteliais especializadas, especialmente células caliciformes. Ele desempenha um papel
protetor importante através da formagao de uma barreira fisica, quimica e imunologica
entre o limen e a superficie epitelial (NIV & BOLTIN, 2012). A barreira muco-
bicarbonato secretada pelo epitélio, serve como uma barreira contra a autodigestdo
provocada pelo 4cido e pepsina (ALLEN & FLEMSTROM, 2005). Portanto, qualquer
perturbagdo quantitativa ou qualitatitva dessa secrecao pode ser deletéria. A secrecdo de
muco-bicarbonato ¢ mediada por PGE», juntamente com o 6xido nitrico, compostos
sulfidrilicos, fatores de crescimento e peptideos (PHILLIPSON et al., 2008; NIV &

BOLTIN, 2012). A camada de muco mantém um pH neutro estavel acima da mucosa e
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impede um ataque enzimatico por pepsina. A inibi¢do da enzima ciclooxigenase por
DAINE ou aspirina impede a secre¢do de muco e expde a mucosa aos efeitos toxicos do
acido e enzimas digestivas, assim como, qualquer agente que interfira com a secre¢do

de muco pode causar tlcera péptica (NIV & BOLTIN, 2012).

A integridade da mucosa gastrica ¢ extremamente dependente da continua
geragao de PGs pelas enzimas ciclooxigenases, a COX-1 (expressa constitutivamente) e
COX-2 (expressa em resposta a lesdo e/ou inflamagao) (LAINE et al., 2008; HALTER
et al., 2001). As PGs mantém a integridade da mucosa e oferece prote¢do contra agentes
ulcerogénicos e necrosantes (TARNAWSKI, 1998; LAINE et al., 2008; TARNAWSKI,
2012). Elas inibem a secrecdo acida, estimulam a secrecdo de muco e bicarbonato,
aumentam o fluxo sanguineo e acelera a cicatrizagdo da ulcera. As PGs também inibem
a ativacdo de mastocitos e leucocitos aderidos ao endotélio vascular (LAINE et al.,
2008). Adicionalmente, as PGs mantém e melhoram os mecanismos de defesa celular
pela estabilizagdo das membranas lisossomais, mitocondrial e celular, previne a
apoptose e/ou preserva o citoesqueleto celular e o transporte de ions (TARNAWSKI,
1987). A supressao da sintese de PG pelas DAINEs torna a mucosa mais susceptivel a
lesdes (TARNAWSKI, 1998; LAINE et al., 2008; HALTER et al., 2001; KOBAYASHI
& ARAKAWA, 1995; ATAY, 2000).

Outro fator protetor da mucosa géstrica de grande importancia é o NO (Oxido
Nitrico). A biossintese do NO ¢ conduzida por uma familia de isoenzimas (NO-
sintases), incluindo a NOS neuronal (nNOS), NOS endotelial (eNOS) e NOS induzivel
(INOS) (FANG et al., 2010). Como o nome sugere, nNOS e eNOS sdo expressas
constitutivamente em neurdnios e células endoteliais, respectivamente (MA &
WALLACE, 2000). Em contrapartida, iNOS nao ¢ normalmente expressa nos tecidos,
mas pode ser induzida em vdarias situacdes patologicas (ANGGARD, 1994). Em
condigdes fisiologicas normais, o NO ¢ sintetizado conforme a demanda. Este NO, ¢
derivado de NOS constitutiva expressa (eNOS) ou (nNOS). A atividade destas
isoformas de NOS podem durar um tempo muito curto usualmente segundos ou
minutos. Por outro lado, a molécula que causa danos celulares € sintetizada pela NOS
induzida (iNOS) e esta enzima uma vez ativada, produz NO por longos periodos que
duram horas ou até mesmo dias. A citotoxicidade normalmente esté correlacionada com
os produtos da iNOS e ndo com os produtos das duas cNOS (eNOS e nNOS) (CHO,
2001).
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Se o NO for produzido em pequenas quantidades, geralmente exerce efeitos
benéficos para o TGI. Tem sido descrito que o NO protege contra danos na mucosa
gastrica e promove a cicatrizacdo de ulcera, mas ao mesmo tempo, se a sua produgao for
em grandes quantidades, o NO promove ou até mesmo iniciar as respostas inflamatorias
quando combinado com outras espécies reativas de oxigénio (EROs) em todo o TGI

(CHO, 2001).

Durante a cicatrizagdo da ulcera no TGI, o NO regula o fluxo sanguineo e
estimula diretamente a secrecdo de muco gastrico, ativando a guanilato ciclase solavel
(CHO, 2001). As NOs constitutivas (nNOs e eNOS) também contribuem para a inibi¢ao
de secre¢do acida no estomago (ESPLUGUES et al., 1994). Os estudos realizados in
Vivo e in vitro por Ziche e colaboradores (1994) confirmam a fungdo do NO em
promover a angiogénese. O NO também induz o estresse oxidativo na fita de DNA e

inibe as enzimas envolvidas na reparacdo do DNA (DEROJAS-WALKER, 1995).

Além do NO, os compostos sulfidrilicos (SH) também participam na
manuten¢do da integridade da mucosa, particularmente quando EROs estdo envolvidas
na fisiopatologia do dano tecidual (SZABO, 1991; LOGUERCIO & DI PIERRO,
1999). Os grupamentos SH e também agentes que modificam os grupos SH, evitam as
erosoes hemorragicas agudas causadas pelo etanol, DAINEs ou estresse em modelos
animais (SZABO, 1987). As EROs sdo geradas no processo inflamatorio e, iniciam uma
reacdo em cadeia que resulta na peroxidagdo lipidica e morte celular (TARIQ et al.,
2006). Os grupamentos sulfidrilicos ligam-se aos radicais livres formados durante este
processo ou produzidos apds a exposi¢do a estes agentes nocivos, protegendo assim a

mucosa gastrica (AVILA et al., 1996).

Viarios compostos SH, quando administrados oralmente, sdo citoprotetores e
previnem as lesdes gastricas (ROBERT, 1984). Os grupamentos SH participam da
producao e manutengdo de muco, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas sao
unidas entre si por pontes de dissulfeto que, se diminuida, tornam o muco hidrossolavel
(AVILA et al., 1996); ligam-se a radicais livres derivados do oxigénio, que medeiam os
danos aos tecidos e desempenham um papel importante na sintese de proteinas (SALIM,

1993).

A circulagdo sanguinea gastrica mantém a estrutura e a funcdo do estomago,

estando associada com a patogénese e com o processo de cicatrizacdo das lesdes
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gastrintestinais. O fluxo sanguineo na mucosa gastrica, regulado por fatores neurais e
humorais, também ¢é modificado por fatores metabodlicos locais (RODRIGUEZ-
TELLEZ et al., 2001). Fatores derivados do endotélio que sdo produzidos por células
endoteliais vasculares, induzem ao relaxamento ou contragdo dos vasos sanguineos e
sao também reconhecidos como mediadores basicos que regulam a circulagdo no
estomago. O distlirbio na circulagdo géstrica em combinacdo com a presenga de acido
estd intimamente associado com a patogénese das lesdes gastricas induzidas por
DAINEs. O fluxo sanguineo e a oxigenacao na superficie da mucosa circundante a
ulcera péptica sdao alterados durante a cicatrizacdo, dependendo da qualidade do
processo de cicatrizagdo gastrico. O aumento na circulagdo sanguinea com elevacao de
oxigénio circulante nas margens da ulcera ¢ importante para uma rapida cicatrizagdo

(RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001).

Adicionalmente, o fluxo sanguineo na mucosa normal remove o acido que se
difunde através de um epitélio lesionado e fornece a energia metabdlica necessaria para
apoiar o transporte e outras fun¢des. Assim, manter um fluxo adequado ¢ crucial para a

integridade da mucosa (RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001).

Subjacente a superficie do epitélio do estdmago ha uma densa rede de capilares.
Além de fornecer nutrientes e oxigénio para o epitélio, a microcirculacdo também
remove, dilui, e neutraliza substancias toxicas que se difundem da mucosa para o limen
(WALLACE & GRANGER, 1996). Quando o 4cido ou outros agentes irritantes entram
no compartimento subepitelial, os neurdnios sensoriais aferentes sdo capazes de
desencadear um aumento rapido no fluxo sanguineo na mucosa que permite o
tamponamento de 4cido e a rapida remog¢do de substancias toxicas, limitando assim a
sua penetracdo nas camadas mais profundas da mucosa (WALLACE & GRANGER,
1996).

Os nervos sensoriais aferentes, quando adequadamente estimulados, liberam o
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), nas proximidades das arteriolas da
submucosa (HOLZER & LIPPE, 1988). O CGRP ¢ capaz de dilatar estes vasos, através
da mediagdo da via do NO e, assim, causar um aumento rapido no fluxo sanguineo da
mucosa. A ablacdo dos neuronios sensoriais aferentes de forma cronica (através da
administragdo da capsaicina, por exemplo) diminui a resposta hiperémica e assim, reduz
a resisténcia da mucosa gastrica as lesdes (PESKAR, 2001; HOLZER, 2007). A

inibicdo da sintese de NO com a utilizagdo de L-NAME também anula a resposta
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hiperémica e aumenta consideravelmente a susceptibilidade do estdmago a lesdo
(WALLACE & MCKNIGHT, 1990). Um aporte constante de plasma para os vasos
sanguineos subepiteliais sdo cruciais para o reparo no microambiente (WALLACE,
2001). Além do NO, as PGs parecem ser importantes na manutencao do fluxo
sanguineo durante o processo de reconstituicdo da mucosa. A administragdo de DAINEs
tem promovido uma reducdo no fluxo sanguineo da mucosa (ASHLEY, 1985;
KITAHORA & GUTH, 1987, GANA, 1987; WALLACE et al., 1994) e, assim,
reduzindo o pH nos locais com danos epiteliais, levando a inibi¢do de reconstituigcdo e
ao desenvolvimento das lesdes hemorragicas. Por outro lado, a administracdo de PGs

evitam estes efeitos prejudiciais das DAINEs (WALLACE & MCKNIGHT, 1990) .
1.3 Fatores agressores da mucosa

Como descrito no item 1.1, dentre os fatores agressores a mucosa gastrica ha
fatores enddgenos e exdgenos. Um dos agentes exodgenos mais irritantes para a mucosa
¢ o etanol. O etanol penetra rapidamente e facilmente na mucosa gastrica, causando um
dano a membrana, esfoliagdo e erosdo nas células (SIDAHMED et al., 2013). A lesdo
por etanol afeta predominantemente a por¢do glandular do estdmago (SIDAHMED et
al., 2013) e pode ser atribuida ha alguns mecanismos como a indugdo de tulcera pela
forma¢do de radicais livres derivados do oxigénio (KWIECIEN, 2002;
BANDYOPADHYAY et al., 2001); decréscimo nas concentragdes dos grupamentos
sulfidrilicos no conteaddo da mucosa gastrica (GARDES-ALBERT et al., 1993; LI,
1990); ruptura do muco enddgeno e a secrecao de acido gastrico, bem como danos na
mucosa gastrica com lesdes hemorragicas (RAJASEKARAN, 2012); apoptose celular
(PIOTROWAKI et al., 1997; HOSHINO et al., 2002); inducdo de peroxidagao lipidica e
diminuicdo dos niveis de glutationa reduzida (DAS et al., 2012). O etanol também induz
lesio no endotélio vascular da mucosa, causando alteracdes na microcirculagao e
gerando isquemia, que tem como resultado a producao de radicais livres (PAN et al.,
2008). Outro agente exdgeno altamente prejudicial para a mucosa gastrica sdo as

DAINES, utilizadas para o tratamento da inflamacgao e processos dolorosos.

No mundo todo, 35 milhdes de pessoas consomem DAINEs diariamente, e cerca
de 30% desses usuarios podem desenvolver toxicidade do TGI de tal forma que pode

ser exigida a intervencdo médica. Também foi estimado que um terco dos custos dos
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tratamentos de pacientes com artrite esta relacionada ao tratamento dos efeitos adversos

atribuidos as DAINEs (DHIKAYV et al., 2003).

O uso de DAINE:S esta associada com a ocorréncia de efeitos adversos, incluindo
erosdes da mucosa gastrica, Ulceras, hemorragias e perfura¢do, bem como um aumento
do risco de complicagdes graves de ulceras cronicas pré-existentes (WALLACE, 2001).
A continuidade do seu uso na presenca de ulceras resulta no atraso do processo de
cicatrizagdo (REUTER et al., 1996; MIZUNO et al., 1997, SCHMASSMANN, 1998;
HALTERETAL, 2001). A fisiopatologia das lesdes gastricas dependentes das DAINES,
pelo menos em parte, € resultante da reducdo na capacidade de producdo de PGs através
da inibi¢cdo da ciclooxigenase (COX), e, em parte, por mecanismos independentes da
COX, como a diminui¢do de NO, poliaminas e sulfeto de hidrogénio (MUSUMBA,
2009). A combinagdo dos mecanismos dependente e independente da COX leva a lesdo
por danos oxidativos no tecido, o que parece desempenhar um papel fundamental na
patogénese (HIRAISHI, 2000; MAITY et al., 2009). Dados clinicos e experimentais
indicam que as DAINEs retardam a cicatrizacdo das ulceras por interferir com as agdes
dos fatores de crescimentos, diminuicao da proliferacdo epitelial celular nas margens da
ulcera, reducdo da angiogénese, e atraso na maturagdo e granulacdo do tecido
(SCHMASSMANN, 1998). De fato, a PGE, promove a cicatrizacio de tlceras
gastrointestinais, aumentando a angiogénese através da superexpressdo do fator de
crescimento endotelial vascular (VEGF) (HATAZAWA, 2007, TAKEUCHI et al.,
2010). O VEGF promove a cicatrizacao da ulcera, através da estimulacao da formacgao
de novos microvasos, € em contrapartida a indometacina, uma DAINE, interfere neste

processo através de uma regulacdo negativa da sua expressao (TARNAWSKI, 2003).

O efeito das DAINEs no duodeno e intestino grosso podem ocorrer através de
diferentes manifestacdes que incluem ulceragdes, estenoses, colite, sangramento, e
perfuragdo, dentre outros (HOWCHEN, 2001). Ao contrario dos mecanismos de lesdo
da mucosa gatrica induzida pelas DAINEs, aqueles envolvidos no duodeno sdo menos
conhecidos. Apesar das PGs estarem presentes em todo o trato digestivo e serem
inibidas apds a utilizagdo das DAINEs, hd uma diferenca significativa entre o trato
distal e proximal na concorréncia de outros fatores patogénicos que podem aumentar os
danos. Entre eles, a auséncia de 4cido e a presenga de bactérias e bile no intestino sdo as
diferencas mais acentuadas, o que pode induzir mecanismos particulares de danos

induzidos por DAINEs a nivel de TGI distal. Os danos induzidos por DAINEs no
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epitélio intestinal sdo por conseguinte derivados de um efeito direto ou local apds a
administracdo oral, um efeito local recorrente devido a recirculagdo éntero-hepatica do

farmaco e efeito sistémico apos absor¢ao (LANAS, 2003).

Outro importante agente indutor de ulceras pépticas é a bactéria espiralada
Helicobacter pylori, um bacilo gram-negativo considerado um dos principais fatores
etiologicos no desenvolvimento da doenca ulcerosa péptica (FAHEY et al., 2002). A
infeccdo com esta bactéria leva a uma infiltragdo na mucosa com células inflamatoria
(MARSHALL & WARREN, 1994; DIXON et al., 1996). H4 uma resposta inflamatoria
na mucosa com a ativagao de citocinas no epitélio, tais como a IL-8, IL-6 ¢ TNF-a

(CROWE et al., 1995).

Nos EUA, a relevancia relatada para a Helicobacter pylori varia de < 10% a
cerca de 80%, com as maiores taxas encontradas em pacientes de menores condi¢des
socioeconomicas (GOH et al., 2011; MALATY, 2007). Clinicamente a infeccdo esta
presente na maioria das vezes das doenca ulcerosa péptica, porém nota-se que apenas
20% dos individuos infectados desenvolvem ulcera e apenas um quarto dos pacientes
desenvolvem as complicagdes da Ulcera tais como sangramento gastrointestinal na

porcao superior (MALATY, 2007).

O Instituto Nacional de Satide em consenso concluiu que pacientes infectados
com H. pylori requerem tratamento com agentes antimicrobianos além de farmacos
antissecretorios (NIH, 1994). Pesquisadores tem estudado alguns agentes
antimicrobianos e a eficacia destes em erradicar a bactéria com um Unico tratamento ou
com uma terapia de combinagdo. O regime de um Unico fairmaco ndo ¢ normalmente
adotado em decorréncia do potencial desenvolvimento de resisténcia ao antibidtico,
especialmente os macrolideos e aos metronidazdis, que sdo a chave para a terapia contra

a H. pylori.

Atualmente, a primeira linha mais efetiva para a erradicacao da H. pylori ¢ uma
terapia tripla que inclui a combina¢do de um inibidor de bomba protonica com a
amoxicilina e claritromicina ou metronidazol (HUNG et al., 2009). Inibidores da bomba
de protons tem efeito sinérgico em combinacdo com alguns antibidticos, aumentando
assim o pH para niveis adequados para a atividade do antibiotico (CASELLI et al.,

2001).
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O tratamento apropriado de antibioticos com inibidores da bomba de protons ou
antagonistas de receptores H» erradicam a infec¢do em mais de 90% dos casos
(GRAHAM, 1993). Em pacientes sem complica¢des, a erradicacdo da H. pylori é
efetiva em prevenir o retorno da ulcera. Nos casos de sangramento da ulcera péptica, a
erradicagdo da H. pylori ¢ tao eficaz quanto a manuteng¢do da medicagdo para redugdo
da secrecao acida para a prevencgdo do retorno das hemorragias nas ulceras (GISBERT
et al., 2004). Atualmente, terapias comumente utilizadas contra o H. pylori apresentam
efeitos colaterais, como a resisténcia aos antibioticos, principalmente aos macrolideos e
aos metronidazdis (WONG et al., 2013); diarreia, nausea, vomito e dores de estobmago
(SARBACKER & MONTFORT, 2011). Portanto, a necessidade de se descobrir novos
agentes com potencial atividade anti-H. pylori ¢ de grande preocupagdo (BAKER,
2007). Um composto ¢ considerado um antibacteriano potente quando apresenta uma
concentragdo inibitéria minima (MIC) de igual ou menor valor que 250 pg/mL

(MORAES et al., 2008).

Além das tlceras pépticas em pacientes infectados com a bactéria H. pylori, ha
também os casos em que ndo ocorre a presenga deste micro-organismo. A prevaléncia
das tlceras péptica idiopaticas ¢ influenciada por um desbalanco entre os fatores
protetores e agressores. A defini¢do de ulceras pépticas idiopaticas requer a exclusdo de
fatores agressores, como a H. pylori, terapia com DAINEs/aspirina ¢ doengas
infecciosas, devendo-se levar em conta os mecanismos de defesa como a secrecao de
mucina e bicarbonato (NIV & BOLTIN, 2012). A prevaléncia da ulcera péptica
idiopatica esta aumentando, independentemente das taxas de infecgdo da H. pylori. Um
esforco concentrado deve ser feito para excluir completamente a infec¢do por esta
bactéria e o tratamento com DAINEs (NIV & BOLTIN, 2012), através da utilizacao de
altas doses de inibidores da bomba de protons (NIV & BOLTIN, 2012).

1.4 Radicais livres e defesa antioxidante

Os radicais livres sdo definidos como moléculas, &tomos ou ions que contém um
ou mais elétrons desemparelhados. Por causa do elétron ndo emparelhado, radicais
livres prontamente doam ou aceitam elétrons, tornando-os altamente reativo (ARTHUR,

1988).
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As EROs sao os produtos finais gerados por um processo metabdlico celular
normal (TANDON et al., 2004). O estresse oxidativo resulta do acimulo das EROs e da
incapacidade do sistema antioxidante em supera-los. Assim, nesta situacao, a producao
excessiva de EROs afeta a integridade celular (KUROSE et al., 1997). O estresse
oxidativo no tecido gastrico contribui para a formagdo de lesdo na mucosa
gastrintestinal (NANJUNDAIAH, 2011). Os antioxidantes, que s3o compostos com
habilidade de quelar os radicais (TACHAKITTIRUNGROD, 2007), tem sido descritos

como protetores da mucosa gastrica frente a ulceracdes (TANDON et al., 2004).

Para a defesa contra ataques de radicais livres, as células desenvolveram
diferentes sistemas antioxidantes para manter a homeostase celular (CNUBBEN et al.,
2001). O organismo possui sistemas antioxidantes enzimaticos e nao-enzimaticos. Os
antioxidantes enzimaticos sdo as Catalases (CAT), Glutationa Peroxidase (GPx) e
Superdxido Dismutase (SOD) (SINDHU et al., 2005). O sistema antioxidante nao
enzimatico, por sua vez, ¢ formado por substancias como flavonoides da dieta, vitamina
E, polifendis, albumina, carotendides, acido urico, vitaminas ¢ a Glutationa, sendo a

ultima a mais importante (DEVASAGAYAM, 2004).

A SOD tem a fun¢do de remover o anion superoxido (O2) do ambiente celular,
que ¢ rapidamente convertido em peroxido de hidrogénio (H202) pela superdxido
dismutase (SOD) ou radical hidroxila (-OH) (IMLAY, 2003; MCCORD &
FRIDOVICH, 1970; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1981). A GPx ¢ a CAT atuam
decompondo o H20: (Fig. 3).
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Figura 3. Esquema de atuagdo de algumas enzimas antioxidantes (Disponivel em:
http://openi.nlm.nih.gov/detailedresult.php?img=2835884 omcl0301 0002 fig005&req=4., Acessado em
5/11/2013).

O etanol estd envolvido na formacdo de radicais livres de oxigénio, € como
consequéncia reduz os niveis de glutationa reduzida (GSH) e induz a peroxidagdo
lipidica (DAS et al., 2012). O GSH ¢ um antioxidante intracelular que inibe o estresse
oxidativo (YOSHIKAWA et al., 1993) e exerce um importante papel contra a lesdo
gastrica induzido pelo etanol (MUTOH et al., 1990). Além da reducdo de GSH, o etanol
exerce seus efeitos aumentando a peroxidacao lipidica através de dois mecanismos, por
maior producdo de EROs e/ou pela diminuicao dos niveis de antioxidantes endogenos
(JORDAO JR. et al., 1998; ROZZA et al., 2011). O malondialdeido (MDA) ¢ o
principal produto, sendo portanto considerado um marcador de lesdes gastricas
mediados por EROs (KWIECIEN, 2002). A superoxido dismutase (SOD) também
exerce um papel importante na protegao contra lesdes oxidativas na mucosa gastrica por
diminui¢do da producdo das EROs (CHATTOPADHYAY et al., 2006). A SOD ¢ a
enzima antioxidante mais importante da mucosa gastrica e atua como uma enzima de
defesa contra a peroxidagdo lipidica induzida por EROs nos tecidos (SEKHAR et al.,

2011). Também foi estabelecido que um dos mais importantes efeitos colaterais
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provocados pelas DAINEs no sistema digestorio € representado pela ativagao da
oxidacdo do tecido (MAITY et al., 2009). Em particular, a administragdo aguda de
indometacina em ratos normais tem resultado em aumento nos niveis de MDA
(COLUCCI et al., 2009; KARAKAYA et al., 2009). A indometacina também ativa na
area de lesdo um infiltrado inflamatorio de células que gera as EROs (IMLAY, 2003;
MCCORD & FRIDOVICH, 1970; HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1981).

Outro sistema esta envolvido com a regulagdo de equilibrio redox, o sistema de
Trx/TrxR (tiorredoxina e tiorredoxina redutase) (MUSTACICH & POWIS, 2000). A
importancia do sistema Trx/ TrxR envolve alguns aspectos como as func¢des celulares,
particularmente no que diz respeito ao crescimento celular e protegdo contra danos

oxidativos e apoptose (MUSTACICH & POWIS, 2000).
1.5 Estratégias Terapéuticas

Desde que William Prout (1823) descobriu o acido cloridrico géstrico e Rudolf
Heidenhain (1875) e Camillo Golgi (1893) identificaram a célula parietal como célula
secretora de acido, o mecanismo fundamental para a secre¢do acida provou ser uma area
interessante para investigacdo (AIHARA et al., 2003). Foi descoberto que o acido
gastrico ¢ secretado no momento da ingestdo de alimentos ou bebidas alcodlicas, tanto
por um reflexo via condicionada quanto por via descondicionada. Ambos os reflexos
envolvem a estimulacdo da varios receptores das células parietais, que por sua vez,
resulta em transferéncia de sinal para moléculas de H'/K"™-ATPase. Além disso, foi
determinado que o acido géstrico representa a causa subjacente relacionada a doenca
ulcerosa. Numa tentativa de proteger a mucosa gastrica do acido gastrico, melhorar a
cicatrizagdo da ulcera, e prevenir a sua recorréncia, o controle farmacoldgico da
secre¢do de acido géstrico tem representado hd muito tempo um objetivo desejavel
(AIHARA et al., 2003). Dentre as opgdes disponiveis no mercado para a terapia estdo os
antiacidos, anticolinérgicos, antagonistas de receptores H», inibidores da bomba de
protons (IBP), a erradicagdo da H. pylori com uma terapia medicamentosa tripla e os

citoprotetores.

Ha muito tempo atras, as pessoas com dores de estbmago comumente utilizavam
pos efervescentes para aliviar o desconforto. Por conseguinte, foi descoberto que CaCOs3
(carbonato de calcio), um antidcido, tamponava o 4cido gastrico. Depois da

demonstragdo da presenca de acido cloridrico no estobmago, a terapia antiacida se tornou
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um tratamento popular para doenga péptica relacionada a acidez como as ulceras
pépticas (AIHARA et al., 2003). Os antidcidos, tais como bicarbonato de sddio,
carbonato de célcio, hidroxido de aluminio, hidroxido de magnésio, ou a preparagdo
combinada, fornece prontamente um alivio efetivo da dor através de neutralizacdo do
acido intraluminal (FEURLE, 1975). O tempo efetivo com que os antidcidos duram no
estobmago humano ¢ muito curto para exercerem um efeito neutralizante. Os antidcidos
ndo sdo comumente utilizados para o tratamento da ulcera péptica. Para prolongar os
efeitos dos antidcidos, farmacos anticolinérgicos, como a propantelina, foram
simultaneamente administradas para retardar o esvaziamento destes agentes no
duodeno. Os anticolinérgicos também podem inibir a secre¢do acida por si s0, mas as
doses capazes de inibirem a secre¢do acida quase invariavelmente induzem efeitos
adversos, tais como boca seca, visdo turva, taquicardia e disfun¢dao da vesicula. Em
contraste com os anticolinérgicos, os antagonistas seletivos de receptores Mj, tal como
pirenzepina, foram clinicamente utilizados, e seus efeitos colaterais sdo menos
frequentes. Tais agentes sdo uteis tanto para o alivio da dor quanto para a melhora da

cicatrizagdo da ulcera, através da inibicao da secre¢do de acido (AIHARA et al., 2003).

Desde que a histamina foi considerada um mediador para a secrecdo acida,
VAarios grupos procuraram um antagonista capaz de inibir a secre¢do de acido estimulada
pela histamina (AIHARA et al., 2003). Depois de um trabalho cuidadoso, Black e
colaboradores (1972) conseguiram desenvolver o primeiro antagonista de receptor Ho, a
burimamida, seguida pela metiamida (BLACK et al., 1972). Com alteragdes minimas,
Brimblecombe e colaboradores (1975) eventualmente desenvolveram a cimetidina, que
¢ largamente prescrita no mundo todo para o tratamento da doenga péptica relacionada
ao acido (BRIMBLECOMBE et al., 1975). Por modificagdo na estrutura quimica da
cimetidina, os potentes antagonistas de receptores H. ranitidina, famotidina, e
nizatidina foram desenvolvidos, resultando no tratamento de doencas relacionadas com

0 4cido, incluindo refluxo gastroesofagico (Fig. 4).
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Figura 4: Estrutura quimica de farmacos com propriedades antagonistas de receptores H» (Adaptado de

Nagel & Shields, 2009).

Estes novos compostos foram descobertos mais tarde por inibirem a secrecdo de
acido gastrico estimulada ndo somente pela histamina, mas também pelo carbacol e
gastrina em seres humanos e animais. Paralelamente ao desenvolvimento desta
farmacoterapia, houve uma grande reduc¢dao no uso de intervengdes cirargicas para o
tratamento da Ulcera. A cimetidina inibe fortemente as enzimas do citocromo P450
(CYP), particularmente a CYP3A4 (RENDIC, 1999). Em contraste, tem sido relatado
que a inibicdo da CYP pela ranitidina ¢ relativamente fraca comparada a cimetidina

(ATHARA et al., 2003).

A identificacdo da bomba de protons, H/K"-ATPase, como a via final da
secre¢do acida forneceu uma oportunidade unica de desenvolver uma nova classe de

agentes que inibiriam a secre¢ao acida. Um grupo de pesquisadores da Companhia AB
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Hassle na Suécia descobriram por acaso que derivados do benzimidazol poderiam
potencialmente inibir a secrecdo de acido gastrico em glandulas gastricas isoladas de
coelho ou cobaia pela estimulacao da dibutiril-cAMP (FELLENIUS et al., 1981, 1982).
Estas descobertas resultaram na hipotese de que estes compostos poderiam inibir a
bomba de prétons na célula parietal. Apds triagem de um vasto namero de derivados, o
primeiro inibidor da bomba de prétons (ex. omeprazol) foi finalmente descoberto. O
omeprazol foi prontamente utilizado para o tratamento das doencas pépticas
relacionadas ao acido, incluindo ulceras gastrointestinais, refluxo gastroesofagico, e
sindrome de Zollinger-Ellison. Semelhante ao desenvolvimento dos antagonistas de
receptores de H», o lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol foram desenvolvidos
subsequentemente por modificagdo na estrutura quimica do omeprazol (LEE, 1992;
ROBINSON et al., 1997; SATOH et al., 1989; WILLIAMS & POUNDER, 1999) (Fig.
5).
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Figura 5: Estrutura quimica de fAirmacos inibidores da bomba de protons (Adaptado de Nagel & Shields,
2009).

Como esperado, o omeprazol e o lansoprazol sdo capazes de inibir a secre¢do de
acido gastrico estimulada pela ACh, gastrina, e histamina de maneira dose-relacionada.
O omeprazol aumenta a cicatrizagdo de ulceras devido ao seu potente e persistente

efeito antissecretorio (AIHARA et al., 2003).

Virios fatores podem contribuir para a doenga ulcerosa péptica, sendo um dos
principais a infecgdo pela bactéria H. pylori. Desde que Marshall e Warren (1984)
descobriram a bactéria H. pylori no estomago, ela tem sido reconhecida por representar
um fator de risco ndo somente para gastrites e ulceras, mas também para recidivas de
ulceras ja curadas (OSATO & GRAHAM, 1999). Sao bactérias exclusivas que
conseguem viver no ambiente acido do estomago (PEURA & CROWE, 2010). A
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erradicagdo eficaz da H. pylori reduz as taxas de recidivas de ulceras (HOLLANDER et
al., 2013). O tratamento mais adequado para a erradicagdo da bactéria ¢ uma terapia
tripla (RANG & DALE, 2007). A terapia tripla geralmente compreende um inibidor da
bomba de protons combinado aos antibacterianos amoxicilina e metronidazol ou

claritromicina (RANG & DALE, 2007).

Outras medicamentos utilizados para a terapia das ulceras pépticas sao os
farmacos citoprotetores. Recebem este nome por promoverem a defesa da mucosa.
Dentre os farmacos citoprotetores podemos citar o misoprostol, o sucralfato e a

carbenoxolona.

As PGs podem ser utilizadas no tratamento da doenga ulcerosa péptica, visto que
promovem a reducdo da secrecdo gastrica de acido e aumenta a secre¢@o de bicarbonato,
producdo de muco e fluxo sangiiineo. O misoprostol ¢ um andlogo de PGs utilizado na
prevencao de ulceras pépticas induzidas por DAINEs. Os efeitos adversos mais
freqiientes consistem em desconforto abdominal e diarreia (NAGEL & SHIELDS,
2009). Também podem ocorrer contragdes uterinas, de modo que o farmaco nao deve
ser utilizado durante a gravidez, pois leva a um abortamento (RANG & DALE, 2007).
Por conta deste ultimo motivo descrito, o farmaco foi retirado do mercado (SHERRIS et

al., 2005).

O sucralfato, um sal complexo de sulfato de sacarose e hidroxido de aluminio, €
um agente de revestimento utilizado para aliviar os sintomas da doenga ulcerosa
péptica. Tem pouca capacidade de modificar o pH géstrico. Na verdade, no ambiente
acido do estomago, esse complexo forma um gel viscoso, que se liga a proteinas de
carga positiva, aderindo, assim, as cé€lulas epiteliais gastricas (incluindo as areas de
ulceracdo). O gel protege a superficie luminal do estomago da degradagao pelo acido e
pela pepsina. Como o sucralfato ¢ pouco soluvel, ocorre pouca absorcao sistémica, com
auséncia de toxicidade sistémica. A constipagdo ¢ um dos poucos efeitos adversos do
sucralfato. Além disso, o sucralfato pode ligar-se a fairmacos como antibidticos da
quinolona, fenitoina e varfarina, limitando a sua absor¢do (NAGEL & SHIELDS,
2009).

A carbenoxolona, um componente da raiz do alcaguz e derivado do &cido
glicirrizico, vem sendo utilizada na Europa hd muitos anos como um composto

antiulceroso com uma modesta eficacia. O seu mecanismo exato ainda ndo esta claro,
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mas ¢ possivel que a mesma possa alterar a composi¢do ¢ a quantidade de mucina.
Infelizmente, trata-se de um congénere esteroide e o seu uso ¢ limitado devido a sua
significativa atividade mineralocorticoide (BRUNTON, 2001). A carbenoxolona tem

sido usada apenas como uma ferramenta farmacologica.

Muitos farmacos sdo descritos para o tratamento das tlceras pépticas, em busca
da supressdo de acido e pepsina. Entretanto, alguns destes farmacos podem promover
ndo somente uma gama de efeitos colaterais, mas também uma menor eficacia no
tratamento de tlceras (JAIN et al., 2007). Assim, a necessidade de agentes mais efetivos
e seguros ¢ evidente (VIANA et al., 2013). Por isso, os esforcos sdo dirigidos para
encontrar o tratamento adequado a partir de produtos naturais, como nova fonte de
recursos, (SANDERS, 1996), através do qual, alguns extratos de plantas podem ser
valiosos como uma nova fonte terapéutica no tratamento de ulceras gastricas
(SCHMEDA-HIRSCHMANN & YESILADA, 2005). Os efeitos benéficos de extratos
de plantas (isoladas ou em combinag¢do) na prevencdo de lesdes gastricas tém sido
avaliadas por varios estudos experimentais; no qual se busca acdes com atividade
antissecretoria, citoprotetora e antioxidante, isolados ou em combinagdo, para proteger a
mucosa gastrica (AL MOFLEH, 2010). Alguns compostos quimicos isolados a partir de
plantas medicinais apresentam atividade antiulcerogénica (LEWIS & HANSON, 1991).
Dentre as principais classes de compostos bioativos com capacidade de oferecer
gastroprotecdo estdo os alcaldides, saponinas, xantonas, triterpenos e taninos
(RAMIREZ & ROA, 2003; BAGGIO et al., 2005; MORIKAWA et al., 2006; KLEIN et
al., 2010; VASCONCELOS et al., 2010).

1.6 Serjania marginata Casar.

O género Serjania pertence a familia Sapindaceae e a maioria de suas espécies €
encontrada no bioma Cerrado (SILVA, 1998). Segundo Napolitano e colaboradores
(2005), a rica flora do Cerrado brasileiro tem sido pouco estudada para a validacdo da
eficacia e efeitos terapéuticos de extratos brutos ou componentes isolados obtidos da

grande diversidade de familias botanicas da flora Brasileira.

Espécies da familia Sapindaceae possuem isoprendides e polifendis
(HEGNAUER, 1973), saponinas (VOUTQUENNE et al., 2002), triterpenos (CHAVEZ
& DELGADO, 1994), diterpenos (ORTEGA, 2001), flavondéides (MAHMOUD et al.,
2001), lecitinas (FREIRE et al., 2002) e hidrogéis (GORIN et al., 2006). As sementes
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das plantas desta familia sdo caracterizadas predominantemente por sua abundancia em
Oleos, algumas das quais apresentam intensa atividade inseticida e s3o ricas em

cianolipideos (SPTIZER, 1996).

A familia Sapindaceae ¢ uma das vinte familias botanicas pertencentes a ordem
Sapindales, algumas com grande ocorréncia no Brasil e na regido amazonica. Esta
ordem reune inimeras plantas de grande valor medicinal e econdmico. Na familia
Sapindaceae destacam-se os géneros: Paullinia, Cupania e Serjania, muitas das quais
usadas para a pesca por serem consideradas narcoticas para os peixes. Apresentam
também, significativos efeitos farmacologicos, especialmente sobre o Sistema Nervoso

Central (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

Estudos realizados em nosso laboratorio com a espécie medicinal Serjania
erecta apontam para a potencialidade terapéutica desta planta na prevengao das ulceras
gastricas (ARRUDA et al., 2009). Além da Serjania erecta, a farmacopéia do Chaco da
Bolivia aponta as folhas da Serjania marginata Casar. (Sapindaceae) como uma espécie
medicinal comumente utilizada para o tratamento de dores gastricas (BOURDY, 2004).

Porém, ndo existem estudos que comprovem esta indicacdo popular para a espécie.

A planta objeto deste estudo faz parte do Projeto Biota/FAPESP (Proc.
2009/52237-9) intitulado “Fitoterdpicos padronizados para o tratamento de doencas
cronicas” e esta sendo estudada sob o ponto de vista fitoquimico por pesquisadores do
projeto, a qual realiza os experimentos fitoquimicos. Os estudos fitoquimicos realizados
at¢é o momento mostram a presenca de saponinas, flavonodides, esterdides livres e

taninos no extrato hidroalcoolico das folhas de Serjania marginata (Fig. 6).
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Fig. 6. Serjania marginata Casar. Foto gentilmente cedida por Silvia Cristina Heredia
Vieira (UNESP — Araraquara)

2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo Geral

Estudar o extrato hidroalcodlico das folhas de Serjania marginata (EHSM)
frente as ulceragdes pépticas experimentais, obtendo dados que possam inferir sobre o

potencial terapéutico deste extrato.

2.2 Objetivos especificos

- Avaliar o efeito protetor do EHSM sobre a mucosa gastrica ou duodenal de roedores
submetidos a indugdo de ulceras experimentais por diferentes agentes lesivos;

- Estudar os possiveis mecanismos de acdo envolvidos na agdo antiulcerogénica,
focando as possiveis acdes antioxidante, anti-inflamatdria e antissecretoria;

- Estudar o EHSM frente a modelos experimentais de motilidade gastrointestinal e
diarreia;

- Determinar os parametros de toxicidade aguda a fim de obtermos resultados que

possam inferir sobre a possivel seguran¢a do uso do EHSM.
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EFEITO DO EXTRATO HIDROALCOOLICO DAS FOLHAS DE Serjania
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: Estudos etnofarmacoldgicos indicam que as folhas de
Serjania marginata Casar. (Sapindaceae), uma planta medicinal comumente encontrada
no Cerrado brasileiro, possui indica¢ao popular para o tratamento de dores géstricas.
Objetivo do estudo: estudar o extrato hidroalcodlico das folhas de Serjania marginata
(EHSM) frente as ulceragdes pépticas experimentais.

Material e métodos: Como parte do estudo farmacoldgico o EHSM foi testado frente a
toxicidade aguda e a performance motora. A atividade antiulcerogénica do EHSM foi
avaliada em roedores (ratos e camundongos) frente a diversos agentes ulcerogénicos
incluindo etanol absoluto, isquemia-reperfusdo, drogas anti-inflamatorias nao
esteroidais (DAINESs), cisteamina e ligadura do piloro. O efeito protetor do EHSM foi
avaliado analisando os parametros do suco gastrico, muco, compostos sulfidrilicos,
oxido nitrico, receptores vaniloides, atuagdo local ou sistémica, bem como os niveis de
glutationa (GSH), malondialdeido (MDA) e a atividade da mieloperoxidase (MPO) na

mucosa gastrica e duodenal. A acdo antidiarreica (medida pela motilidade
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gastrointestinal ¢ a indug¢do de diarreia induzida por 6leo de ricino) e atividade
antimicrobiana in vitro do EHSM contra o Staphylococcus aureus, Escherichia coli e a
Helicobacter pylori também foram avaliadas.

Resultados: O EHSM (5000 mg/kg) ndo apresentou sinais de toxicidade aguda nem de
neurotoxicidade, nos mostrando a sua seguranga para continuar os estudos. A
administracao oral do EHSM (250 mg/kg) protegeu a mucosa gastrica frente ao agente
lesivo etanol com 60,13% e também protegeu a mucosa gastrica de danos promovidos
pela isquemia e reperfusdo gastrica em 58,31% quando comparado ao grupo veiculo.
Nao possui atividade frente as DAINEs nem a indugdo de tlceras duodenais induzidas
por cisteamina. O EHSM exerce sua prote¢do devido a um aumento no muco aderido a
mucosa gastrica, a manuten¢do do fluxo sanguineo adequado mesmo quando este ¢
comprometido pelo etanol. O extrato foi capaz de diminuir a peroxidagdo lipidica
(MDA) e a atividade da mieloperoxidase (MPO) do tecido géstrico. O extrato ndo
exerce atividade sobre a motilidade gastrintestinal nem possui agdo antidiarreica, mas
contém acdo antimicrobiana predominantemente contra a H. pylori.

Conclusdo: As folhas de Serjania marginata apresentou acdo gastroprotetora

corroborando assim, com a sua indicagdo popular para o tratamento das dores gastricas.

Palavra chave: Serjania marginata Casar.; Sapindaceae; atividade antiulcerogénica;

ulceras pépticas; agdo gastroprotetora.
1 Introducao

Ulceras pépticas abrange tanto as tilceras gastricas, quanto as tlceras duodenais e
tem sido uma grande ameaga para a populagdo mundial ao longo dos ultimos dois
séculos, com uma alta morbidade e mortalidade (MALFERTHEINER, 2009). As
ulceras sdo lesdes necroticas profundas caracterizadas por rompimento na integridade da
mucosa levando a uma inflamacdo local, e esta se tornando muito comum durante as

condigdes de estresse (SRIKANTA et al., 2010).

A patogénese complexa e multifatorial da tlcera vem sendo estudada durante
décadas, e sabe-se que ocorre devido a um desequilibrio entre os fatores agressores € 0s
protetores da mucosa do estobmago ou duodeno. A fisiopatologia da ulcera envolve um
desbalanco entre os fatores agressores (acido cloridrico, pepsina e a infeccdo pela

bactéria Helicobacter pylori) e os fatores protetores (mucina, PGs, bicarbonato, fatores
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de crescimento e 6xido nitrico) (MISHRA et al., 2013). Além disso, o aumento na
incidéncia das ulceras (CHOI et al., 2009; CORREA & HOUGHTON, 2007) ¢
associado com os fatores agressores contra a mucosa gastrica e duodenal, como a
exposicao ao etanol, estresse, tabagismo, deficiéncias nutricionais e a ingestao frequente
de anti-inflamatérios nao esteroidais (AINEs) (BELAICHE et al., 2002; SHAKER et
al., 2010).

Desde que Prout (1823) descobriu o acido cloridrico gastrico e Heidenhain (1875) e
Golgi (1893) identificaram a célula parietal como célula secretora de dacido, o
mecanismo fundamental para a secre¢do acida provou ser uma area interessante para
investigacdo (AIHARA et al., 2003). Numa tentativa de proteger a mucosa gastrica do
acido gastrico, melhorar a cicatrizacdo da ulcera, e prevenir a sua recorréncia, o controle
farmacoldgico da secrecdo de acido gastrico tem representado hd muito tempo um
objetivo desejavel (AIHARA et al., 2003). Dentre as opcdes disponiveis no mercado
para a terapia antiulcerogénuca estdo os antidcidos, anticolinérgicos, antagonistas de
receptores Ho, Inibidores da Bomba de Protons (IBP), a erradicagdo da H. pylori com

uma terapia medicamentosa tripla e os citoprotetores.

Muitos farmacos t€m sido descritas para o tratamento das tlceras pépticas, em busca
da supressdo de acido e pepsina. Entretanto, alguns destes fArmacos podem promover
ndo somente uma gama de efeitos colaterais, mas também uma menor eficicia no
tratamento de ulceras (JAIN et al., 2007). Assim, a necessidade de agentes mais efetivos
e seguros ¢ nitidamente evidente (VIANA, 2013). Por isso, os esforcos sao dirigidos
para encontrar o tratamento adequado a partir de produtos naturais, como nova fonte de
recursos, (SANDERS, 1996), através do qual, alguns extratos de plantas podem ser
valiosos como uma nova fonte terapéutica no tratamento de ulceras gastricas
(SCHMEDA-HIRSCHMANN & YESILADA, 2005). Um grande numero de compostos
tem sido isolados de plantas medicinais e as classes quimicas mais comuns de
compostos bioativos que tem sido identificados em possuir atividade sdo os alcaldides,
saponinas, xantonas, triterpenos e taninos, entre outras (SOUZA ALMEIDA et al.,

2011).

O género Serjania pertence a familia Sapindaceae e a maioria de suas espécies sdo

encontrada no bioma Cerrado (SILVA, 1998). A farmacopeia do Chaco da Bolivia
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aponta as folhas da Serjania marginata Casar. (Sapindacecae) como uma espécie

medicinal comumente utilizada para o tratamento de dores gastricas (BOURDY, 2004).

Com base na indicacdo popular da planta, este trabalho visou estudar o extrato
hidroalcodlico das folhas de Serjania marginata (EHSM) frente as ulceragbes pépticas

experimentais, obtendo dados que possam inferir sobre o potencial terapéutico de tal composto.
2 Material e Métodos
2.1 Drogas e Substancias Quimicas

De acordo com o protocolo experimental, as drogas utilizadas foram: Etanol
Absoluto (Labimpex, Brasil), carbenoxolona, capsaicina, cisteamina, n-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), netilmaleimida (NEM), ruthenium red, indometacina, alcian
blue, 6leo de ricino (Sigma, USA), lanzoprasol (comercializado pela Farmacia Cruz
Vermelha Manipulagdes, Brasil), sulfato de morfina (Cristalia, Brasil), sucralfato
(EMS-Sigma Pharma, Brasil), cloridrato de loperamida (Janssen-Cilag, Brasil). O
veiculo utilizado para a diluicdo do extrato hidroalcoodlico das folhas de Serjania
marginata (EHSM) foi uma solugdo de salina (0,9%NaCl, 10mL/Kg) utilizada como

controle negativo.

2.2 Material Vegetal e Extracao

Foram coletadas, em fevereiro de 2011, folhas da Serjania marginata, em um
fragmento de Cerrado localizado no loteamento S 21° 59 41,87 ¢ W 55° 19’ 24,9”, no
Assentamento Lagoa Grande, distrito de Itahum, no municipio de Dourados-MS, a 429
m de altitude. A planta foi identificada por especialista e as exsicatas foram depositadas
nos Herbarios DDMS (n°4677) e no BOTU (n°027797). As folhas foram secas em
estufa de ar circulante a 37+2°C e trituradas em moinho tipo Wiley com peneira de 10
mesh. O extrato foi obtido pelo processo de percolagdo exaustiva (Etanol 70%) (EtOH
70%) (PRISTA et al., 1995). Apds a extracdo, o liquido foi rotaevaporado sob pressdo
reduzida e liofilizado para completa remogao da dgua. O preparo do extrato bem como a
caracterizagdo fitoquimica do extrato hidroalcodlico das folhas de Serjania marginata
(EHSM) foram realizados pela aluna de doutorado Silvia Cristina Heredia Vieira do

Instituto de Quimica de Araraquara — SP.
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2.3 Animais

Para os procedimentos experimentais foram utilizados ratos Wistar machos (180 —
250g) e camundongos albinos Swiss machos e fémeas (25-30 g) provenientes do
Biotério Central da UNESP (Botucatu) ou da empresa Anilab-Animais de Laboratorio
Criagdo e Comércio Ltda (Paulinia, SP). Os animais foram divididos em grupos (com
um numero maximo de 10 individuos) de acordo com o tratamento fornecido ao longo
de cada experimento, mantidos em gaiolas metabolicas para evitar coprofagia, € em sala
climatizada sob temperatura de 22 + 2°C e ciclo de claro-escuro de 12 horas. O regime
alimentar foi efetuado com ragdo Presence ® e agua fornecida ad libitum e, quando em
jejum, os animais foram privados apenas de ragdo por um periodo de no maximo 16
horas. Os animais foram deixados de jejum antes dos ensaios porque as drogas padrdes
e EHSM foram sempre administrados oralmente (gavagem) utilizando uma solucdo de
salina (0,9% NaCl, 10mL/Kg) como veiculo. Todas as praticas experimentais estdo de
acordo com os protocolos experimentais, submetidos e aprovados pela Comissdo de
Etica em Experimentagio Animal do Instituto de Biociéncias da UNESP — Botucatu.
Todas as praticas experimentais que fagam uso de animal foram aprovadas pelo Comité

de Etica em Experimentagdo Animal sob os n° 359,360/11 — CEEA, Anexos 1 e 2.
2.4 Praticas experimentais
2.4.1 - Toxicidade aguda e screening hipocratico

Foram utilizados camundongos Swiss albinos machos e fémeas (n=7-10), divididos
em grupos: um grupo tratado com o veiculo (salina 0,9%NaCl, 10 mL/kg) e os demais
tratados com uma dose aguda de 5000 mg/kg do EHSM. Os tratamentos foram
realizados oralmente e os parametros comportamentais foram observados aos 30, 60,
120, 240 e 360 min. apos a administra¢do do extrato, bem como foi observado o niimero
de mortes (Anexos 3 e 4). O peso corporal dos animais foi avaliado diariamente por 14
dias apos o inicio dos experimentos. No décimo quarto dia, os animais foram
eutanasiados e os seguintes 6rgaos foram retirados: cora¢do, figado, pulmao, baco, rins,
testiculos, ovarios e Uteros. Estes orgdos foram pesados para se realizar uma
determinagdo analitica e comparativa em relacao aos animais submetidos ao tratamento
com o veiculo indicando ou nao efeito toxico agudo dos extratos vegetais. (MALONE

& ROBICHAUD, 1962; SOUZA BRITO, 1994).
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2.4.2 - Avaliagao da performace motora — Rota Rod (DUNHAM & MIYA, 1957

com modificagdes):

Com a finalidade de evitar um resultado falso positivo (a¢ao relaxante muscular ou
sedativo) do EHSM na avaliacdo da acdo analgésica, os camundongos foram
submetidos ao teste rota-rod (Insight®) que consiste em uma barra com o didmetro de
2,5 cm subdividida em compartimentos, baseados em Dunham & Miya (1957). A
rotacdo da barra tem velocidade constante de 05 rpm. Os animais foram tratados (v.0)
com EHSM (5000 mg/kg) ou veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg) 1 hora antes ou
com diazepam (2mg/kg i.p, controle positivo) 30 min antes de serem submetidos ao
teste de performance motora. Foi analisado o nimero de quedas de cada animal durante

os 3 min de observagao.
Avaliacdo da atividade gastroprotetora

2.4.3 - Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto (ROBERT et al., 1979 com

modificacdes):

Ratos machos foram distribuidos em 5 grupos (n = 7) e passaram por um jejum de
16 horas antes de receberem uma dose oral do veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg),
carbenoxolona (100 mg/kg) e EHSM (125, 250 e 500 mg/kg de peso corporal). Apds 60
minutos, todos os grupos foram tratados por via oral com 1 mL de etanol absoluto para
induzir Ulceras gastricas. Depois de mais 1 h, os animais foram eutanasiados, os
estomagos retirados e abertos ao longo da maior curvatura, a extensdo das lesdes foi
medida através do software V-Brane Labiris Pro; as medigdes da lesdo foram expressas
como mm’. Amostras do tecido foram coletadas e armazenadas a -80°C para

caracterizagdes enzimaticas.

2.4.4 - Determinagao do fluxo sanguineo em ulcera géstrica induzida por etanol

absoluto (KWIENCIEN et al., 2002; ROBERT et al, 1979 com modificagdes):

Ratos Wistar machos receberam tratamentos orais com veiculo (salina 0,9%NaCl,
10 mL/kg), carbenoxolona 100 mg/kg ou EHSM 250 mg/kg. Grupo controle que ndo
recebeu tratamento (sham) foi adicionado no experimento para avaliar o fluxo
sanguineo em condi¢des normais. Decorrida uma hora apds os tratamentos, 1 mL de

etanol (99.5%) foi administrado oralmente. Apds uma hora, os animais foram
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anestesiados antes da incisdo na cavidade abdominal para facilitar o acesso ao
estomago, As medigdes foram realizadas em cinco areas da por¢do glandular do
estomago, onde os valores médios destas medi¢des foram calculados e expressos como
unidade de perfusdao (PU) comparados com o grupo controle (sham). O fluxo sanguineo
foi medido com o Laser Doppler (Morr Instruments, modelo VMS-LDF2, monitor de

perfusdo sanguinea e temperatura Millwey, Axminster, UK).

2.4.5 - Modelo de inducao de ulceras gastricas por Isquemia e Reperfusao (UEDA et

al., 1989 com modificacdes):

Os ratos foram divididos em trés diferentes grupos e tratados somente com veiculo
(salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg), EHSM na dose de 250 mg/kg ou Lansoprazol na dose de
30 mg/kg, apds um periodo de 16 horas de jejum. Realizada a administragdo oral, os
animais foram anestesiados (Ketamina 0,8 mgkg e Xilazina 0,4 mg/Kg - via
intramuscular), e decorridos 30 minutos foi realizada uma incisao de aproximadamente
3 cm, do lado esquerdo do abddmen onde a artéria celiaca foi isolada com um clamp
que permaneceu durante 30 minutos. Apds este periodo de isquemia, o clamp foi
removido (para permitir a reperfusdo) permanecendo assim os 60 minutos subseqiientes.
No final desse periodo, os animais foram eutanasiados e o estomago removido, aberto
ao longo da maior curvatura para exame das areas de lesdes utilizando-se o programa
AvSoft BioView. Amostras do tecido foram coletadas e armazenadas a -80°C para

caracterizagdes enzimaticas.

2.4.6 - Ulceras gastricas induzidas por DAINEs (Drogas Anti-inflamatorias ndo
esteroidais) (GUIDOBONO et al., 1997 com modificacdes):

Apds 16 h de jejum, os ratos dos diferentes grupos experimentais, foram tratados
com o EHSM em doses variaveis (125, 250 e 500 mg/kg), com 30 mg/kg de lansoprazol
ou veiculo (salina 0,9%, 10mL/kg). Trinta minutos ap6s o tratamento, as lesdes foram
induzidas por administragdo oral de 10 mL/kg da Indometacina (AINEs), solubilizada
em Carbonato de Sddio 0,5% na dose de 50 mg/kg. Os animais foram eutanasiados 6 h
ap6s a administragao da Indometacina e os estobmagos retirados e abertos ao longo da
maior curvatura, a extensdo das lesoes foi medida através do software V-Brane Labiris

Pro; as medi¢des das lesdes foram expressas como mm?.
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2.4.7 - Modelo de indugao de ulceras duodenais por Cisteamina (SZABO, 1978 com

modificagdes):

Ap6s 2 horas de jejum os ratos foram tratados por via oral com veiculo (salina 0,9%
NacCl, 10 mL/kg), Lansoprazol 30 mg/kg e EHSM 250 mg/kg. Decorridos 30 minutos
da administra¢do foi iniciada a inducdo de ulcera duodenal por administragcdo oral de
cisteamina em duas doses de 300 mg/kg com intervalo de 4 horas entre elas.
Transcorridas 24 horas ap6s o inicio do jejum, os animais foram eutanasiados e o
duodeno retirado para mensuracao das lesdes. A contagem das lesdes foi feita através de
score, onde 0= Auséncia de lesdo, 1= Erosdo superficial da mucosa, 2= Lesdes

necrosantes, 3= Lesdes perfurantes da mucosa.

2.4.8 - Avaliacdo da atividade antissecretoria do EHSM e analise dos parametros do

suco gastrico:

Foi adotado o modelo descrito por Shay et al. (1945) com modifica¢des, nos quais
os parametros do suco gastrico foram avaliados pelo efeito dos diferentes tratamentos
administrados oral ou intraduodenalmente, no intuito de avaliar o efeito local ou
sistémico do EHSM. Os animais que receberam o tratamento intraduodenalmente foram
anestesiados, apds 16 horas de jejum, e sofreram uma incisdo longitudinal logo abaixo
da apofise xifoéide para a amarradura de piloro. A administragdo das drogas veiculo
(salina 0,9%NaCl, 10 mL/kg, lansoprazol 30 mg/kg, EHSM 250 mg/kg) foi realizada
logo apds a amarradura, e decorridas 4 horas todos os animais foram eutanasiados. No
caso dos animais submetidos ao tratamento oral, inicialmente receberam os tratamentos
citados anteriormente e apds 30 minutos foi realizada a ligadura do piloro; entdo
decorrida 4 horas e 30 minutos foram eutanasiados. O conteudo estomacal foi coletado
e, em seguida determinado o peso do contetido géstrico, volume do suco géstrico, o pH.
Agua destilada foi adicionada para completar um volume de 10 mL, e a solucio
resultante foi centrifugada a 3.500 rpm por 20min. Retirou-se o sobrenadante e titulou-o
com solucdo de NaOH O0,01N, utilizando-se a fenolftaleina como indicador. A

concentragdo total do acido foi expressa em mEq/mL/4h.
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2.4.9 - Quantificacdo do muco gastrico aderido (RAFATULLAH et al., 1990):

Ratos apos aproximadamente 16 horas de jejum foram tratados com veiculo (salina
0,9% NaCl, 10 mL/kg), carbenoxolona (200 mg/kg) ou EHSM (250 mg/kg). Apds 1
hora do tratamento fez-se uma incisdo abdominal e foi realizada a ligadura do piloro.
Transcorridas 4horas da ligadura do piloro os animais foram mortos e a regido glandular
dos estdmagos foram colocadas em solu¢do de Alcian Blue (Alcian blue w/v 0,1%,
sacarose 0,16 mol/l, acetato de sddio 0,05 mol/l, pH 5,8) por duas horas. Os estdbmagos
foram lavados em solucdo de sacarose 0,25M e mantidos em solucdo de Cloreto de
Magnésio 0,5M por mais 2 horas, agitando-os periodicamente. Transcorridas 2 horas do
ultimo procedimento, os estdmagos foram retirados, secos, pesados e descartados. Na
solugdo foi adicionado éter dietilico na propor¢do 1:1, apds agitacdo e centrifugacdo o
sobrenadante foi descartado e a concentracdo de Alcian Blue mensurada em
espectrofotometro com A=598 nm. A producdo de muco foi expressa pela relagao entre

a quantidade de alcian blue ¢ a massa da regido glandular do estdmago.

2.4.10 - Determinacdo do papel dos grupamentos sulfidrilicos na citoprote¢ao

(MATSUDA et al., 1999; ROBERT et al., 1979 com modificacdes):

Ratos em jejum de 16 horas foram divididos em grupos de acordo com os pré-
tratamentos + tratamentos recebidos (Salina + Salina, NEM + Salina, Salina +
Carbenoxolona, NEM + Carbenoxolona, Salina + EHSM e NEM + EHSM). Os grupos
controles abrangeram todos os animais pré-tratados com solucdo salina (injegdo
intraperitoneal de 10 mL/kg), e os grupos teste, todos os animais pré-tratados com N-
etilmaleimida (NEM, um bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos) na dose de 10
mg/kg. Apds 30 minutos de realizado os pré-tratamentos os grupos receberam por via
oral os tratamentos veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg), Carbenoxolona (100 mg/kg)
ou EHSM (250 mg/kg). Depois de uma hora, os animais receberam por via oral ImL de
etanol para inducdo da ulceragdo. Decorrida 1 hora da indugdo da ulcera, os animais
foram eutanasiados e os estdmagos removidos para contagem das lesdes através do

software V-Brane Labiris Pro; as medig¢des da lesdo foram expressas como mm?.
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2.4.11 - Determinagdo do papel do Oxido Nitrico (NO) na citoprote¢io
(MATSUDA et al., 1999; ROBERT et al., 1979 com modificacgdes):

Ratos sob jejum de 16 h foram divididos em grupos de acordo com os pré-
tratamentos + tratamentos recebidos (Salina + Salina, L-NAME + Salina, Salina +
Carbenoxolona, L-NAME + Carbenoxolona, Salina + EHSM e L-NAME + EHSM). Os
grupos controles abrangeram todos os animais pré-tratados com solugao salina (inje¢ao
intraperitoneal de 10 mL/kg), e os grupos teste, todos os animais pré-tratados com N-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, um inibidor da 6xido nitrico sintase, andlogo da
L-arginina) na dose de 70 mg/kg. Apdés 30 minutos dos pré-tratamentos os grupos
receberam por via oral os tratamentos veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg),
Carbenoxolona (100 mg/kg) ou EHSM (250 mg/kg). Depois de uma hora, os animais
receberam por via oral ImL de etanol para inducdo da ulceragdao. Decorrida 1 hora da
inducdo da tlcera, os animais foram eutanasiados e os estdmagos removidos para
contagem das lesdes através do software V-Brane Labiris Pro; as medigdes da lesdo

foram expressas como mmz.

2.4.12 - Determinacao do envolvimento dos receptores vanildides na citoprote¢ao

(MATSUDA et al., 1999; ROBERT et al., 1979 com modificagdes):

Para avaliar o envolvimento dos receptores vanildides do tipo 1 no efeito
gastroprotetor do EHSM, os animais foram pré-tratados pela via sub-cutinea com o
bloqueador ndo-seletivo do receptor vanildide Ruthenium Red na dose de 6 mg/kg ou
com solu¢do salina 0,9%. Trinta minutos apos o pré-tratamento, os animais receberam
por via oral veiculo (salina 0,9% NaCl, 10 mL/kg) ou EHSM na dose de 250 mg/kg e
por via intraperitoneal capsaicina na dose de 5 mg/kg. Decorridos 90 min. do pré-
tratamento, todos os grupos foram tratados com 1 mL de etanol absoluto, via oral, para
a indugdo de ulceras gastricas. Trinta minutos da indugdo da lesdo gastrica, todos os
animais foram eutanasiados para a caracterizacdo da area de lesdo gastrica através do

software V-Brane Labiris Pro; as medi¢des da lesdo foram expressas como mm?.
2.4.13 - Analise do efeito sistémico do EHSM:

Para avaliar o efeito sisttmico do EHSM em ulceragdes gastricas experimentais foi

realizado o modelo de ligadura de piloro (SHAY, 1945) seguida da administragdo de
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etanol absoluto (ROBERT et al., 1979). Ratos, sob jejum de 16 horas, foram divididos
aleatoriamente em 6 grupos experimentais. Animais de 3 grupos foram anestesiados e
submetidos a cirurgia para ligadura do piloro duodenal e administracio intraduodenal de
veiculo (salina 0.9%NaCl, 10 mL/kg), sucralfato (1000 mg/kg) ou EHSM (250 mg/kg).
Os 3 grupos restantes foram submetidos apenas aos tratamentos com veiculo (salina
0.9%NaCl, 10 mL/kg), sucralfato (1000 mg/kg) ou EHSM (250 mg/kg) por via oral.
Decorrido 1 hora dos tratamentos orais ou intraduodenais, administrou-se 1 mL de
etanol absoluto em todos os animais. Apos 1 hora da administracdo do etanol, os
animais foram eutanasiados para a caracterizagdo da area de lesdo gastrica através do

software AvSoft BioView; as medic¢des da lesdo foram expressas como mm?.

2.4.14 - Determinacao dos niveis de Prostaglandina (PGE>)

A metodologia empregada foi segundo Curtis et al., (1995) com modificagdes. Os
animais foram divididos aleatoriamente nos grupos Branco (animal saudavel e sem
tratamento); veiculo (salina 10 mL/kg); indometacina (50 mL/kg); EHSM 125 mg/kg;
EHSM 125 mg/kg + Indometacina (50 mg/kg); EHSM 250 mg/kg; EHSM 250 mg/kg +
Indometacina (50 mg/kg). Primeiramente os animais foram pré-tratados com veiculo,
EHSM 125 e 250 mg/kg, 1 hora apds o pré-tratamento, os animais foram tratados pela
via oral com Indometacina 50 mg/kg. Apos 1 hora do tratamento oral, os animais foram
eutanasiados tiveram os estdmagos retirados as mucosas raspadas, o tecido foi picotado
e suspenso em tampao fosfato de sédio a 10 mM, pH 7,4. A solugdo obtida foi incubada
a 37°C por 20 minutos. O nivel de PGE> foi mensurada com um kit de dosagem

imunoenzimatico da R&D Systems (U.S.A) e as absorbancias foram lidas 4 480 nm.
2.4.15 - Determinagao da Mieloperoxidase (MPO):

A atividade da MPO foi mensurada de acordo com o método proposto por Krawisz
et al. (1984). Amostras de tecido gastrico foram descongeladas e em seguida o material
foi picotado e transferido para um tubo de vidro, adicionando-se tampao HTAB
(Brometo de hexadeciltrimetilaménio), de modo a se obter uma proporcao 1:20 (p/v). O
material foi entdo homogeneizado, usando o homegeneizador Heidoph. O
homegeneizado resultante foi dividido em 2 aliquotas de 1 mL, armazenadas em
eppendorfs. O material foi sonicado por 10 segundos e submetido a um triplo processo

de congelamento-descongelamento. Apds o ultimo descongelamento, a aliquota foi
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centrifugada a 8300 rpm por 10 minutos a 4°C. Em uma placa de 96 canais, foram
adicionados 50 pL do sobrenadante de cada amostra em pocinhos distintos, 150 pL do
tampdo de reacdo (cloridrato de orto-dianisidina). Em seguida, foi determinado o
incremento de absorvancia a 450 nm usando um espectrofotometro. Os resultados serdao

expressos em U de MPO/g de tecido.

2.4.16 - Determinagao da Glutationa (GSH):

A determinagdo do contetido de glutationa reduzida foi realizada de acordo com o
método descrito por Anderson (1985). Para efetuar a determinag¢do do conteudo de
glutationa reduzida, fragmentos da mucosa géstrica foram descongelados, picotados e
posteriormente homogeneizados com uma solucao de TCA 5% em uma proporcao final
de 1:20 (p/v), descontando-se 1mL de TCA ja contido no eppendorf devido ao
congelamento da amostra. Apdés a homogeneizagdo, o material foi centrifugado a
4000rpm por 10 min a 4°C. 20 pL do sobrenadante foram colocados em uma placa de
96 pogos, onde se adicionou 140 uL de NADPH, 5 pL de PBS e 20 uL de DTNB. A
placa foi colocada no leitor de placas do espectrofotdmetro, onde permaneceu incubada
por 5 min em uma temperatura de 30°C. Apos este periodo adicionou-se 15 pL de
glutationa redutase e o incremento de absorbancia a 412 nm foi registrado no
espectrofotometro. A concentracdo de glutationa foi calculada a partir da curva obtida
por interpolacdo em uma curva padrdo realizada com glutationa e os resultados

expressos como nmol/g de tecido.

2.4.17 - Quantificagdo de malondialdeido (MDA) (OHKAWA, et al., 1979 com

modificagdes):

Este método ¢ utilizado para avaliar o nivel de peroxidacao lipidica do tecido. Tiras
de tecido gastrico armazenadas do modelo de etanol absoluto e de isquemia e reperfusdo
foram homogeneizados com KCIl 1.15% (1:5). Apdés a homogeneizagao, as amostras
foram centrifugadas a 9000 rpm por 10 min. a 4°C e o sobrenadante foi coletado. Em
tubos de ensaio foram adicionados 400 pL de dgua destilada, 200 pL de lauril 8.1%,
1500 pL de acido acético 20% pH 3.5 e 1500 uL de acido tiobarbiturico (TBA) 0,8%
diluido em acido acético 20% e 400uL de amostra. A solugao foi incubada a 95°C por
lh 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 pocos. O malondialdeido
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(MDA) formado reage com o TBA produzindo uma rea¢dao colorimétrica que foi
determinada utilizando um espectrofotometro com comprimento de onda de 532 nm. Os

resultados foram expressos em nmol de MDA/g de tecido.

Estudo da acdo do EHSM sobre a motilidade gastrointestinal e diarreia

2.4.18 — Motilidade gastrintestinal (STICKNEY & NORTHUP, 1959 com

modificagdes):

Camundongos apods 6 horas de jejum, foram tratados com veiculo (salina 0,9%NacCl,
10 mL/kg), morfina 2,5 e 5 mg/kg por via subcutanea ou EHSM (125, 250 e 500 mg/kg)
via oral. Apos 1 hora do pré-tratamento, foi administrado por via oral o carvao ativado
(1g/kg) e ap6s 30 minutos os animais foram eutanasiados e feita a relagcdo entre a

distancia percorrida pelo carvao ativado e o tamanho total do intestino delgado.

2.4.19 - Diarreia induzida por o6leo de ricino (AWOUNTERS et al., 1978
modificado por Mkherjee et al., 1998):

Camundongos Swiss machos, apds 16 horas de jejum, foram tratados por via oral
com veiculo (salina 0,9%NaCl, 10 ml/’kg), EHSM (125 e 250 mg/kg) ou loperamida (10
mg/kg). Apos 1 hora foi administrado por via oral 0,2 mL de 6leo de ricino (agente
indutor de diarreia) e cada animal foi colocado em caixas individuais forradas com
papel filtro e observados durante 4 horas. Foram avaliados o tempo inicial de evacuagao

aquosas € a consisténcia das fezes.

Ensaios in vitro

2.4.20 - Atividade sobre o crescimento em Staphylococus aureus, Escherichia coli e

Helicobacter pylori

EHSM foi avaliado nas seguintes concentragdes: 7,81; 15,62; 31,25; 62,5; 125; 250;
500 ou 1000 pg/ mL na presenca de H. pylori (ATCC 43504 isolado de pacientes com
ulcera duodenal). O extrato foi avaliado também na presenga de S. aureus (ATCC
25923) ¢ E. coli (ATCC 25922). As bactérias foram mantidas, durante a realizagdo dos
ensaios, em meio de cultura nutriente-agar, sendo repicadas periodicamente. Foi

utilizado omeprazol (H. pylori) e ampicilina para as demais bactérias como controles
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positivos, respectivamente. As placas foram examinadas visualmente e
espectrofotometricamente, determinando-se a concentragdo inibitéria minima (MIC) do
EHSM. Os resultados s6 foram considerados validos quando o MIC dos controles
apresentou valores dentro daqueles estabelecidos pelo Comité Nacional para Padroes de

Laboratorio Clinicos (NCCLS, 2002 e 2003).

2.5 - ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média dos
parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos a analise de variancia
de uma via (ANOVA), seguida do teste de Dunnett; Tukey; Kruskal-Wallis ou Dunn
para comparacgdo entre trés grupos ou mais; teste de Student (t) para comparacdo entre
dois grupos. A andlise estatistica dos resultados considerou como nivel de significancia

minima de p < 0.05.

3 Resultados

O estudo farmacologico dos efeitos do EHSM, foram avaliados em modelos
experimentais de ulceras pépticas agudas frente a diversos agentes lesivos e também foi
realizado teste de toxicidade aguda e perfomance motora para avaliar a sua seguranga e

excluir um possivel efeito toxico.

a. Toxicidade aguda e screening hipocratico

A administrag¢do oral de 5000 mg/kg de EHSM em camundongos machos e fémeas
ndo provocou alteragdes nos pardmetros comportamentais analisados (Anexos 3 e 4).
Apo6s os 14 dias subsequentes da administragdo oral do EHSM, nenhum dos animais
morreu ¢ nenhuma mudanga significativa no peso corporal diario (Fig. 1 € 2) e no peso
dos orgdos (Tabela 1 e 2) foi observada ao final deste periodo. Este resultado nos
assegura a continuidade dos estudos farmacoldgicos com esta espécie utilizando a via

oral e nos leva a continuar com os ensaios biologicos.
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Fig. 1. Evolucédo do peso corporal (g) de camundongos machos tratados com dose tnica do EHSM (5000
mg/kg). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias (n=7-8). Os pontos representam as

médias de peso dos grupos para cada dia de observagdo. Teste t “Student”.
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Fig. 2. Evolugdo do peso corporal (g) de camundongos fémeas tratadas com dose tnica do EHSM (5000
mg/kg). Média do peso (g) dos animais monitorados durante 14 dias (n=10). Os pontos representam as

médias de peso dos grupos para cada dia de observagao. Teste “t” de Student.
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Tabela 1. Efeito do tratamento agudo com o EHSM (5000 mg/kg) sobre os 6rgaos de camundongos

machos (g) no modelo de toxicidade aguda.

Toxicidade Machos — arcoseno (relaciio peso orgao/peso animal)

N Coracao Rins Pulmoées Figado Baco Testiculos
Veiculo
8 3,99+0,07 6,47+0,12 4,30+0,12 13,10+0,20 3,18+0,16 4,14+0,11
(Salina 10 mL/kg)
EHSM
7 3,9340,13 6,68+0,24 4,41+0,15 14,80+1,05 4,34+0,88 4,13+0,12
(5000 mg/kg)

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média. Significlncia estatistica foi

determinada por Teste “t” de Student.

Tabela 2. Efeito do tratamento agudo com o EHSM (5000 mg/kg) sobre os 6rgdos de camundongos

fémeas (g) no modelo de toxicidade aguda.

Toxicidade Fémeas — arcoseno (relaciao peso érgiao/peso animal)

N  Coracao Rins Pulmoes Figado Baco #Ovarios*100 Utero
Veiculo
10 4,14+0,08 5,99+0,19 5,13+0,20  13,90+0,36  3,38+0,11 10,32+1,28 2,29+0,31
(Salina 10 mL/kg)
EHSM
10 3,92+0,17 5,97+£0,10 4,66+0,15 13,58+0,22  3,50+0,17 8,83%1,26 2,10+0,34
(5000 mg/kg)

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da média. Significancia estatistica foi
determinado por teste “t” de Student. # Os valores reais foram multiplicados por 100 para que fosse

possivel a realizagdo da conversdo dos dados em arcoseno e posterior analise estatistica.
b. Avaliacao da performance motora

Para excluir uma possivel atividade neurotdéxica do EHSM foi realizado o teste
que avalia a coordenagdo motora dos animais tratados com o extrato através do aparato
Rota Rod (performance motora). Neste modelo experimental, o tratamento oral com o
EHSM na dose de 5000 mg/kg nao produziu alteragdes no numero de quedas (2.87 £
0.71) dos animais durante o periodo avaliado (180 segundos), quando comparado ao
grupo controle (veiculo) (1.60 £ 0.50). O grupo tratado com diazepam apresentou um

aumento significante no nimero de quedas (5.62+0.37), como mostra a figura 3.
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Fig. 3. Avaliacdo do numero de quedas dos camundongos tratados oralmente com EHSM (5000 mg/kg)
no modelo de Rota Rod. Os resultados foram expressos como média + e.p.m e a significancia estatistica
foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunn; **p <0.01. ns = diferenca ndo significativa. O
nimero de vezes (x) indica o aumento no nimero de quedas em relacdo ao grupo controle negativo

tratado com o veiculo.
c. Atividade gastroprotetora
i) Lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

No modelo de ulcera gastrica induzida por etanol, o EHSM administrado
oralmente nas doses de 125, 250 ou 500 mg/kg protegeu significativamente a mucosa
gastrica da tlcera induzida pelo agente lesivo em 60,86%; 60,13% ou 90,23%,
respectivamente, como mostrado na Fig.4. O controle positivo, carbenoxolona (100
mg/kg), protegeu em 94,77% a mucosa gastrica quando comparado ao grupo controle

negativo (veiculo). Nao houve diferenca significativa entre as doses testadas (p>0.05).
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Fig. 4. Avaliacdo das diferentes doses de EHSM (125; 250 ¢ 500 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg)
frente a0 modelo de ulceras gastrica induzidas por etanol absoluto em ratos. Os resultados foram
expressos como média + e.p.m (n=7-8) e a significincia estatistica foi determinada pela ANOVA seguida
de teste de Dunnett; *p<0.05 e ***p<0.001 comparado com o grupo controle (veiculo). Porcentagem

indica a protecdo em relagdo ao veiculo.

A figura 5 mostra o efeito gastroprotetor do EHSM e os parametros bioquimicos
incluindo o contetido da glutationa reduzida (GSH) e a atividade da mieloperoxidase no
tecido da mucosa gastrica de animais com lesdes gastricas induzidas por etanol e
tratados com EHSM. Os dados obtidos nos mostra um aumento significativo nos niveis
de MPO e uma diminui¢do no conteudo da GSH no estdmago de animais pré-tratados
com veiculo comparado ao sham (animal submetido ao mesmo estresse do jejum, mas
que nao recebeu nenhum tratamento). Os niveis de glutationa reduzida na mucosa
gastrica se mantiveram nas doses de 125 e 250 mg/kg e aumentou significativamente na
dose de 500 mg/kg em ratos pré-tratados com EHSM, j4 os niveis de MPO diminuiram
significativamente em todas as doses (125; 250 e 500 mg/kg). Os dados obtidos de
animais tratados com EHSM (Fig. 5) foram semelhantes com os aqueles observados de
animais sham e nos mostra os possiveis efeitos benéficos do EHSM na mucosa gastrica.
A carbenoxolona na dose de 100 mg/kg, utilizada como controle positivo, teve uma

manutengao nos seus niveis de GSH e uma redu¢ao nos niveis de MPO, assim como o

EHSM.
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Fig 5. Efeito gastroprotetor do EHSM (125, 250 ¢ 500 mg/kg) frente ao modelo de tlceras gastricas
induzidas por etanol absoluto em ratos. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=7-8) ¢ a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett; ## p<0.01 para o
conteudo de GSH e + p<0.05; ++ p<0.01 e +++ p<0.001 para a atividade da MPO comparado com o

grupo veiculo.

Também no modelo de tulceras gastricas induzidas por etanol absoluto foi
avaliado os niveis de peroxidagao lipidica. O EHSM nas doses de 125, 250 e 500 mg/kg
foi capaz de reduzir a peroxidagdo lipidica em 24,61%; 20,79% e 27,89%,
respectivamente em relagdo ao grupo veiculo (salina 10 mL/kg). O grupo controle
positivo (carbenoxolona 100 mg/kg) foi capaz de reduzir os niveis da peroxidacdo
lipidica em 20,72% em relacdo ao veiculo, € o grupo sham reduziu os niveis do
malondialdeido, utilizado como um marcador de peroxidacdao lipidica, em 13,98%

quando comparado ao grupo veiculo (fig. 6).

—— MPO(U/gde tecido)
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Fig. 6. Avaliagdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (MDA) em animais pré-tratados com EHSM
submetidos ao modelo de tlceras gastricas induzidas por etanol absoluto. Os resultados foram expressos
na forma de média + e.p.m (n-7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a
posteriori de Dunnett; *p<0,05 e ***p<0,001. A porcentagem indica a reducdo na peroxidagio lipidica

em relagdo ao grupo controle negativo.

O etanol ¢ responsavel por causar lesdes hemorragicas no tecido géstrico pela
isquemia e hipoxia tecidual. O EHSM (250 mg/kg) foi capaz de manter o fluxo
sanguineo mesmo em detrimento da agdo isquémica causada pelo etanol no tecido
gastrico em relagdo ao grupo tratado com veiculo. A carbenoxolona (100 mg/kg), como
esperado, manteve o fluxo em relagdo ao grupo controle negativo. O grupo sham
também mantém o fluxo sanguineo em relacdao ao grupo veiculo, considerando que este

nao foi submetido ao agente isquémico (fig. 7).
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Fig 7. Avaliacdo do fluxo sanguineo gastrico em ratos pré-tratados com EHSM frente ao modelo ulceras
gastricas induzidas por etanol. Os resultados foram expressos na forma de média + e.p.m (n=10) e a
significncia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett; **p<0,01 e

**%p<0,001 em relagdo ao grupo controle veiculo.
ii) Lesao gastrica induzida por isquemia/reperfusao

A partir dos resultados expostos anteriormente, foi escolhida uma tUnica dose
(250 mg/kg) do EHSM para a caracterizagdo dos mecanismos de acao do extrato.

O presente estudo avaliou a possibilidade do EHSM em proteger a mucosa
gastrica de ratos submetidos ao dano oxidativo induzido pela isquemia-reperfusao.
Como esperado, houve um aumento na area de lesdo dos estomagos dos animais
tratados com veiculo (fig. 8). O tratamento oral com lansoprazol (utilizado como
controle positivo na dose de 30 mgkg) e o EHSM (250 mg/kg) diminuiram
significativamente a extensdao das lesdes ulcerativas em 70,49% e 58,31%,
respectivamente, em relagdo ao grupo tratado com veiculo. O efeito tanto do EHSM
como do lansoprazol ndo foi mediado pela GSH porque os niveis de GSH diminuiram
em relacdo ao grupo veiculo. O grupo sham teve seus niveis de GSH mantidos estaveis
em relagdo ao controle negativo. Em relacdo a atividade da mieloperoxidase tanto o
lansoprazol quanto o EHSM foram capazes de diminuir a atividade da enzima

mieloperoxidase (fig. 8).
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Fig. 8. Efeito gastroprotetor do EHSM (250 mg/kg) nos niveis de GSH e na atividade da MPO frente ao
modelo de ulcera gastrica induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos. Os resultados foram expressos
como média £ e.p.m (n=7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA seguida de teste
de Dunnett; *p<0.05 para a area de lesdo; ++ p<0.01 e +++ p<0.001 para a atividade da MPO comparado
com o grupo veiculo. A porcentagem indica a protecdo em relagdo ao grupo veiculo. Para fins de

adequacdo estatistica os valores de MPO foram divididos por 100.

O EHSM também foi avaliado quanto a sua capacidade em reduzir a
peroxidacdo lipidica (MDA) na mucosa géstrica apos o periodo de isquemia-reperfusdo
(fig. 9). Neste modelo, o EHSM reduziu a peroxidagao lipidica provocada pelas lesdes
ulcerativas de forma significativa, com 11,92% de reducao em relagao ao grupo controle
negativo tratado com veiculo. O grupo controle positivo (lansoprazol 30 mg/kg)
também reduziu os niveis de MDA, com média de 12,34% em relacdo ao controle
negativo (veiculo), e o sham (animal operado porém sem sofrer o procedimento de
isquemia e reperfusdo) teve o seu nivel de MDA de 16,24% menor que o controle

negativo (fig. 9).
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Fig. 9. Avaliagdo dos niveis de peroxidacdo lipidica (MDA) em animais pré-tratados com EHSM
submetidos ao modelo de tlceras gastricas induzidas por isquemia-reperfusdo em ratos. Os resultados
foram expressos na forma de média + e.p.m (n-7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett; *p<0,05. A porcentagem indica a reducdo na peroxidagao

lipidica em relag@o ao grupo veiculo.

iii) Lesao gastrica induzida por DAINE

O EHSM foi testado frente a um modelo de indugdo de ulceras por indometacina
(DAINE). Todas as doses do EHSM avaliadas neste modelo ndo apresentaram um efeito
gastroprotetor em relacdo ao grupo veiculo (controle negativo) (fig. 10). O grupo
controle positivo lansoprazol apresentou protecdo de 100% em relagdo ao grupo

veiculo.
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Fig. 10. Avaliagdo do efeito gastroprotetor do EHSM frente ao modelo de tlceras gastricas induzidas por
indometacina (DAINE). Os resultados foram expressos na forma de média £ e.p.m (n-7-8) e a
significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett; ***p<0,001. A

porcentagem indica a prote¢do em relagdo ao grupo veiculo.

d. Ulcera duodenal induzida por cisteamina

Em adi¢do ao efeito protetor exercido pelo EHSM em modelos experimentais
gastricos in vivo, EHSM foi avaliado frente a lesdes duodenais induzidas pela
cisteamina em ratos, modelo que causa dano perfurante e lesdes extensas no tecido
duodenal (Carvalho, in press). O tratamento prévio com o EHSM na dose de 250 mg/kg
ndo preveniu o surgimento de lesdes ulcerativas perfurantes induzidas por cisteamina,
com indice de lesdo duodenal préximo ao grupo tratado com solugdo salina (fig. 11). O
lansoprazol, utilizado como controle positivo, foi capaz de reduzir a lesdo duodenal em

46,43% quando comparado ao grupo veiculo.
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Fig. 11. Avaliagdo do efeito gastroprotetor do EHSM (250 mg/kg) frente ao modelo de tlceras duodenais
induzidas por cisteamina. Os resultados foram expressos como média + e.p.m ¢ a significancia estatistica
foi determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunn; **p <0.01. ns = diferenga ndo significativa. A

porcentagem indica a proteg¢do em relagdo ao grupo veiculo.

e. Avaliacao dos mecanismos de acao
i. Atividade antissecretoria

Ap0s ter caracterizado a ag¢do gastroprotetora do EHSM, avaliamos os possiveis
mecanismos de agdo envolvidos nesta atividade antiulcerogénica. Foi avaliado o
efeito do EHSM sobre os parametros do suco gastrico para verificar uma possivel
acdo antissecretoria. Através do modelo de ligadura do piloro, o EHSM
administrado pela via oral, ndo foi capaz de alterar nenhum dos pardmetros do suco
gastrico observados (tabela 3). Em contrapartida o lansoprazol, utilizado como
controle positivo neste experimento, aumentou o pH, reduziu volume e reduziu a

concentragdo de H' do suco gastrico.

O efeito sisttmico do EHSM foi avaliado pela administragdo através da via
intraduodenal. O tratamento com EHSM reduziu o peso do conteudo géstrico € o

volume do suco gastrico. O lansoprazol, alterou todos os pardmetros avaliados

(tabela 3).
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Tabela 3. Efeitos do EHSM (250 mg/kg) administrados oralmente (v.0) ou intraduodenalmente (i.d)

nos parametros do suco gastrico no modelo de ligadura do piloro em ratos.

Peso do conteudo

Volume do suco

Concentracao de

Via Tratamento pH hidrogénio H*
gastrico gastrico
(mEq/L)
Veiculo 3,010+ 0,4199 1,377 £ 0,0936 3,367 £0,4193 8,853 +0,4372
Lansoprazol
V.0 1,609 + 0,2351 5,927 + 0,4588*** 1,756 £0,2892* 3,663 +0,3115%**
) 30 mg/kg
EHSM
3,027 + 0,5256 1,619 £0,1625 3,330 £ 0,6044 8,830 + 0,5585
250 mg/kg
Veiculo 5,451 +0,4204 1,409 + 0,03680 5,829 +0,4235 15,98 + 1,606
Lansoprazol
LD 1,571 £0,1906 *** 6,060 + 0,3546 *** 1,860+ 0,2112 *** 8286+ 0,8077*
: 30 mg/kg
EHSM
2,983 + 00,3681 *** 1,703 £0,06716 3,350 +0,3417 *** 15,87 £2,359
250 mg/kg

Os resultados foram expressos na forma de média + e.p.m (n-7-8) e a significancia estatistica foi

determinada pela ANOVA seguido pelo teste a posteriori de Dunnett; *p<0.05 e ***p<0,001 em

rela¢do ao grupo tratado com veiculo.

ii. Quantificacdo do muco aderido a mucosa gastrica

Outro possivel mecanismo de agdo relacionado com a gastroprote¢ao do EHSM

¢ a produ¢do de muco. A atividade gastroprotetora pode estar relacionada com o

fortalecimento dos mecanismos de defesa da mucosa gastrica. O efeito do EHSM no

aumento de muco aderido a mucosa gastrica foi avaliado através da ligadura de piloro

em ratos. A administracdo oral de EHSM (250 mg/kg) resultou em um aumento

significativo de muco nos estdmagos dos ratos em 1,22 vezes em relagdo ao grupo

veiculo. O controle positivo utilizado neste experimento, carbenoxolona 200 mg/kg,

também elevou significativamente a quantidade de muco aderido em 1,06 vezes quando

comparado ao grupo controle negativo (veiculo) (fig. 12).
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Fig. 12. Quantificacdo de muco aderido a mucosa gastrica em ratos pré-tratados com o EHSM (250
mg/kg). Os resultados foram expressos como média =+ e.p.m e a significincia estatistica foi determinada
pela ANOVA seguida de teste de Dunnett; ***p <0.001. O niimero de vezes (x) indica o aumento na

quantidade de muco aderido a mucosa gastrica em relacdo ao grupo veiculo.

iii. Determinacdo do papel dos grupamentos sulfidrilicos, NO e nervos

sensiveis a capsaicina na gastroprotecao

Para avaliar a participagdo do EHSM sobre os compostos sulfidrilicos os animais
foram pré-tratados com NEM (bloqueador de compostos sulfidrilicos). A gastroproteg¢do
que antes era verificada nos tratamentos com a carbenoxolona (100 mg/kg) ou EHSM
(250 mg/kg) quando pré-tratados com salina 0,9% (98,32% e 60,6%, respectivamente)
nao foi perdida no pré-tratamento com NEM (carbenoxolona protegeu 57,24% e o
EHSM protegeu 53,93% a mucosa géastrica). Os resultados indicam que tanto a
carbenoxolona quanto o EHSM ndo dependem dos grupamentos sulfidrilicos para
exercerem sua ac¢ao gastroprotetora (tabela 4). Embora o pré-tratamento com o NEM
aumente a area de lesdo, ambas as drogas ainda exercem agdo gastroprotetora
significativa.

Na tabela 4 também podemos ver os resultados obtidos no estudo do
envolvimento do 6xido nitrico na atividade antiulcerogénica do EHSM. Observa-se que
a acdo gastroprotetora, frente ao agente lesivo etanol, proporcionada tanto pela
carbenoxolona quanto pelo EHSM nos grupos de animais pré-tratados com veiculo
(protecao de 97,06% e 56,42%, respectivamente), ndo foram revertidas quando os
grupos foram pré-tratados com L-NAME (inibidor da NO sintase), (prote¢ao de 71,07%
e 67,65%, respectivamente). Nas comparagdes entre grupos de mesmo tratamento,

constatou-se diferenca estatisticamente significativa apenas no grupo controle negativo,
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animais tratados com solu¢do salina 0,9%. Esses resultados indicam que tanto a
carbenoxolona quanto o EHSM nao possuem efeito antiulcerogénico de forma
dependente do 6xido nitrico.

O envolvimento de receptores de potencial transitorio vaniléide 1 (TRPV-1) na
acdo do EHSM foi analisado em animais pré-tratados com Ruthenium red (bloqueador
de TRPV), e submetidos a inducdo de ulceras gastrica por etanol. Em animais pré-
tratados com salina e tratados com capsaicina ¢ EHSM, obtivemos 53,87% e 76,82% de
protecao, respectivamente. Quando administrado Ruthenium red a prote¢do que antes
era evidenciada em animais tratados com capsaicina foi perdida, mas o EHSM
continuou a exercer sua agdo protetora (79,53%) (tabela 4). Constatou-se que ao
contrario da capsaicina, 0 EHSM nio teve sua acdo protetora revertida, indicando que

sua a¢do antiulcerogénica ndo seja exercida via TRP.
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Tabela 4. Efeitos do EHSM (250 mg/kg) em lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos pré-tratados

com NEM (um bloqueador de compostos sulfidrilicos), L-NAME (inibidor da NO sintase) ou Ruthenium
Red (bloqueador de TRPV).

Pré-tratamento (i.p) Tratamento (v.0) Dose Area de lesio e e
lesdo gastrica
Salina Salina - 259,1 + 63,85 -
Salina Carbenoxolona 100 mg/kg 4,368 £2,676%** 98,32
Salina EHSM 250 mg/kg 102,1 £21,11* 60,6
NEM Salina - 369,9 + 74,53ns -
NEM Carbenoxolona 100 mg/kg 158,2 +42,86*; ns 57,24
NEM EHSM 250 mg/kg 170,1 + 40,08*; ns 53,93
Salina Salina - 256,3 + 62,99 -
Salina Carbenoxolona 100 mg/kg 7,559 + 4,322%** 97,06
Salina EHSM 250 mg/kg 111,7 £ 25,45%* 56,42
L-NAME Salina - 575,5 + 30,54### -
L-NAME Carbenoxolona 100 mg/kg 166,5 £ 99,33***; ng 71,07
L-NAME EHSM 250 mg/kg 186,2 + 57,98**; ns 67,65
Salina Salina - 146,4 + 25,71 -
Salina Capsaicina 5 mg/kg 67,54 +£22,01* 53,87
Salina EHSM 250 mg/kg 33,95 + 14,25%* 76,82
Ruthenium Red Salina - 321 +45,82## -
Ruthenium Red Capsaicina S mg/kg 214,6 +41,29ns; # -
Ruthenium Red EHSM 250 mg/kg 65,71 £29,72%**: ng 79,53

Os resultados foram expressos na forma de média = e.p.m. e a significancia estatistica foi determinada

pela ANOVA com teste a posteriori de Dunnett; *p<0,05; **p<0,01 e ***p<0,001 representa a diferenga

em relagdo ao grupo tratado com salina. ANOVA com teste a posteriori de Tukey; #p<0,05; ##p<0,01 e

###p<0,001 representa a diferenga em relagdo aos pré-tratamentos. (ns = diferenga ndo significativa). A

porcentagem indica a proteg¢do em relagdo ao grupo tratado com salina.
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iv. Avaliacao da atividade local e sistémica de EHSM

Para investigar se o EHSM atua por via local ou sist€émica, animais passaram
pelo procedimento experimental de ligadura de piloro e posteriormente, receberam
o etanol absoluto pela via oral. Neste modelo, os animais receberam o EHSM por
duas vias: oral, para avaliar seu efeito local e intraduodenal para verificar se
apresenta efeito sistémico. A analise foi feita comparando os resultados entre esses
dois tratamentos (fig. 13). Observou-se que os ratos tratados com EHSM (250
mg/kg) e o sucralfato (1000 mg/kg) por via oral apresentaram significativa acdo
protetora (48,26% e 65,37%, respectivamente). No entanto, quanto submetidos aos

tratamentos intraduodenal o EHSM e o sucralfato perderam sua gastroprotegao.
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Fig. 13. Avaliagdo da ag@o local e sistémica do EHSM na protegdo gastrica de ulceras induzidas por
etanol absoluto. Os resultados foram expressos como média + e.p.m e a significlncia estatistica foi
determinada pela ANOVA seguida de teste de Dunnett; *p<0.05 e **p <0.01. ns = diferenga ndo

significativa. A porcentagem indica a prote¢do em relag@o ao grupo veiculo.
v. Quantificacdo de PGE2 na mucosa gastrica

Outro mecanismo de a¢do avaliado foi o envolvimento das PGs na atividade do
EHSM. A figura 14 demonstra que a administragdao da indometacina (50 mg/kg), o
inibidor da sintese de PGE: foi capaz de reduzir significativamente a sintese deste
prostanodide. A administracdo de EHSM (125 e 250 mg/kg) isoladamente ndo promoveu
a estimulacdo da sintese de PGE,, apresentando os niveis préximos aos dos animais

tratados somente com o veiculo. Ja a administragdo do EHSM (125 e 250 mg/kg) em
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associacao com indometacina (50 mg/kg) nao foram capazes de manter os niveis de

PGE; elevados.
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Fig. 14. Determinacdo dos niveis de PGE, em animais submetidos ao pré-tratamento com EHSM (125 e
250 mg/kg) no modelo de tlceras gastricas induzidas por DAINEs. Os resultados foram expressos na
forma de média + e.p.m (n-7-8) e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA com teste a
posteriori de Tukey; letras diferentes representam diferencas estatistica de p<0,05. INDO 50 = tratamento

com indometacina 50 mg/kg.

f. Avaliacao da motilidade intestinal

Uma vez comprovada a atividade antiulcerogénica do EHSM, também
avaliamos se o extrato altera o transito gastrintestinal. Extratos que alteram o
transito intestinal interferem na absor¢do e também podem interferir na sua acdo

terapéutica e de outras substincias.

Foi avaliado primeiramente o potencial efeito do EHSM na motilidade intestinal
de camundongos em diferentes doses do extrato (fig. 15). Os resultados indicam
que nao houve interferéncia do EHSM na motilidade intestinal, em nenhuma das
doses testadas, quando comparado com o grupo veiculo. Somente os animais
tratados com morfina (2,5 mg/kg) reduziram de modo significativo o transito

intestinal em 16,67%.
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Fig. 15. Avaliagdo do EHSM (125; 250 ¢ 500 mg/kg) sobre a motilidade intestinal Os resultados
foram expressos como média + e.p.m e a significancia estatistica foi determinada pela ANOVA
seguida de teste de Dunnett; *p<0.05 e ***p <0.001. ns = diferenga ndo significativa. A

porcentagem indica a redu¢do na motilidade em relagdo ao grupo veiculo.
g. Avaliacio do efeito antidiarreico

O EHSM também foi avaliado frente a um modelo de indu¢do de diarreia para
avaliar os seus possiveis efeitos. O EHSM ndo foi eficaz em reduzir as evacuagdes
induzidas pelo agente catartico, o0leo de ricino (tabela 5). O controle positivo,
loperamida, reduziu de modo significativo o inicio das evacuagdes, bem como reduziu a

quantidade destas evacuagdes liquidas.
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Tabela 5. Avaliagdo do EHSM sobre o modelo de inducdo de diarreia por 6leo de ricino em

camundongos
Tempo inicial Quantidade de evacuacoes
Dose
Tratamento evacuacio aquosa .
(mg/Kg) . e o Inibicao
(minutos) normal semi-solida liquida >
0
Veiculo 78,63 £12,13 1,37+0,46 1,75+0,52 4,25+0,95
Loperamida 10 218,8+£14,56 *** 0,37+0,18 ns  0,12+0,12 ns 0,87+£0,51 * 79,53
EHSM 125 76,43+9,35 ns 1,14+0,76 ns  0,18+0,63 ns  3,42+1,15ns 19,53
EHSM 250 98,13+7,04 ns 1,50+0,37ns  0,87£0,35ns  4,50+1,01 ns 0

Os resultados foram expressos como média £ e.p.m e a significdncia estatistica foi determinada pela
ANOVA com teste a posteriori de Dunnett para o tempo de inicio das evacuagdes aquosas e Kruskal-
Wallis seguido de Dunn para a quantidade de evacuagdes. *p<0,05; ***p<0,001. (ns= diferenca ndo
significativa). Os numeros indicam a porcentagem de inibi¢do da quantidade de evacuagdes liquidas em

relagdo ao grupo veiculo.

h. Ensaios in vitro

i. Avaliagdo da acio antimicrobiana sobre S. aureus, E. coli e H. pylori

Na tabela 6 estdo os resultados do efeito do EHSM no crescimento de
Staphyloccocus aureus, Escherichia coli e Helicobacter pylori. Neste estudo avaliamos
a atividade antimicrobiana in vitro do EHSM frente a bactéria E. coli, e este teve uma
concentragao inibitoéria minima (MIC) de 250 pug/mL. O EHSM quando testado frente a
S. aureus obteve um MIC de 125 pg/mL. A H. pylori, importante bactéria causadora de
ulceras, foi inibida com 75 pg/mL do EHSM. Como controle positivo foi utilizado o

omeprazol para H. pylori, ampicilina para as demais bactérias.
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Tabela 6. Avaliagdo do efeito do extrato EHSM sobre o crescimento em S. aureus, E. coli e H. pylori

Bactéria EHSM
(ng/ml)
Staphyloccocus aureus 125
Escherichia coli 250
Helicobacter pylori 75

Os numeros indicam o MIC do extrato nas diferentes avaliagdes

3.4 Discussao

Na familia Sapindaceae destacam-se os géneros: Paullinia, Cupania e Serjania,
muitas das quais usadas para a pesca por serem consideradas narcoticas para os peixes.

Apresentam também, significativos efeitos farmacoldgicos, especialmente sobre o

Sistema Nervoso Central (DI STASI & HIRUMA-LIMA, 2002).

No teste de toxicidade, em camundongos machos ¢ fémeas, os resultados
mostram que o tratamento agudo com EHSM ndo apresentou sinais de toxicidade aguda
em nenhum dos parametros analisados. Nao foram registrados alteracdo do peso
corporal nem alteracdes dos pesos dos drgaos vitais apos tratamento com a dose inicial
de 5000 mg/kg de EHSM. O acompanhamento do peso corporeo do animal ¢ um
importante indicador para a avaliagdo da toxicidade de uma substincia (JAHN &
GUNZEL, 1997). Em continuidade, foi realizada a avaliacdo do desempenho motor de

camundongos na barra giratoria (Rota Rod).

O modelo de Rota Rod nos permite detectar agentes que causam relaxamento
e/ou que produzem falta de coordenacdo motora (COSTA, 2013). Este teste avalia a
habilidade do animal em se manter equilibrado em uma haste em rotacao. O aparelho
de Rota Rod tem uma superficie cilindrica movendo ao redor de um eixo numa
aceleragdo de 5 rpm. Trata-se de um método nao-especifico, uma vez que mede
indistintamente, efeitos neuroldgicos, estimulantes e depressores sobre a coordenacao
motora, aos quais também ¢ atribuido o termo neurotoxicidade (DALLMEIER &
CARLINI, 1981). Os benzodiazepinicos, como o diazepam, utilizado como controle
positivo neste experimento, foi introduzido na clinica por ser descrito como uma droga

ansiolitica, hipnoética, anticonvulsivante e miorelaxante (MILIC et al., 2012). Eles
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afetam negativamente a coordenagdo motora ¢ o equilibrio (VERSTER et al., 2002;
LICATA et al., 2009). O diazepam farmacologicamente age como um agonista nao
seletivo de receptores GABAA, e a ativacdo das subunidades vy, a1 e as do receptor,
potencializa os efeitos do GABA, levando a ataxia e o relaxamento muscular (MILIC et
al.,, 2012; RANG & DALE, 2007). O resultado obtido neste trabalho mostra que o
EHSM administrado oralmente na dose de 5000 mg/kg v.o (mesma dose utilizada na
toxicidade aguda) ndo alterou a performance motora dos animais, indicando auséncia
de possiveis efeitos neurotdxicos por parte do extrato. Em conjunto, os resultados do
teste de toxicidade aguda e barra giratdria demonstram auséncia de efeitos toxicos o
que viabiliza a continuidade com estudos farmacoldgicos do EHSM. Porém novos

estudos se fazem necessarios para avaliar a toxicidade cronica em doses repetidas.

A partir desses resultados, a atividade gastroprotetora do EHSM foi avaliada
frente a diversos agentes lesivos, entre eles, o etanol, que ¢ um dos agentes mais
irritantes para a mucosa gastrica. O etanol leva a formacao de danos microvasculares a
saber: a ruptura do endotélio vascular que resulta em aumento da permeabilidade
vascular, a formacdo de edemas e de descolamento epitelial (SZABO et al., 1995;
ABDULLA et al., 2010). O etanol ¢ conhecido como um agente causal de lesoes
gastricas por alterar os fatores protetores, incluindo o decréscimo na producdo de muco
e na circulacdo sanguinea dentro da mucosa (CHOI et al., 2009; INEU et al., 2008).
Além disso, a lesdo géstrica causada, pode ser devido a geracdo de espécies reativas de
oxigénio (EROs), diminuicdo na proliferacdo celular, e uma resposta inflamatoria
exacerbada (CHOI et al., 2009; INEU et al., 2008). A morte de células da mucosa
gastrica induzida por etanol inclui a necrose e apoptose, ambos sdo processos
considerados ativos, regulados e controlaveis (HENRIQUEZ et al., 2008;
VANLANGENAKKER et al., 2008; LUO et al., 2013). Normalmente ¢ aceito que a
apoptose ¢ um evento complexo controlado por gene enddgeno iniciado por varios
fatores tais com isquemia (FANG et al., 2012) e hipoxia (SERMEUS et al., 2012). No
experimento realizado, o EHSM inibiu, de modo significante, as lesdes induzidas pelo

etanol, nas trés doses avaliadas (125, 250 e 500 mg/kg).

O etanol ¢ reconhecido por reduzir os niveis de grupamentos sulfidrilicos nao-
proteicos, como o GSH (glutationa reduzida), aumentando assim as EROs que tem

efeitos ulcerogénicos relevantes (NATALE et al., 2004). O malondialdeido [(1,1,3,3-
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tetrametoxipropano; CH2(CHO),)] € produzido quando as EROs atacam as gorduras
poli-insaturadas (MARNETT, 1999). Ele mesmo ¢ uma EROs e pode ser detectado
facilmente, podendo ser utilizado comumente como um marcador de peroxidagao
lipidica e estresse oxidativo (NIELSEN et al., 1997). O etanol induz a peroxidagao
lipidica (DAS et al., 2012). A infiltragdo de neutréfilos para o interior da mucosa
gastrica ¢ também um processo critico na patogénese das ulceras (ELLIOT &
WALLACE, 1998; NISHIDA et al., 1998). Ja foram observados que a infiltragdo de
neutréfilos na mucosa gastrica induzida por etanol esta estreitamente relacionada com a
génese da lesdo (LA CASA et al., 2000). A infiltracdo de neutréfilos dentro da mucosa
pode ser determinada pela enzima mieloperoxidase (MPO), que serve como um
indicador chave na infiltracdo de neutr6filos em varias injarias gastricas experimentais

(COSKUN et al., 1996; TAKEUCHI et al., 1998).

Além da avaliacdo da area de lesdo, parametros bioquimicos como a glutationa,
malondialdeido e mieloperoxidase, também foram avaliados. A GSH ¢ um antioxidante
endogeno e suas propriedades antioxidantes estdo relacionadas com a presenga do grupo
tiol na sua estrutura (SZABO et al., 1992). O GSH exerce um papel fundamental no
sistema de defesa enddgeno por quelar substancias toxicas e reagir com peroxidos e
radicais de oxigénio toxicos para proteger as células de danos. Outro indicador
importante de habilidades protetoras de novos farmacos pode ser a inibi¢do da enzima
MPO no tecido géstrico. A MPO ¢ um marcador de infiltragdo/agregacdo de neutrofilos
e sua presenca pode levar a um aumento nas lesdes ulcerogénicas (NAITO et al., 1998).
Nossos resultados indicam que o EHSM pode participar dos efeitos gastroprotetores
frente a lesdo gastrica induzida por etanol por manter ou aumentar os niveis de GSH
(antioxidante endogeno) e diminuir a atividade da MPO (um marcador de inflamagao)

no tecido gastrico.

A administracdo de etanol também causa um aumento nos niveis da peroxidac¢ao
lipidica (MDA) (ZHAO et al., 2009) e este efeito foi abolido pelo EHSM. Este resultado
nos mostra que o efeito do EHSM foi associado com uma diminui¢do na peroxidagao

lipidica.

Um dos principais fatores protetores na mucosa gastrica ¢ o fluxo sanguineo local,
que exerce um papel importante na mucosa e também na cicatrizagdo de danos. O fluxo

sanguineo contribui para a protecao por suprir a mucosa com oxigénio e bicarbonato,
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por remover os ions H e agentes toxicos através da difusdo do lumen para a mucosa.
Um baixo fluxo sanguineo na mucosa predispde a lesdes, enquanto que um fluxo

sanguineo elevado protege contra agentes agressores (SORBYE & SVANES, 1994).

O etanol causa uma constricio nas vénulas da submucosa com subsequente
paralisacdo no fluxo sanguineo na microcirculagdo da mucosa, bem como dilatagdo da
artéria e extravasamento de plasma a partir do leito vascular, o que mostra que pode
ocorrer formagao de erosdes na mucosa gastrica (SANTOS & RAO, 2001; OATES &
HAKKINEN, 1988). O EHSM foi capaz de inibir a estase no fluxo sanguineo
significativamente, levando assim a uma prote¢do da mucosa frente ao agente lesivo

etanol.

A partir destes resultados, foi escolhida a menor dose efetiva de EHSM (250
mg/kg) para ser estudada nos experimentos subsequentes. O modelo de isquemia-
reperfusdo (I/R) gastrica se assemelha a tulcera géstrica induzida pelo estresse, onde
elevada quantidade de radicais livres, secrecdo acida (NAKAMOTO et al., 1998),
pepsina (KOTANI et al, 2007), oxido nitrico (NO), infiltragdo de neutréfilos
(ABDALLAH et al., 2009) e um desequilibrio redox (EL-ABHAR et al., 2003) exerce
um papel importante nesta patogénese. Este trabalho verificou o efeito anti-inflamatorio
do EHSM no modelo de lesdo géstrica induzida por /R. O EHSM reduziu a infiltragdo
de neutréfilos como evidenciado por uma diminui¢do na atividade da MPO, um

marcador especifico de inflamacao aguda.

A restauragdo do fluxo sanguineo (reperfusio), inicia uma cascata de mudangas,
incluindo a liberagdo de EROs no local e aumento na adesdo de neutréfilos nas células
endoteliais (ABDALLAH et al., 2009). A exposicdo da mucosa gastrica ao estresse
oxidativo induzido pela oclusdo da artéria celiaca (WADA et al., 1996), leva a geragdo
da peroxidagdo lipidica, expressa por um aumento nos niveis de MDA no tecido
(KWIECIEN et al., 2002). Nossos resultados demonstram que o EHSM apresenta um
efeito antioxidante contra a lesdo causada pela I/R, pois conseguiu reduzir os niveis do

MDA.

Os resultados demonstram que a atividade antiulcerogénica da Serjania é

mediada pela atividade antioxidante (redugdo de MDA e manuten¢ao de GSH); pela


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%B8rbye%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=7533677
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atividade anti-inflamatoéria (diminuicao na infiltragdo de neutréfilos - MPO), e também

pela manutencdo do fluxo sanguineo na mucosa.

Drogas antisecretérias, como os inibidores de bomba de protons (KITANO et
al.,1997), bem como os antioxidantes e quelantes de radicais livres (YOSHIKAWA et
al., 1989; 1991) fornecem uma protecao contra as lesdes gastricas induzidas por I/R. O
lansoprazol, utilizado neste modelo experimental como controle positivo, € outros
compostos relacionados, atuam como potentes inibidores da bomba de protons, sua agao
depende do bloqueio da subunidade a da H'/K™-ATPase gastrica, a enzima responsavel
pela ultima etapa na secre¢ao de acido cloridrico pelas células parietais (MATHESON

& JARVIS, 2001; SACHS, 1997).

Tem sido reconhecido que a integridade da mucosa géstrica depende do balango
entre os mecanismos agressivos e defensivos, ¢ o sucesso do tratamentos
farmacoldgicos em prevenir ou cicatrizar as lesdes ulcerativas pode ndo depender
apenas do bloqueio da secregdo acida, mas também da melhora dos fatores protetores da
mucosa (DAJANI & KLAMUT, 2000; PESKAR & MARICIC, 1998). O lansoprazol
exerce sua acao gastroprotetora, pela melhora na barreira de muco gastrico. Evidéncias
indiretas também foram obtidas de que hd um aumento na biodisponibilidade de
compostos sulfidrilicos e possivelmente a PG poderia explicar a a¢do protetora destes
bloqueadores de bomba de prétons em nivel da mucosa gastrica (BLANDIZZI et al.,

1999)

Outro agente altamente prejudicial para a mucosa gastrica sdo as drogas anti-
inflamatérias nao esteroidais (DAINEs), utilizadas para o tratamento da inflamacao e

dor.

As lesOes gastricas causadas pelas DAINEs sdo devidas, principalmente, a
capacidade que elas tém de depletar os niveis de PGs via inibi¢do das enzimas
ciclooxigenases (WALLACE, 2008). As DAINEs também exercem sua agdo
sistemicamente e localmente, acarretando a hipermotilidade, reduzindo o muco, a
secre¢do de bicarbonato e o fluxo sanguineo (GARNER et al., 1984). Além do mais, as
DAINEs também aumentam a secrecao acida gastrica, inibem os niveis de 6xido nitrico,
permitem a infiltragdo de neutréfilos juntamente com espécies reativas de oxigénio e

radicais livres (WALLACE, 2008). Existe uma crescente evidéncia de que um aumento
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nas PGs enddgenas podem aumentar a resisténcia da mucosa gastrica contra substancias
ulcerogénicas como as DAINEs (WALLACE & WHITTE, 1985). O EHSM ndo
apresentou atividade gastroprotetora quando o agente lesivo foi a DAINE,

demonstrando que essa via ndo ¢ recrutada para a atividade farmacologica do extrato.

Em continuidade, o EHSM foi avaliado no modelo agudo de ulcera duodenal
induzido por cisteamina. As tlceras duodenais sao um problema de saude publica que
afetam aproximadamente 10% da populacdo mundial e ¢ de 2 a 3 vezes mais prevalente
que as ulceras gastricas (CHAN & LEUNG, 2002). Se a tlcera duodenal nao for tratada
ou se for tratada parcialmente, algumas complicagcdes como a perfuracdo, estenose e

hemorragia podem se desenvolver (MILOSAVLIJEVIC et al., 2011).

A administragdo da cisteamina tem sido reconhecida por induzir ulceras
duodenais em ratos, e este modelo experimental de inducdo, tem sido frequentemente
estudado para o desenvolvimento de novas medicacdes. A patogénese deste modelo
inclui a secrecdo de acido géstrico liberado pela gastrina, o esvaziamento gastrico
retardado, inibi¢do da secrecdo de bicarbonato das glandulas duodenais de Brunner, ¢
um estresse oxidativo exacerbado com a formacdo em excesso de compostos

sulfidrilicos (POULSEN et al., 1985).

De acordo com Khomenko et al. (2009), nos animais tratados com a cisteamina,
a geracao de radicais livres levam a aumento nas lesdes duodenais. O EHSM nao foi
capaz de reduzir as ulceras duodenais geradas pelo agente indutor cisteamina frente a

este modelo.

Apo6s avaliar o EHSM frente a diferentes agentes indutores de ulcera gastrica e
duodenal, passamos a avaliar os mecanismos de agdo deste extrato. Um fator importante
na protecdo ¢ a inibi¢do da secrecdo acida (KONTUREK et al., 2005). Para avaliarmos
a agao do EHSM sobre a secrecdo acida gastrica utilizamos o modelo de ligadura de
piloro. A ligadura do piloro permite avaliar a acdo antissecretoria de novos compostos
antiulcerogénicos e também analisar o conteudo estomacal a medida que a secregdo
gastrica ¢ acumulada no estémago (SHAY, 1945). E um procedimento importante que
nos mostra as possiveis mudancas nos parametros bioquimicos do contetdo gastrico

apo6s varios tratamentos (TOMA et al., 2004). Foi observado que EHSM nao alterou a
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secrecdo de acido cloridrico local (administragdo oral) e sistemicamente (administragdo

intraduodenal), indicando assim que este ndo possui atividade antissecretoria.

Outro mecanismo de acao investigado foi o de quantificagdo de muco aderido a
mucosa gastrica. Estd bem documentado a importancia da funcdo do muco contra a
injuria causada pelo 4cido proveniente do limen, bactéria e danos fisicos ao epitélio
(CHEN et al., 2005; PHILLIPSON et al., 2008). A producao de muco ¢ um importante
fator protetor e consiste numa viscosa, eldstica e aderente barreira formada por agua e
glicoproteinas que cobre a mucosa géstrica totalmente. As propriedades protetoras da
barreira de muco depende ndo somente da estrutura mas também da quantidade ou
espessura da mucosa cobrindo a superficie da mucosa (LAINE et al., 2008). O EHSM
foi capaz de aumentar significativamente a quantidade de muco aderido e este ¢ um dos

mecanismos de a¢do pelo qual o extrato atua protegendo a mucosa gastrica.

A carbenoxolona, um prototipo utilizado como controle positivo neste
experimento, ¢ um derivado sintético do acido glicirrizico da raiz do alcaguz, e tem sido
estudada por seus efeitos antiulcerogénicos em experimentos com animais € seres
humanos (DEREKANKO & LONG, 1981; KHAN & SULLIVAN, 1968; OKABE et
al., 1976; WOTKINSON, 1968). Além disso, varios estudos mostram o mecanismo de
acao do farmaco, como a inibi¢dao da atividade péptica (HENMAN, 1970), estimulagdo
na secre¢ao de muco (GOODIER et al., 1967), inibi¢ao da difusdo de acido (CROSS &
RHODES, 1972) ou um aumento na produgdao de PGs (DEMBINSKA-KIEC et al.,
1991; MARTIN et al., 1983; PESKAR et al., 1976), todos estes mecanismos descritos
como fatores protetores da mucosa. Porém a carbenoxolona ndo ¢ usada na terapéutica

por conta da sua significativa atividade mineralocorticoide.

Além do muco, outros mecanismos de defesa também foram investigados, como
os compostos sulfidrilicos (SH), o 6xido nitrico (NO) e o receptor TRPV-1 (receptor de
potencial transitério vanildide 1), que sdo importantes fatores na manutengdo da

integridade da mucosa (SZABO & NAGY, 1992; HOLZER, 2006).

Os compostos sulfidrilicos (SH) tem uma grande importancia por manterem a
integridade da mucosa, com a finalidade bésica de fortalecer as pontes de dissulfeto e
reduzir a formacao de radicais livres derivados de oxigénio, relacionando-se com a

protecdo celular (KONTUREK et al., 1990; MATSUDA et al., 1999). Os efeitos
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gastroprotetores dos compostos SH incluem também processos redutores e de protegao
celular frente ao estresse oxidativo induzidos por diversos agentes e circunstancias,
como aqueles que ocorrem com as exposi¢des tdxicas como o proprio etanol na mucosa
gastrica (TAKEUCHI et al., 1989; KONTUREK, et al., 1990). Em contrapartida, a
redugdo dos niveis normais de SH tem impacto significativo na mucosa, tornando-a
susceptivel ao ataque de substancias ulcerogénicas, afetando o mecanismo defensivo da
mucosa e dessa forma, facilitando a formacao de lesdes géstricas (GLAVIN & SZABO,
1992; KO & CHO, 1995). Para avaliarmos um possivel envolvimento antioxidante no
efeito gastroprotetor proporcionado pelo EHSM, analisamos sua acdo em animais pré-
tratados com N-etilmaleimida (NEM), um bloqueador dos compostos sulfidrilicos. Os
resultados obtidos indicam que mesmo na presenga do bloqueador dos compostos
sulfidrilicos, o EHSM nao deixou de exercer sua gastroprotecao, indicando assim, que
seu efeito protetor na mucosa ¢ dada de maneira independente da integridade de
compostos sulfidrilicos endégenos, e também que, sua influéncia sobre o muco ndo

depende desses compostos.

Outro fator protetor da mucosa géstrica de grande importancia é o NO (Oxido
Nitrico). O NO promove vasodilatacdo, redu¢do da peroxidacao lipidica e também
existem relatos de seu envolvimento com agente anti-inflamatério nos tecidos (CHO,
2001; ANCHA et al., 2003). De acordo com Wallace e Miller (2000), o NO ¢ também
um importante regulador da secrecdo de muco no estomago e seus efeitos sdo
produzidos pela estimulagdo da guanilato-ciclase nas células epiteliais. Assim, NO
parece ser produzido na célula epitelial em resposta a ativacdo de receptores
colinérgicos e provoca a liberacdo de muco para essas células, garantindo assim, a
integridade da mucosa. O NO também ¢ responsavel tanto pela mediagdo das funcdes
teciduais normais, quanto pelas lesdes na mucosa géstrica. Assim, ¢ um mediador das
defesas e do reparo na mucosa gastrointestinal, porém ele também pode contribuir com
as injurias teciduais em algumas doencas do trato digestério e alterar a motilidade
gastrica (WALLACE et al., 1999 ; CHO, 2001). Para termos um indicativo de uma
possivel modulacao no fluxo sanguineo por parte do EHSM, avaliamos o envolvimento
deste com o 6xido nitrico. O EHSM nao deixou de exercer sua gastroprote¢do quando
pré-tratado com o L-NAME (inibidor da NO sintase), o que nos indica que a agdo
gastroprotetora exercida pelo extrato também nao ¢ dependente da regulagdo do 6xido

nitrico.
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Entre os varios fatores gastroprotetores, a microcirculagdo gastrica desempenha
um papel importante na manutencdo da barreira gastrica (BRZOZOWSKI et al., 2001;
KWIECIEN et al.,, 2002). Os nervos sensoriais estdo envolvidos na regulacdo da
circulacdo sanguinea na mucosa gastrica (JAWOREK et al., 2002; PAWLIK et al.,
1998). A mucosa gastrica ¢ densamente inervada pelos neurdnios aferentes sensiveis a
capsaicina contendo peptideos vasodilatadores, como o peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP) (STERNINI et al., 1987). A capsaicina afeta estes nervos por duas
maneiras diferentes; uma baixa dose estimula os nervos sensiveis, acompanhado por
uma liberagdo de CGRP, enquanto que altas doses de capsaicina leva a remog¢do ou
inativagdo funcional destes nervos (WARZECHA et al., 2000). A liberacdo de CGRP
pelos neur6nios sensiveis a capsaicina tem sido relacionado com a manutencdo da
integridade da mucosa porque a remocdo da fungdo destes neurdnios resulta numa
diminui¢do na reatividade do CGRP na mucosa e leva a um agravamento nas lesoes
gastricas induzidas por varios compostos (BRZOZOWSKI et al., 1996; KWIECIEN et
al., 2002). A capsaicina, o ingrediente ativo da pimenta, se liga ao receptor vanildide,
VR-1 (SCHUBERT, 2004). Neste modelo experimental foi possivel observar que o
EHSM nao exerce sua agdo gastroprotetora através da ativagdo dos neurdnios sensiveis
a capsaicina, pois mesmo com o bloqueio dos receptores VR-1 dos neuronios sensiveis
através do pré-tratamento com Rhutenium red (bloqueador de TRPV) foi observada a

acdo gastroprotetora exercida pelo EHSM.

Quando uma substancia que ndo possua agdo sistémica ¢ avaliada, ela exercera
protecao significativa apenas quando administrada oralmente, perdendo sua prote¢cdao no
tratamento intraduodenal. O sucralfato, utilizado neste modelo como controle positivo,
no ambiente 4cido do estdbmago, forma um gel viscoso, que se liga a proteinas de carga
positiva, aderindo, assim, as cé¢lulas epiteliais gastricas (incluindo as dareas de
ulceracao). O gel protege a superficie luminal do estobmago da degradagdo pelo acido e
pela pepsina. Esta droga ¢ considerada citoprotetora e possui pouca absor¢do sistémica
(NAGEL & SHIELDS, 2009). O resultado obtido com esta droga validou que o
sucralfato perdeu sua acao gastroprotetora quando administrado pela via intraduodenal.
Com relagdo ao EHSM, os resultados confirmaram que, do mesmo modo que o
sucralfato, quando o extrato ¢ administrado pela via intraduodenal, ele perde sua

atividade protetora anteriormente verificada no tratamento oral.
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Deste modo, concluimos que o EHSM apresenta atividade quando administrado

por via oral, atuando localmente.

Como descrito anteriormente, as PGs apresentam importante papel na manutencao
da integridade da mucosa. Com base nos resultados no modelo agudo de ulcera induzida
por DAINE, optamos pela quantificacdo de PGE2, numa tentativa de esclarecer se a
auséncia de atividade frente a este agente lesivo estaria relacionada a uma participagao
desta via no mecanismo de agdo antiulcerogénico, visto que o bloqueio desta via
resultou em auséncia de atividade do EHSM. A administragdo do EHSM isoladamente
ndo promoveu a estimulacdo da sintese de PGE2, mas manteve os niveis semelhantes
aos dos animais tratados com veiculo. O EHSM quando associado a indometacina
(DAINE) também nao foi capaz de manter os niveis de PGE> na mucosa géstrica. Estes
resultados indicam, portanto, que a via das PGs ndo ¢ utilizada para a atividade de

EHSM.

Além de avaliar a atividade antiulcerogénica de Serjania marginata, avaliamos a
atividade do extrato no transito intestinal normal. A motilidade intestinal ¢ um estado
continuo de contragdo, relaxamento e secrecdo (TEMBHURNE & SAKARKAR, 2010).
Estas fun¢des sdo controlados pelo sistema neuromotor (KAMM, 2000), que por sua
vez regula varios sistemas de receptores, como o colinérgico (GHOSH, 2005),
adrenérgico (DONOSO et al., 2002), serotoninérgico (KISO et al., 2001; NAGAKURA
et al., 1996), opioidérgico (GUTSTEIN & AKIL, 2006; STERNINI et al., 2004) e os
canais de calcio (RAMASWAMY et al., 1986; AMOS et al., 2003). Um grande nimero
de fatores como agentes quimicos, vida estressante, drogas, estado emocional, bem
como condigdes fisiologicas e patoldogicas podem alterar a motilidade intestinal e o

tempo de transito (PAUL & SAHA, 2012).

Os principais agentes farmacologicos que diminuem a motilidade sdo os opiaceos.
A agdo da morfina (utilizada como controle positivo), arquétipo dos opidceos, sobre o
trato alimentar ¢ complexa; aumenta o tono e as contracdes ritmicas do intestino, mas

diminui a atividade propulsora (RANG & DALE, 2007).

Os resultados obtidos com o0 EHSM sobre a motilidade intestinal nos mostra que o

extrato nao ¢ capaz de aumentar, nem de reduzir a motilidade. A alteragdo na motilidade
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interfere no processo de absor¢do, alterando os niveis plasmaticos de diversas

substancias; fato que pode causar prejuizos ao organismo.

Além da motilidade intestinal, verificamos possiveis efeitos do EHSM no modelo
de diarreia aguda induzida pelo agente catartico 6leo de ricino. A diarreia ¢ a eliminagdo
frequente de fezes liquidas, e isto geralmente ¢ acompanhado por colicas abdominais e,
algumas vezes, nduseas ¢ vomitos. Pode ser vista como um mecanismo fisioldgico para
livrar rapidamente o intestino de substancias toxicas ou irritantes. H4 numerosas causas,
inclusive doenga subjacente, infeccdo, toxinas e até¢ ansiedade. As repercussoes variam
desde leve desconforto e inconveniéncia até uma emergéncia médica que exige
internacdo, hidratagdo e reposi¢do eletrolitica por via parenteral (RANG & DALE,
2007). Durante um episodio de diarreia, hda um aumento de motilidade do trato
gastrintestinal, acompanhado por um aumento de secre¢do, juntamente com uma
diminuicdo da absor¢do de liquidos, o que leva a uma perda de eletrélitos

(particularmente Na*) e 4gua (RANG & DALE, 2007).

A loperamida, utilizada neste modelo como controle positivo, ¢ o farmaco de
escolha para a diarreia sendo componente de varios antidiarreicos patenteados. Tem
uma ac¢ao relativamente seletiva sobre o trato gastrintestinal, reduz a frequéncia das
colicas abdominais, diminui a eliminacdo de fezes e abrevia a duragdo da doenca
(RANG & DALE, 2007). A loperamida ¢ um exemplo de composto efetivo pois tem
como alvo a secrecdo e a motilidade. Este andlogo opidide mu, diminui efetivamente
estas atividades, tem minimos efeitos centrais devido sua pouca penetragdo na barreira

hematoencefilica, e ¢ relativamente livre de efeitos colaterais (KAMM, 2000).

Os resultados obtidos com o EHSM nos mostra que ele ndo interfere no evento

diarreico, nem diminui uma possivel diarreia.

A diarreia ¢ um problema de satde publica (RODAS et al., 2011). A bactéria
enteropatogénica Escherichia coli é considerada importante na sua causa, tanto em
animais quanto em seres humanos (ABBA et al., 2009; GARCIA et al., 2010; HILL et
al., 1991; NGUYEN et al., 2006). Enquanto muitas cepas ocorrem como membros
comensais da microbiota no trato intestinal de animais e seres humanos, algumas cepas
sdo, no entanto, agentes patogénicos importantes que fazem com que um largo espectro

de doencas, variem de auto-limitante até potencialmente fatais (SUSSMAN, 1997,
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WRAY & WOODWARD, 1997; KAPER et al., 2004; NATARO et al., 2011). O

EHSM foi eficaz em inibir a bactéria E. coli.

Enterotoxinas estafilococicas (Staphylococcus aureus) siao uma familia de
enterotoxinas termoestdveis que sdo uma das principais causas de gastroenterite
(BALABAN & RASOOLY, 2000; LE LOIR et al., 2003; THOMAS et al., 2007). A
intoxicagdo alimentar com estes estafilococos ¢ devido a ingestdo destas enterotoxinas
(TANG & STRATTON, 2010). Clinicamente, ¢ caracterizada por uma curta incubagao
depois da ingestdo destas toxinas pré-formadas. Dentre os sintomas clinicos ocorre um
inicio de nausea, vomito seguido de dores abdominais e diarreia (TODD, 1985). A
inibigdo do crescimento de S. aureus por S. marginata ¢ importante indicativo de agdo
bactericida desta espécie vegetal (tabela 6). O EHSM foi capaz de inibir o crescimento

deste micro-organismo.

A relacdo entre a infec¢do pela Helicobacter pylori e as tulceras pépticas tem
sido amplamente estudada. A maioria dos estudos relatam uma diminuicdo na
incidéncia e/ou prevaléncia das ulceras pépticas ao longo do tempo, provavelmente
devido a uma diminui¢do da doenga associada a H. pylori (HOLLANDER et al., 2013).
Inicialmente a infec¢@o por esta bactéria era responsavel por 95% das ulceras pépticas,
mas estudos recentes relatam que a prevaléncia estd entre 36 a 73% dependendo dos
fatores étnicos, geograficos e socioeconomicos (WANG & PEURA, 2011). O EHSM
foi capaz de inibir o crescimento de H. pylori. Este resultado aumenta ainda mais o

potencial terap€utico de Serjania marginata frente a distarbios gastrintestinais.

Os estudos fitoquimicos realizados, mostram a presenca de flavonoides, taninos,

saponinas e esterdides livres no EHSM.

Os flavondides tem sido descritos por sua atividade antiulcerogénica (LA CASA
et al., 2000), propriedades antioxidantes (TAPAS et al., 2008; FERREIRA et al., 2010)
e anti-inflamatorias (SANDHAR et al., 2011). Sdo capazes de ativar o sistema de defesa
da mucosa através da estimulagdo da secre¢cdo de muco e por quelar as EROs e os
radicais livres produzidos pelo etanol (ABDELWAHAB et al., 2011). Alguns estudos
tem mostrado que os efeitos farmacoldgicos da ingestdo de flavonodides tipicamente nao

promove ou apresenta baixa toxicidade (HAVSTEEN, 2002).
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Por outro lado, os taninos sdo conhecidos por proteger a camada mais externa
da mucosa e tornar-1a menos permeével e mais resistentes a lesdo ou irritagdo quimica e
mecanica (ASUZU & ONU, 1990). Os taninos formam uma pelicula de prote¢do e
promovem a precipitagdo de proteinas sobre a ulcera, a fim de prevenir o
desenvolvimento de tlcera. Esta pelicula ajuda na prevengao da absor¢ao de substancias
toxicas e combate o ataque de enzimas proteoliticas (JOHN & ONABANJO, 1990;
NWAFOR et al., 1996).

Além disso, as saponinas sdao conhecidas por exercerem suas atividades
protetoras na ulceracdo pela ativagdo de fatores de protegdo na membrana da mucosa
(CHOUDHARY et al., 2013), como um aumento na quantidade de muco celular
(ADAO et al., 2011).

Considerando todas estes relatos sobre as diferentes substancias encontradas no
EHSM, ¢ plausivel sugerir que a atividade gastroprotetora do EHSM envolve, a acdo

sinérgica dos flavonoides, taninos e saponinas.
3.5 Conclusao

O presente estudo demonstrou claramente a atividade gastroprotetora do EHSM
frente a agentes lesivos como o etanol e isquemia e reperfusdo. A dose do EHSM que
melhor responde nestes modelos experimentais gastroprotetores ¢ a de 250 mg/kg.
Dentre os mecanismos de a¢do avaliados, foi possivel observar que o EHSM diminuiu a
peroxidagdo lipidica e a infiltracdo de neutréfilos, bem como aumentou o muco aderido
a mucosa gastrica e manteve o fluxo sanguineo adequado quando este foi interrompido.
O extrato atua funcionando localmente sobre a mucosa gastrica. Em adicdo a estes
resultados, o EHSM nao foi capaz de alterar a motilidade intestinal, nem reduzir a
diarreia. Por fim, tem-se que o extrato mostrou-se seguro em relagdo a toxicidade aguda
e a neurotoxicidade e ainda apresentou uma importante atividade antimicrobiana. Desta
forma, conclui-se que a Serjania marginata mostra-se promissora na prevengao de

ulceras géstricas.
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ANEXOS

Anexo 1 — Protocolo do Comité de Etica em Experimenta¢iao Animal (n° 359 -

CEUA)
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Os parametros a serem observados de acordo com a tabela de Brito (1994) e segundo
explicagdes de alguns padrdes comportamentais descritos por Malone e Robichaud

(1962), sao os seguintes:

Frémito vocal:

Emissdo de ruidos frequentes

Irritabilidade:

Reacdo ao individuo ao lado ou a0 manusea-lo

Resposta ao toque:

Direcionar algo em direcdo ao animal e esperar ele desviar

Aperto de cauda:

Apertar a ponta da cauda e puxa-lo

Contorgao:

Animal faz movimento sinuoso

Trem posterior:

Pata posterior abaixada

Endireitamento:

5, pode ser posicionado em unico lado; 6, pode ser posicionado em
qualquer dos lados igualmente bem; 7, pode ser posicionado de
costas tdo bem como qualquer lado; 8, ndo pode ser despertado,

estando de costas, com um beliscao no dedo da pata traseira.

Ténus corporal:

Puxar a pele pra ver se ela retorna ao normal

Forca de agarrar:

Fazé-lo segurar na grade e puxa-lo pela cauda

Ataxia:

1, detecgdo de perda de coordenacdo; 2, dificuldade de andar reto
mas prosseguir alinhado; 3 ndo conseguir andar reto, com curso

errante; 4, ndo conseguir qualquer curso

Reflexo auricular:

Mexer a orelha com a pinga

Reflexo corneal:

Levar em dire¢ao ao olho a pinga para ver se eles tentam fecha-los.

Tremores:

Verificar se eles tremem, comparando com o normal.

Convulsoes:

Sao medidas subjetivamente de 1 a 4 de acordo com a severidade e

duragao

Estimulagdes:

Movimentos repentinos

Straub:

Cauda levantada como uma bandeira
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Hipnose: Dormir agrupados

Anestesia: 1- resposta lenta quando uma agulha ¢é pressionada no p¢; 2- sem
reacdo a agulha firme pressionada; 3- sem reagdo com a penetragao
da agulha

Lacrimacao: Comparar com a normal

Ptose: 1- notavel fechamento do olho; 2- metade fechado; 3- quase
completamente fechado; 4- fechado completamente

Miccéo: Considerar subjetivamente a freqiiéncia e quantidade

Defecacéo: Verificar alteracdo na consisténcia das fezes

Piloerecéo: A gradacdo ¢ analisada subjetivamente através da eregdo e do
aspecto do pelo

Hipotermia: Tocar o animal e verificar se a temperatura € baixa em relagcdo ao
controle

Respiracéo: Comparar com o normal

Cianose: Observar a alteragdo da cor de orelhas, patas e da mucosa oral.

NUmero de mortos:

Anotar a cada verificagdo dos comportamentos
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Anexo 4 - Teste Hipocratico — Toxicidade de drogas por Analise Comportamental
Parametros analisados em camundongos machos e fémeas tratados oralmente com

dose unica de veiculo e EHSM 5000 mg/kg

Tempo para as analises comportamentais (minutos)

Sintomas Normal
30’ 60’ 120° 240 360’
Aparéncia geral 4 4 4 4 4 4
Frénito vocal 0 0 0 0 0 0
Irritabilidade 0 0 0 0 0 0
Reposta ao toque 4 4 4 4 4 4
Aperto da cauda 4 4 4 4 4 4
Contorg¢do 0 0 0 0 0 0
Trem posterior 0 0 0 0 0 0
Endireitamento 4 4 4 4 4 4
Tonus muscular 4 4 4 4 4 4
Forga de agarrar 4 4 4 4 4 4
Ataxia 0 0 0 0 0 0
Reflexo auricular 4 4 4 4 4 4
Reflexo corneal 4 4 4 4 4 4
Tremores 0 0 0 0 0 0
Convulsodes 0 0 0 0 0 0
Estimulagdes 4 4 4 4 4 4
Straub 0 0 0 0 0 0
Hipnose 0 0 0 0 0 0
Anestesia 0 0 0 0 0 0
Lacrimacao 0 0 0 0 0 0
Ptose 0 0 0 0 0 0
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Micgao 4 4 4 4 4
Piloerecao 0 0 0 0 0
Defecagdo 4 4 4 4 4
Hipotermia 0 0 0 0 0
Respiracao 4 4 4 4 4
Cianose 0 0 0 0 0
Morte 0 0 0 0

Codigos: Testes com anotagdo normal “0”, a intensidade do efeito varia na escalade 1 a
4; testes com anotagdo normal “4”, a intensidade do efeito podera variar de 0 a 3 quando

ocorrer diminuigdo, 4 quando igual ao controle e de 5 a 8 quando ocorrer aumento.




