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Resumo

O estomago ¢ um 0Orgao excepcional, cujas funcdes sdo esterilizar o alimento
ingerido, formar o bolo alimentar primitivo, digerir lipideos e proteinas e armazenar
temporariamente o alimento dentro do tubo gastrointestinal. Sua capacidade de digerir o
alimento sem se auto-digerir ¢ incrivel. Tal fato ocorre devido a uma série de fatores
protetores adjacentes a mucosa gastrica. Quando os fatores agressivos superam o0s
fatores protetores, uma lesdo na mucosa ¢ formada. Lesdes na mucosa gastrica que
atingem a lamina propria sdo chamadas de ulceras géstricas, onde sdo classificadas
macroscopicamente como aberturas na parede gastrica e, microscopicamente, como
uma descamac¢do na camada mucosa com infiltragdo eosinofilica, descamagdo da
mucosa, dano glandular e em alguns casos com presenga de hemorragias. A terapéutica
atual ¢ eficaz, porém causa uma série de efeitos colaterais, devido a isso, a pesquisa de
novos farmacos € necessaria. Este trabalho visou avaliar o efeito gastroprotetor da
epicatequina frente a lesdes gastricas induzidas por etanol e anti-inflamatério nao
esteroidal, que sdo, atualmente, dois dos maiores causadores desta enfermidade; além de
estudar os principais mecanismos de agdo responsaveis pelo efeito gastroprotetor. Os
resultados mostram que a epicatequina apresenta significativo efeito gastroprotetor macro
e microscopico frente a lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto e indometacina, atua
localmente aumentando a secre¢do de muco, auxiliando o sistema antioxidante na
manutencdo dos niveis de glutationa total. Tais mecanismos dependem da ativagdo de

compostos sulfidrilicos e independem da atuagdo da enzima NO-sintetase.

Palavras-chave: epicatequina, polifenois, ulcera géstrica, gastroprotecao.



Abstract

The stomach is an exceptional organ, which functions are sterilize food ingested,
form the primitive bolus, digest lipids and proteins, and to store food temporarily in the
gastrointestinal tract. Its capacity of digesting food without digesting itself is amazing.
This fact occurs due to innumerous protective substances adjacent to the gastric mucosa.
When aggressive factors overwhelm the protective factors, a lesion in the gastric
mucosa is formed. Lesions that reach the lamina propria are called gastric ulcers, which
are classified macroscopically as openings on the gastric wall and; microscopically, as a
gastric injury characterized with epithelial desquamation, mucosal hemorrhage,
glandular damage and eosinophilic infiltration. The current therapy available is
effective, although it causes collateral effects, therefore researching new drugs is
necessary. This work aim to evaluate the gastroprotective effect of epicatechin against
gastric lesions induced by absolute ethanol and non steroidal anti-inflammatory drugs
which are the main causes of this disease currently, yet we aim to study the main
mechanisms of action responsible for the gastroprotective effect. The results show that
epicatechin has a significant macroscopic and microscopic gastroprotective effect
against gastric injuries induced by ethanol and indomethacin, acting locally by
augmenting gastric mucus secretion and it also acts via antioxidant system by holding
total glutathione levels. Epicatechin’s gastroprotective mechanisms depend on the

activation of sulthydryl compounds and doesn’t depend on the NO-synthase enzyme.

Key words: epicatechin, polyphenols, gastric ulcer, gastroprotection.
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Introdugo

1  Introducéo
1.1 O estbmago

O estdmago ¢ um orgao visceral, oco, com paredes estratificadas, e pode ser visto
como uma dilatagdo do canal alimentar que se segue ao esdfago e € continuado pelo
intestino delgado. Esta situado abaixo do diafragma, com sua maior por¢do a esquerda
do plano mediano corpdreo. E composto por dois orificios, um proximal (dstio cardico)
e outro distal (6stio pilorico), ambos possuem esfincteres denominados,
respectivamente, cardia e piloro. As duas margens do estdmago sdo denominadas
curvatura maior, a esquerda, e curvatura menor, a direita; entre a parte vertical desta
ultima existe um sulco, a incisura angular, que corresponde, aproximadamente, ao limite
do antro pilérico (Dangelo, 2007).

O estdmago possui trés areas topograficas: o fundo, o corpo géstrico e a regido
pilorica que por sua vez ¢ subdividida em antro pilorico, canal pildrico e o piloro
propriamente dito (Dangelo, 2007).

Sua forma e posicdo se modificam de acordo com mudangas em seu interior e das
visceras que o circundam. Sua capacidade varia de 30 ml ao nascimento, aumentando para
1000 ml na puberdade e atingindo 1500 ml no adulto (Bannister, 1995).

Ele ¢ composto por trés areas topograficas (fundo, corpo e antro) e dois funcionais
(oxintica e pilorica) (Schubert e Peura, 2008). A area das glandulas oxinticas ¢ onde se
localizam as células oxinticas (do grego 0xys, acido) ou parietais e cobrem cerca de 80% do
orgdo (fundo e corpo). A area pilorica € composta pelas células G ou liberadoras de gastrina
e ocupam a area do antro (Schubert e Peura, 2008).

Quando a mucosa gastrica ¢ normal, o muco pode prevenir a digestdo da parede
gastrica, mesmo que a concentracdo de ions hidrogénio ¢ 3-4 milhdes de vezes mais alta

que no sangue. A maioria das ulceragdes ¢ causada por um enfraquecimento da habilidade
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protetora da mucosa provocado por aumento dos fatores agressivos (Wallace e Granger,

1996; Maity et al., 2003).
1.2 Ulceras gastricas

Por mais de um século, a ulcera péptica foi considerada a maior causa de
morbidade e mortalidade (Chan e Leung, 2002). No entanto, ela ainda ¢ considerada um
grave fator de morbidade havendo alto indice de morte em casos extremos, como em
ulceras hemorragicas promovidas pelo estresse (Sontaj, 1997; Spirit, 2004).

Ulcera gastrica é caracterizada por lesdes que penetram nas camadas da mucosa
gastrica (Wallace, 2008). Sua etiopatogénese envolve fatores genéticos, distirbios
fisiopatolégicos e fatores ambientais, porém a teoria mais aceita ¢ que ulceras gastricas
sdao causadas por um desequilibrio entre os fatores protetores e os fatores agressivos
presentes no ambiente dindmico dentro do estdmago (Wallace e Granger, 1996; Maity
et al., 2003). Entre os fatores protetores existem as prostaglandinas, mediadores gasosos
(6xido nitrico e sulfeto de dihidrogénio), grupamentos sulfidrilicos, camada epitelial,
renovacao do epitélio, fluxo sanguineo adequado, muco e bicarbonato; e entre os fatores
agressores existem a secrecdo acida, a pepsina, radicais livres, presenca da bactéria
Helicobacter pylori ¢ agentes necrdticos (etanol, agua quente, bases, acidos,
detergentes, citotoxinas entre outros) (Wallace e Granger, 1996).

As tulceras gastricas podem ser assintomaticas, hemorragicas ou perfurantes e tem
maior possibilidade de ocorréncia quando estdo associadas a infeccOes virais e
bacterianas, tuberculose, insuficiéncia renal cronica, sarcoidose, doengas
mieloproliferativas e existem casos de doengas criticas associadas a Ulcera gastrica,
como a trombose, embolia e cirurgias que podem levar a um quadro de hipoperfusdo da

artéria esplénica causando necrose de coagulagdo no tecido gastrico (Ziegler, 2005).
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No Brasil, ndo ha dados oficiais, mas os custos nos EUA do tratamento desta
doenga sdo estimados em 10 bilhdes de dolares por ano, e anualmente surgem
aproximadamente 500 mil novos casos; 100 mil pacientes sdo hospitalizados e pelo
menos 3 mil pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade nos EUA (Cotram,
1999; Ramakrishnan et al., 2007). A ulcera péptica ocorre em 5% a 10% da populagéo;
O’Malley (2003) considerou-a a epidemia do século, pois a ulcera também pode ser
causada por estresse e habitos comuns como o tabagismo, consumo de alcool,
alimentacdo desbalanceada de baixo valor nutricional e uso continuo de drogas anti-

inflamatdrias nao esteroidais (Kamath, 2008).

1.3 Terapéutica atual

A terapéutica atual consiste, principalmente, em inibir a secrecdo acida. A
introducao dos antagonistas de receptores H,, como a cimetidina e inibidores da bomba
de protons, como o lanzoprazol, esta associada ao aumento da taxa de cura de ulceras
gastricas, porém seu uso prolongado causa uma série de efeitos colaterais. Os
antagonistas de receptores H, podem causar diarréia, fadiga, dor muscular, constipagao
e, raramente, delirio, alucinagdes, confusdo mental, galactorréia em mulheres; e
ginecomastia, diminui¢do na producdo de espermatozdides e impoténcia sexual em
homens. Estes antagonistas de receptores H, também atravessam a barreira placentaria e
passam para o leite materno. Os efeitos adversos dos inibidores de H'/K'-ATPase
incluem ndusea, constipacdo, dor abdominal e diarréia, inibem algumas enzimas do
sistema citocromo P450, que pode resultar na diminuicdo da depuracdo de
benzodiazepinicos, fenitoina e warfarin, além de causar cancer (DeLucia et al.; 2007).

Ambas as classes de farmacos inibidores da secre¢ao dacida causam também a



Introdugo

hipergastrinemia, definida como um aumento acima do normal de gastrina sérica e
redu¢do do pH luminal (Orlanddo et al., 2007).

As ulceras gastricas podem apresentar chance de cura superior a 95%, mas a
probabilidade de reincidéncia esta entre 65-80% um ano apos a cura e quase 100%
depois de dois anos. O tratamento e cura de recidivas ainda € um sério problema na
clinica (Fan et al., 2005).

A eficiéncia no tratamento farmacoldgico, tanto para cura ou prevengdo das
ulceras, ndo depende apenas do bloqueio da secre¢dao acida, mas também do aumento
dos fatores protetores da mucosa. Nesse sentido, a terapéutica atual também oferece
farmacos que sdao derivados de prostaglandina (misoprostol) e modificadores da
secrecdo de muco (carbenoxolona). A incidéncia de efeitos adversos do misoprostol ¢
minima, porém sua comercializagdo no Brasil ¢ proibida, pois estava sendo utilizado
como abortivo devido a sua capacidade de aumentar a motilidade uterina (DeLucia et
al.; 2007). Os efeitos adversos mais frequentes da carbenoxolona sio o
hiperaldosteronemismo com hipertensao, tal fato ocorre porque a carbenoxolona liga-se
as proteinas plasmaticas competindo por seus sitios de ligagdo com a aldosterona
(DeLucia et al.; 2007).

Essas consideragdes levam a promover a pesquisa de novos farmacos. O uso de
plantas medicinais, seus extratos e suas respectivas substancias isoladas t€ém mostrado
resultados promissores no tratamento e na prevengao de ulceras gastricas; tais resultados
foram demonstrados nos relatérios dos projetos tematicos “Bioprospeccdo de plantas
superiores do estado de Sao Paulo” (Proc. 02/05503-6) ¢ “Avaliagdo do Potencial da
Flora do Cerrado em Tratamento de Lesdes de Mucosa Gastrica e Intestinal em

Modelos Experimentais” (Proc. 06/55542-9).
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1.4 Plantas medicinais

A utilizagdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevengao de
doencas, ¢ uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. No inicio
da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Satde (OMS) divulgou que 80% da
populacdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais como
unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (Fabricant e Farnsworth, 2001;
Veiga Jr et al., 2005; Gurib-Fakim, 2006). O conhecimento sobre plantas medicinais
simboliza muitas vezes o unico recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos
étnicos. O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades ¢ tdo antigo quanto a
espécie humana (Maciel et al., 2002).

Ao longo do tempo tém sido registrados variados procedimentos clinicos
tradicionais utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolug¢do da medicina
alopatica a partir da segunda metade do século XX, existem obstaculos basicos na sua
utilizagdo pelas populagdes carentes, que vao desde o acesso aos centros de atendimento
hospitalares a obtencdo de exames e medicamentos. Estes motivos associados com a
facil obteng¢do e a grande tradicao do uso de plantas medicinais contribuem para sua
utilizagdo pelas populagdes dos paises em desenvolvimento (Veiga Jr et al., 2005),
subsidiando a importancia do estudo farmacologico das plantas medicinais.

Cerca de 25% das drogas prescritas a redor do mundo vém das plantas, 121
como compostos ativos em uso corrente. Entre as 252 drogas consideradas como
basicas pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS), 11% sdo de origem exclusivamente
vegetal e um numero significante sdo drogas sintéticas obtidas de precursores naturais
(Rates et al., 2001; Fabricant ¢ Farnsworth, 2001). De acordo com Newman et al.
(2003), entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado,

em torno de 49% eram substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos,
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derivados de produtos naturais ou entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo
estruturas de origem natural. Além disso, das drogas descobertas em estudos com
produtos naturais, 25% pertencem ao grupo das plantas superiores (Gurib-Fakim, 2006).

Estima-se, no Brasil, a existéncia de mais de dois milhdes de espécies distintas
de plantas, animais e microorganismos. O Brasil ¢ o pais com a maior diversidade
genética vegetal do mundo, contando com mais de 55.000 espécies catalogadas de um
total estimado entre 350.000 e 550.000 espécies (Dias, 1996). Entretanto, o uso de
plantas superiores como fonte de novas drogas ¢ ainda pouco explorado. Uma pequena
porcentagem da flora tem sido investigada fitoquimicamente e uma porcentagem ainda
menor (5000 espécies) foi estudada em suas propriedades farmacoldgicas (Rates et al.,
2001).

Entretanto, muitas vezes as supostas propriedades farmacologicas anunciadas
nao possuem validade cientifica, por ndo terem tido suas agdes farmacologicas
comprovadas em testes cientificos pré-clinicos (Veiga Jr et al., 2005), nos quais a
elucidagdo dos componentes ativos presentes nas plantas e seus mecanismos de acao
vém sendo um dos maiores desafios para a quimica farmacéutica, bioquimica e
farmacologia (Maciel et al., 2002).

As plantas sdo importantes fontes de produtos biologicamente ativos, sendo
consideradas como um promissor caminho para a descoberta de novas drogas. Pressdes
evolutivas selecionaram metabolitos nas plantas gerando compostos de valor adaptativo,
os denominados metabolitos secundarios, que facilitam a adequacgao da planta produtora
ao seu meio (Simdes et al., 2004). Esta é a base cientifica que explica a presenca de
moléculas bioativas, eventualmente terapéuticas, encontradas nas plantas (Fabricant e

Farnsworth, 2001; Chadwick, 2006)
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As informagdes existentes sobre a magnitude do mercado de compostos de
origem vegetal sdo pouco precisas, na década de 90 estimativas revelaram que o
mercado mundial de produtos farmac€uticos movimentou US$ 320 bilhdes/ano, dos
quais US$ 20 bilhdes sdo originados de substincias ativas derivadas de plantas
(Robbers et al., 1996); no inicio desta década, plantas e seus derivados tém sido as
maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30% do mercado farmacéutico
(Kirkpatrick, 2002). De acordo com a Organizacao Mundial de Saude (OMS), devido a
pobreza ou a falta de acesso a medicamentos modernos, cerca de 60 a 80% da
populacao dos paises em desenvolvimento dependem essencialmente das plantas para
os cuidados primarios com a saude (Fabricant e Farnsworth, 2001). Esta ¢ a base da
importancia cientifica e social do estudo das plantas medicinais.

A pesquisa sistemdtica para a obtencdo de novas substincias com finalidade
terap€utica pode ser executada por meio de varios processos. Os mais utilizados sdo a
sintese de novas moléculas, a modificagdo molecular de substancias naturais e/ou
sintéticas com propriedades farmacoldgicas definidas, extragdo, isolamento e
purificagdo de novos compostos de fontes naturais, especialmente de origem vegetal, a
qual se caracteriza como uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente ativas
como medicamento. Por outro lado, as plantas medicinais devem ser consideradas nao
apenas como matéria-prima, ponto de partida para a descoberta de novas moléculas,
mas também como um recurso natural potencialmente ativo na forma de fitoterapico

padronizado e eficaz (Di Stasi, 2007).

1.5 Epicatequina

Os polifendis sdo, indiscutivelmente, os mais pesquisados fitoquimicos

nutricionais (Gescher, 2010). Compostos fendlicos formam uma grande classe de
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substancias que possuem uma hidroxila ligada a um anel aromatico. Intimeras
subclasses existem e sdo classificadas como fenois simples, fenilpropanodides,
flavondides, taninos e quinonas (Leland et al., 2006).

As proantocianidinas, também conhecidas como taninos condensados ou
oligdbmeros sdao polimeros formados por pelo menos duas unidades de flavan-3-ol
(catequinas) (De Bruyne et al, 1999; Khanbabace e van Ree, 2001), que sdo a segunda
classe mais abundante de compostos fendlicos naturais depois da lignina (De Bruyne et
al, 1999), tais substancias possuem atividade gastroprotetora em ulceragdes causadas
por estresse. Essa protecao esté relacionada com a inibigdo da secrecdo acida via célula
G e diminuicdo da atividade da enzima superoxido dismutase (Iwasaki et al, 2004). Elas
também tém a capacidade de precipitar proteinas no local da ulceracdo formando uma
pelicula protetora que evita a absor¢ao de substincias toxicas e resiste ao ataque de
enzimas proteoliticas (John e Anabanjo, 1990; Nwafor et al, 1996). Proantocianidinas
estdo presentes em muitos alimentos e apresentam atividade antioxidante e anti-
inflamatoria.

A epicatequina (EC), isdmero da catequina, ¢ um polifenol que atenua ou previne
lesdes na mucosa do trato gastrointestinal que sao induzidas por inimeros agentes
agressivos, tais como Helicobacter pylori e estresse (Ito et al., 2008). A propriedade
antioxidante dos polifendis reduz o dano causado por radicais livres de espécies de
oxigénio-reativos e nitrogénio-reativos, que quando presentes levam ao dano na mucosa
gastrica em resposta a agentes lesivos como o alcool ou drogas anti-inflamatdrias nao-
esteroidais. Tais radicais livres causam peroxidagao lipidica nos tecidos atacando acidos
graxos insaturados, que por sua vez causam o estresse oxidativo. Portanto, a EC pode
prevenir o estresse oxidativo e as consequentes lesoes teciduais por neutralizacdo dos

efeitos causados pelos radicais livres e ndo livres (Odabasoglu, 2008).
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2  Objetivo

O objetivo deste projeto ¢ avaliar a capacidade antiulcerogénica e citoprotetora da
EC, e caracterizar os provaveis mecanismos de acao da mesma em modelos

experimentais.
3 Material e Métodos
3.1 Substancia de estudo

A substancia utilizada neste projeto foi a (-)-epicatequina (EC) sintética fornecida
pela empresa Sigma® nas respectivas doses: 25 (EC25), 50 (EC50) e 75 (EC75) mg/kg
para os ensaios bioldgicos de “Inducdo de tulceras gastricas por etanol absoluto” e
“Inducdo de ulceras gastricas por AINE (indometacina)”. Apos a realizacdo e andlise
estatistica (teste de multiplas comparacdes de Dunnett) de ambos os experimentos, uma
unica dose de EC foi selecionada para verificagdo de seus principais mecanismos de

acgao.

3.2 Veiculo de administragao

Em doses superiores a 10 mg/kg a EC ¢é insoluvel em solugdo salina, a EC
permanecia na forma de cristais mesmo ap6s muito tempo de tentativas de solubilizagao
no ultra-som (MaxiCleaner 750).

A solugdo encontrada para solubilizar a EC foi adicionar 10% de etanol absoluto
a salina (salina alcoolica). O material foi submetido ao ultra-som durante dez minutos
antes da administracdo. Para padronizar a técnica e ndo ocorrer alteracdo entre os
grupos, todas as solugdes de tratamento foram solubilizadas nesse veiculo e colocadas

no ultra-som, incluindo controle positivo (carbenoxolona).
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Foi feito um experimento piloto para comparar o efeito entre o grupo salina € o
novo veiculo, a salina alcodlica, no modelo experimental de “Inducdo de ulceras
gastricas por etanol absoluto” e constatou-se que ndo houve diferenga estatistica entre

estes grupos.

3.3  Animais

Ratos Wistar machos (180 a 250g) provenientes do Biotério Central da UNESP,
aclimatados as condi¢des do biotério do Departamento de Morfologia por pelo menos
vinte ¢ um dias antes da manipulagdo experimental, sob temperatura (23 + 2 C) e ciclo
claro-escuro (12 horas) controlados. Os animais foram alimentados com ra¢io Guabi”
destrusada e agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos
experimentais n® 002/04-CEEA submetidos e aprovados pela Comissio de Etica em

Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

3.4 Avaliacdo da atividade anti-ulcerogénica da EC

Os animais foram divididos aleatoriamente em grupos (n=7): tratados (EC25,
EC50 e EC75), controle negativo (ndo tratados) e controle positivo (tratados com
carbenoxolona 100 mg/kg ou cimetidina 100 mg/kg). Todos os animais passaram por
24h de jejum antes da realizacdo de cada ensaio biologico, mantidos em pisos elevados
para evitar a coprofagia. Apos cada experimento, os animais foram sacrificados, os
estomagos retirados e escaneados para a medida da area (mm?) das ulceras gastricas

pelo programa AVSoft.
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3.4.1 Inducéo de ulceras gastricas por etanol absoluto (Morimoto et. al.,, 1991)
Apds jejum os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos. Os animais
de cada grupo recebem os respectivos tratamentos p.o.: salina alcodlica, carbenoxolona
100 mg/kg, EC25, EC50 ou EC75. Ap6s uma hora da administragdo dos tratamentos,
todos os animais receberam 1 mL de etanol absoluto, decorridos mais 60 min. os
animais foram sacrificados, os estobmagos foram retirados e abertos pela curvatura maior

para andlises bioquimicas; macro e microscopicas.

3.4.2 Inducéo de ulceras gastricas por AINE (indometacina) (Rainsford, 1987)

Apds jejum os animais foram aleatoriamente separados em 5 grupos. Trinta
minutos antes da indugdo de Ulceras gastricas por indometacina (100 mg/kg), os animais
de cada grupo receberam os respectivos tratamentos p.o.: salina alcodlica, cimetidina
100 mg/kg, EC25, EC50 ou EC75. Apds Sh da indugdo de tulceras, os animais foram
sacrificados, os estobmagos retirados e abertos pela curvatura maior para analises macro

€ microscopicas.

3.5 Avaliacao de parametros do suco gastrico (Shay, 1945)

Randomicamente separados em 3 grupos experimentais apos 24h de jejum, os
animais receberam veiculo, cimetidina 100 mg/kg ou EC50 trinta minutos antes da
ligadura de piloro (p.o.) ou imediatamente antes da mesma (i.p.). Quatro horas apds a
ligadura, os animais foram sacrificados, o abdomen foi aberto e outra ligadura foi
colocada na cardia. Os estdmagos foram removidos, inspecionados internamente e seus
conteudos foram drenados em tubos graduados e por fim centrifugados a 2000 xg (3500

rpm) por 15 min. O contetdo acido total do suco gastrico foi determinado por titulagio
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para pH 7,0 com 0,01 NaOH usando uma bureta digital (E.M., Hirschmann

Technicolor, Alemanha). Os resultados foram expressos em mEquiv./mL/4h.

3.6 Avaliacao de fatores protetores da mucosa gastrica

3.6.1 Envolvimento do éxido nitrico (NO) (Arrieta et al., 2003) e dos grupamentos
sulfidrilicos (SH) (Matsuda et al., 1999) no efeito gastroprotetor da EC contra
etanol absoluto

Os ratos foram separados aleatoriamente em 6 grupos, onde dois grupos foram
pré-tratados (i.p.) com salina, outros dois com L-NAME (N-nitro-L-argenine methyl

ester 70 mg/kg, um inibidor da sintese de NO) e outros dois com NEM (N-

ethylmaleimide 10mg/kg, um depletor de SH). Trinta minutos depois dos pré-

tratamentos, os grupos de cada pré-tratamento foram tratados (p.o.) com veiculo ou

EC50. Decorridos 60 minutos, todos os animais receberam (p.o.) 1 mL de etanol

absoluto e, uma hora ap6és a administracdo do agente lesivo, os animais foram

sacrificados para determinagdo da area ulcerada (mm?).

3.6.2 Quantificacdo da glutationa total (GSSH) presente na mucosa gastrica
Amostras de estdbmagos que foram coletadas apds inducdo de ulceras por etanol
absoluto foram lavadas em solugdo salina, pesadas, homogeneizadas e centrifugadas. O
sobrenadante foi retirado e colocado sob reacdo que ¢ baseada no método de oxidacao
total de glutationa presente no tecido pelo reagente DTNB (5, 5’-dithiobis 2-
nitrobenzoic acid), seguida da redug¢do desta forma oxidada pela enzima glutationa

redutase ¢ NADPH (Anderson, 1985). A concentracdo da glutationa reduzida foi



Material e Métodos

determinada pela velocidade de redugdao do DTNB que gera uma onda detectavel em

espectrofotometro a 412 nm.

3.6.3 Quantificacdo do muco gastrico aderido a mucosa gastrica (Rafatullah et al.,
1990)

Uma hora apds a administragdo (p.o.) de veiculo, carbenoxolona 200 mg/kg ou
EC50 em trés grupos de animais, foi feita a ligadura de piloro. Quatro horas apds o
procedimento cirurgico, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e sua
porcao aglandular foi retirada, a porcao glandular foi imersa em solu¢ao de alcian blue
para posterior quantificagdo do muco por espectrofotometria a 598 nm. Os resultados

foram expressos em pg de muco/g de tecido.

3.7 Avaliacdo da atividade antioxidante da EC (Stocks et al., 1974)

Ratos wistar machos (n=2) foram sacrificados para a retirada de todo o conteudo
encefalico, que foi processado para posterior peroxidacao lipidica induzida por sulfato
ferroso e acido ascorbico. O principal produto da peroxidacao lipidica ¢ o malonil-
dialdeido (MDA), portanto a atividade antioxidante ¢ baseada na reag¢do colorimétrica
do MDA com o acido tiobarbitirico e quantificada por espectrofotometria a 532 nm.

Resultado expresso em CI (ng/ml) de 50% da peroxidacao lipidica induzida.
3.8 Analise estatistica

Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori
de multiplas comparagdes de Dunnett. Dados ndo paramétricos (escala microscopica)

foram expressos na forma de mediana (range) e submetidos a andlise de variancia de
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uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori de Dunn. Todas as analises foram

feitas pelo software GraphPad Instat com nivel de significincia minimo de p < 0,05.

4  Resultados e Discussao

4.1 Atividade Anti-ulcerogénica

411 Caracterizacdo Macroscopica

Altas concentragdes de etanol levam a um aumento da permeabilidade epitelial,
como conseqiiéncia de mudancas da diferenca de potencial celular que ¢ causado pela
re-difusdo de fons H' através da mucosa lesada, e danos da mucosa principalmente
devido aos disturbios vasculares e diminui¢ao do fluxo sangiiineo local (Siegmund et
al., 2003). O etanol também ¢ capaz de alcangar o epitélio da mucosa através do
rompimento da barreira muco-bicarbonato e suas ac¢oes celulares refletem em ruptura da
parede dos vasos sanguineos, sendo as hemorragias a conseqiiéncia das lesdes gastricas
observadas neste modelo (Mincis et al., 1995). A sua administragao também aumenta a
peroxidacdao lipidica, reduz os niveis de SOD (superoxido dismutase), catalase,
glutationa reduzida e grupamentos sulfidrilicos ndo-protéicos (GSH) das células que ¢
um dos mais importantes fatores de protecdo da mucosa gastrica (Repetto e Llesuy,
2002; Bafna e Balaram, 2004), depleta o muco contido na parede gastrica (Al-Howiriny
et al., 2003), estimula a formagao do leucotrieno C4 (LTC4), de produtos secretados por
mastocitos (Oates e Hakkinen, 1988) e de espécies reativas de oxigénio (Mizui et al.,
1987), resultando em dano a mucosa gastrica. Esses efeitos provavelmente se devem a
acoes de lipoperoxidacdo, formacao de radicais livres, estresse oxidativo intracelular,
alteracdes na permebilidade e despolarizagdo da membrana que precedem a morte

celular (Repetto e Llesuy, 2002) por danos ao DNA e diminui¢do dos grupamentos
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sulfidrilicos ndo-protéicos (GSH) das células que ¢ um dos mais importantes fatores de
prote¢ao da mucosa gastrica (Repetto e Llesuy, 2002).

As primeiras doses de EC foram 3, 5 ¢ 10 mg/kg, tais doses foram escolhidas com
base nos resultados obtidos por Farias-Silva et al. (2007) com a substancia indigo, que é
uma substancia com alto poder oxidante obtida das folhas da Indigofera truxillensis
Kunth (Fabaceae) e popularmente indicada para gastrite, tais semelhangas nos levaram a
utilizar doses semelhantes as utilizadas por Farias-Silva et al. (2007), porém essas doses
ndo foram efetivas na citoprotecdo da mucosa gastrica durante os ensaios de indugdo de
ulcera por etanol absoluto, entretanto os nossos resultados mostram que a dosagem nao
foi efetiva (Figura 1). Entdo, foi estabelecida uma nova curva dose resposta de 25, 50 e

75 mg/kg para os testes com a EC.
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Figura 1: Acdo da EC no modelo de indug@o de ulcera gastrica por etanol absoluto em ratos. Resultados
expressos em area + EPM. Analise estatistica entre grupos comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA
seguida pelo teste de multiplas comparagdes, teste de Dunnett, diferenca significativa quando P<0,05 (*) ou P<0,01

As novas doses estabelecidas de EC preveniram lesdes causadas pela

administracdo de etanol; a EC50 teve o melhor efeito citoprotetor, mostrando-se mais
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efetiva e duas vezes mais potente que a carbenoxolona (controle positivo), oferecendo
efeito gastroprotetor de 94,83% (Figura 2).

A substancia isolada preveniu a formagao de tlceras com poténcia equivalente aos
extratos e as fragdes isoladas de plantas que continham a EC em sua composi¢ao
fitoquimica, tais como a Mouriri pusa (Andreo et al., 2006; Vasconcelos et al., 2008) e
a Virola surinamensis Warb. (Myristicaceae) (Hiruma-Lima et al., 2008), portanto os
resultados obtidos neste trabalho podem indicar que a EC era o composto responsavel

pelo efeito gastroprotetor obtido pelas fragdes e extratos das plantas citadas.
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Figura 2: Ac¢do da EC no modelo de indug@o de ulcera gastrica por etanol absoluto em ratos. Resultados
expressos em area + EPM. Analise estatistica entre grupos comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA
seguida pelo teste de multiplas comparagdes, teste de Dunnett, diferenca significativa quando P<0,05 (*) ou P<0,01

o Anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINEs) reduzem os niveis de prostaglandinas
E, (PGE) por inibi¢do das cicloxigenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2). As PGE, estimulam
a sintese de muco e bicarbonato e regulam a secrecao acida e o fluxo sanguineo que
nutre a mucosa gastrica. (Halter et al., 2001). A redugdo dos niveis de PGE,
compromete a integridade da mucosa gastrica devido ao comprometimento da barreira
protetora que ¢ composta majoritariamente por muco e bicarbonato, facilitando lesdes

causadas por secregdes gastricas, tanto acidas quanto enzimadticas; fato que pode ser

observado no grupo controle (Salina Alcodlica) (Figura 3). A Indometacina, um AINE,
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induz tlceras gastricas através de varios processos, incluindo geragdao de espécies
reativas de oxigénio, inibicdo da sintese de PGE,, infiltragdo de leucocitos
polimorfonucleares, indugdo de apoptose, iniciagdo da peroxidagado lipidica (Yoshikawa
et al., 1993) e diminui¢do da produc¢do de muco resultando em ulceras hemorragicas
(Bech et al., 2000).

A EC apresentou reducdo significativa do dano causado pela administracdo de
indometacina (Figura 3), no entanto sua dose efetiva na gastroprote¢do mostrou-se
menor que a observada na inducao de ulceras por etanol absoluto. A curva dose-resposta
ndo ¢ dose dependente (Figura 3), corroborando com os dados da literatura que
mostram que a EC ¢ antioxidante em doses baixas e pro-oxidante em doses altas
(Luchini et al., 2008). Muitos outros polifendis possuem efeito dual na sintese de
prostaglandina, em doses baixas estimulam a PG-sintase e em altas doses a inibem.
Estimulam-na por sua acdo redutora dos componentes intermediarios oxidados da
biossintese de prostaglandina, acelerando o ciclo da peroxidase; e também atuam como
co-substratos doadores de elétrons para o componente peroxidase da PG-sintase.
Inibem-na em altas doses via inibi¢ao da atividade da COX-2 por competicao alostérica
no sitio de ligacdo do 4cido aracdonico e também por competicao na reducdo da PG-
sintase.

Andreo et al. (2006) verificou que o extrato metandlico de folhas de Mouriri pusa
também oferece citoprotecao contra AINE (piroxicam) em baixas doses € em altas doses
a gastroprote¢do ndo ¢ significativa, eles acreditam que tal efeito ocorre devido a
composi¢do quimica do extrato, que ¢ constituido por catequinas e inumeros
flavondides, e associam-no ao efeito dual de compostos polifenolicos descrito acima

(Andreo et al., 2006; Luchini et al., 2008). Eles também discutiram que a presenga da
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EC poderia estar associada a gastroprotecdo do extrato frente ao piroxicam devido a sua

capacidade em inibir peroxidagdo lipidica e por sua potente atividade antioxidante.
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Figura 3: Acdo da EC no modelo de indugdo de tlcera gastrica por indometacina em ratos. Resultados
expressos em area + EPM. Analise estatistica entre grupos comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA
seguida pelo teste de multiplas comparagdes, teste de Dunnett, diferenca significativa quando P<0,05 (*) ou P<0,01

4.1.2 Caracterizacao Microscopica

Analises microscopicas do material também mostram que a EC protege o
estomago contra danos causados pelos dois agentes lesivos (etanol e indometacina) em
nivel microscopico (Tabela 1), diminuindo o dano tecidual em quatro parametros:
hemorragia da mucosa, dano glandular, descamagao da mucosa e infiltrado eosinofilico.

A EC mostrou efeito gastroprotetor contra o agente lesivo etanol em E25, ES0 e
E75, indicando a efetiva acao de protecdo da mucosa gastrica pela EC por prevencao de
lesdes hemorragicas, danos glandulares, por diminuigdo da infiltragdo eosinofilica ¢ da
descamacao de células da mucosa gastrica promovidas pelo agente lesivo (Anexo 1).

As analises microscopicas das ulceras induzidas por indometacina indicam que a
E25 e E50 diminuem estatisticamente as lesdes microscopicas (danos glandulares,
hemorragia, infiltrados leucocitarios e descamagao da mucosa) (Tabela 1) comparadas

ao grupo controle negativo, contudo a EC75 nio diminuiu estatisticamente os danos em
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nivel microscopico (Tabela 1, Anexo 2), corroborando com os resultados obtidos nas

analises macroscopicas ¢ com os dados da literatura (Luchini et al., 2008).

Tabela 1: Escala semi-quantitativa microscopica de estdmagos de ratos tratados com EC induzidos a tulceras
por administracdo de etanol absoluto ou indometacina.

Escala Semi-Quantitativa Microscopica

Exp(::iurg grsltais Ulceras induzidas por etanol Ulceras induzidas por indometacina
Veiculo 11 (11-12) 8 (5-11)
Controle positivo 4,5 (2-7) H** 4 (2-6) **
EC25 6(3-8) ** 3(2-6) **
EC50 3(2-3) Hxx* 52-7 *
EC75 3(2-3) H*x* 5 (4-10)

Critérios de avaliacdo microscopica: hemorragia na mucosa (0-3), dano glandular (0-3), descamacdo da
mucosa (0-3), infiltrado eosinofilico (0-3); somando uma escala total de 0 a 12. Mediana (range), Analise estatistica
entre grupos comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparagdes, teste
de Dunn, diferenca significativa quando P<0,05 (*), P<0,01 (**) ou P<0,001 (***).

4.2 Avaliacéo de parametros do suco gastrico

O acido cloridrico do estomago facilita a absorcdo de proteinas, ferro, calcio e
vitamina Bj,, além de prevenir crescimento bacteriano e posterior infec¢do entérica.
(Schubert, 2010). Porém, quando as quantidades de acido e de pepsina excedem os
mecanismos de defesa da mucosa, ocorre a ulcera. Para que isso ndo ocorra, a secre¢ao
gastrica deve ser precisamente regulada. Isto € possivel por uma série de acdes
coordenadas e interacdes neurais, hormonais e vias pardcrinas; ou seja, por estimulos
que se originam no cérebro ou reflexos de estimulos originados no proprio estomago
(distensao, presenca de proteinas e acido) (Schubert, 2010).

Ao proceder a ligadura de piloro, as ulceragdes sao formadas em decorréncia da
hipersecrecdo gastrica. Acredita-se que esta hipersecrecdo acida seja estimulada por
reflexo vago-vagal devido a distensdo gastrica provocada pelo aumento do volume
gastrico devido a obstrucdo do piloro. Este procedimento estimula a secre¢do do
hormonio gastrina, cuja fungdo no trato gastrico ¢ estimular as cé€lulas parietais a

secretarem HCI (Baggio et al., 2003). Na forma de administracdo intraduodenal, onde se
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avalia o efeito sistémico da droga sobre o controle da secrecdo gastrica, onde a EC50
diminuiu o volume da secre¢do gastrica (Tabela 2) em relagdo aos animais tratados com
o veiculo. Apesar da diminuicdo do volume da secre¢dao gastrica promovida pela
administracdo de EC, ndo houve alteragio na concentragio de fons H' (Tabela 2).
Contudo, a EC50 diminuiu estatisticamente a concentracdo de fons H™ em ratos
tratados oralmente e ndo alterou o volume luminal total. Tal fato nos permite sugerir
que a administragdo de EC50 via oral pode diminuir a secre¢do acida no estdmago, ou

seja, a EC possui efeito gastroprotetor por atuacao local e ndo sistemica.

Tabela 2: Efeito da administrag@o oral ou intraduodenal da EC sobre o pH, volume do contetido gastrico e
concentragdo de H' no modelo de ligadura de piloro em ratos.

Via de Tratamento Volume do Concentracio de fons H'
Administracdo suco gastric (mEq H'/mL/4h)
(mL)

Intraduodenal ~ Veiculo 3,45+0,37 7,82+0,45
Cimetidina 2,08+0,16 ** 4,20+0,63 **
E50 1,82+0,15 ** 7,64+1,29 ns

Oral Veiculo 1,22+0,80 8,03+1,28
Cimetidina 1,17+£0,36 ns 2,49+0,47 **
E50 1,80+0,55 ns 4,56+0,56 *

Analise estatistica entre grupos comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA seguida pelo teste de
multiplas comparagdes, teste de Dunnett, diferenca significativa quando P<0,05 (*) ou P<0,01 (**).

4.3 Avaliacéo de fatores protetores da mucosa

4.3.1 Envolvimento do NO e dos SH na gastroprotecéo contra etanol absoluto
Estudos indicam que o NO est4 envolvido na preservagcdo da mucosa em modelos
experimentais de ulcera gastrica por promover redugdo da peroxidagdo lipidica e
também por uma agdo anti-inflamatdria nos tecidos (Cho, 2001; Kwiecién et al., 2002;
Ancha et al., 2003), além de ser importante na regulacdo de secreg¢do acida e basica do
estdmago, na secre¢do de muco e no fluxo sanguineo da mucosa gastrica (Andreo et al.,
2006). Porém, o papel do NO na regulacdo e manutencdo das fungdes da mucosa

gastrica ainda nao ¢é totalmente conhecido (Khattab et al., 2001).
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Para investigar o envolvimento do NO enddgeno na citoprotegdo, ratos foram pré-
tratados com um inibidor da NO sintase (L-NAME); para verificar o -efeito
gastroprotetor da EC na indugdo de ulceras gastricas por etanol absoluto. Os resultados
mostram que o efeito gastroprotetor ndo foi alterado com sua administrac¢do (Tabela 3),
indicando que o mecanismo de acdo da EC nao envolve a participacdo de NO para
promocao de seu efeito gastroprotetor.

Os nossos resultados contrariam os dados obtidos com o extrato metandlico de
folhas de Mouriri pusa que ¢ um extrato rico em EC (Andreo et al., 2006), onde foi
demonstrado que a participacdo do NO ¢ essencial para o efeito citoprotetor do extrato.
A diferencga entre os resultados pode ser devido a outros elementos presentes no extrato,
que ¢ constituido, além da EC, por catequina e doze flavondides e seus glicosideos, que
provavelmente sdao as substancias que dependem do envolvimento da participacdo do
oxido nitrico para exercer efeito gastroprotetor frente a lesdes induzidas por etanol
absoluto.

Outra possivel explicacao ¢ que o NO foi produzido por uma via independente da
NO-sintase. A producao de NO por uma via independente da NO-sintase ocorre quanto
ha uma demanda de compostos nitrogenados, tais como o nitrito e nitrato da saliva; um
pH acido, tal como o do estdmago, e a presenca de agentes redutores como compostos
polifenolicos (Lundberg e Weitzberg, 2010). Portanto seria mais apropriado afirmar que
o efeito gastroprotetor exercido pela EC ndo depende do envolvimento da enzima NO-
sintase.

Os grupamentos sulfidrilicos participam da prote¢do da mucosa pela ligagdo a
radicais-livres, atuando como um antioxidante e; por formar pontes de dissulfeto entre
as subunidades do muco de maneira a impedir a sua dissocia¢do, deixando-o menos

hidrofilico (Avila et al., 1996). Esses grupamentos estdo presentes na glutationa, uma
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substancia endogena que, em sua forma reduzida, tem importancia na reducao do
estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir formac¢do de perdxidos e se
complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger estruturas celulares
protéicas, DNA e lipideos, além de proteger a célula de outros produtos toxicos, como o
cadmio (Klaassen et al., 1985; Hayes e McLellan, 1999; Kimura et al., 2001). Apesar
de se conhecer o envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos na protecdo da mucosa em
experimentos de indugdo de ulcera por etanol, os mecanismos de acao ainda nao foram
totalmente esclarecidos (Hiraishi et al., 1999). A administragdo do depletor dos
grupamentos sulfidrilicos (NEM) provocou grande aumento das lesdes gastricas em
todos os grupos experimentais, revertendo grande parte do efeito gastroprotetor da EC
(Tabela 3).

Portanto, a EC ndo tem seu efeito gastroprotetor revertido com a administragao do
inibidor da NO-sintase (L-NAME), porém quando os grupamentos sulfidrilicos sdo

depletados pelo NEM, a gastroprotegdo contra o etanol desaparece (Tabela 3).

Tabela 3: Efeito da EC contra etanol absoluto em ratos pré-tratados com NEM ou L-NAME.

Pré-Tramento (i.p) Salina NEM L-NAME
Tratamento (p.o) Veiculo Veiculo Veiculo
Area da Lesdo (mm?) 251,684+46,59a,b 1157,40+266,09b 287,46+63,04a
Gastroprotecao (%) - - -
Tratamento (p.o) EC EC EC
Area da Lesdo (mm?) 30,11+10,61a,c 558,70+86,11c 117,61+45,98a
Gastroprotegdo (%) 88,04 51,73 59,09

Area de lesdo gastrica (mm?) induzida por etanol absoluto em ratos pré-tratados com NEM ou Salina. Teste t
nao pareado com corre¢do de Welch. a indica P < 0,05 na mesma coluna (entre 0 mesmo pré-tratamento). b indica P
< 0,05 na mesma linha (entre 0 mesmo tratamento oral - veiculo). ¢ indica P < 0,05 na mesma linha (entre 0 mesmo
tratamento oral — EC50).

4.3.2 Quantificacdo da GSSH presente na mucosa gastrica

A indugdo de ulcera gastrica por etanol absoluto esta associada a redugdo de
compostos sulfidrilicos, especialmente a glutationa intracelular (GSH) (Szabo e Brown,
1987), que possui importante papel no funcionamento do sistema antioxidante

enzimatico ou primario (Roberts e Sindhu, 2009). Como ja foi dito a glutationa
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endogena possui importante papel citoprotetor (Klaassen et al., 1985; Hayes e
McLellan, 1999; Kimura et al., 2001).

A EC mostrou-se significativamente eficiente em manter os niveis de GSSH
elevados apos a administragdo de etanol absoluto (Figura 4), este resultado mostra que
o efeito gastroprotetor da EC pode estar intimamente relacionado com sua elevada
capacidade antioxidante, fato posteriormente refor¢ado pelo ensaio de prevengdo da
peroxidacao lipida, onde a EC mostrou-se eficaz na prevengdo da peroxidagao lipidica
induzida por agentes oxidantes (Figura 6), que indica que a EC pode prevenir estresse

oxidativo causado pela ingestao de agentes oxidantes (Odabasoglu, 2008).
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Figura 4: Efeito da EC nos niveis de glutationa total presente na mucosa gastrica em ratos. Analise estatistica
entre grupos: ANOVA seguida pelo Teste de Multiplas comparagdes de Tukey, P < 0,05: glutationa total expressa
como ng/g de tecido. Letras diferentes representam diferenca estatistica entre os grupos.

4.3.3 Quantificacdo do muco gastrico aderido a mucosa gastrica

Em experimentos anteriores, foi constatado que com a administracdo de um
depletor de compostos sulfidrilicos (NEM) o efeito gastroprotetor da EC foi revertido.
Sabe-se também que os compostos sulfidrilicos atuam na manutengdo das pontes

dissulfetos do muco; se as pontes dissulfetos forem danificadas pela auséncia de
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compostos sulfidrilicos, 0 muco se torna mais soliivel e deixa a mucosa gastrica mais
propensa a danos causados por agentes lesivos (Avila et al., 1996).

O muco tem inumeras fungdes no estdmago, € secretado por toda a superficie
mucosa e age como lubrificante para reduzir choques mecanicos causados por materiais
ingeridos e como um armadilha para bactérias (Forstner, 1978; Belley et al., 1999). O
muco também tem um papel estrutural importante, pois cria uma barreira na superficie
mucosa que ajuda a manter o pH neutro e também age como uma barreira contra a
pepsina luminal (Allen e Flemstrom, 2005).

O aumento de muco aderido a mucosa gastrica do grupo tratado com EC50 foi
significativo comparado ao grupo que foi tratado somente com o veiculo (Figura 5),
portanto a EC50 estimula a produgdo ou a secre¢do de muco da mucosa géstrica durante
a ligadura de piloro induzida cirurgicamente (Anexo 3).

Ito et al. (2008) mostrou que administracdo oral de cha verde enriquecido de
catequinas (epigalocatequina-galato, EC, EC-galato e epigalocatequina) em roedores
aumentam a mucina presente no ileo, principalmente a sulfomucina derivada de células
caliciformes, contudo ndo alterou a mucina gastrica nos estomagos de ratos. No entanto,
as doses usadas por Ito et al. (2008) foram de 100 ¢ 500 mg/kg, que sdo doses elevadas
comparadas as usadas nos modelos experimentais deste projeto, portanto podem inibir a
producdo de PGE,, que sao importantes na modulagdo da secre¢do e produgdo de muco
(Halter et al., 2001; Luchini et al., 2008).

Figura 5 mostra que os animais tratados com EC tiveram aumento significativo de
muco aderido a mucosa gastrica comparados ao controle negativo.

Apesar de estudos anteriores afirmarem que a EC ¢ um inibidor da K'/H'-
ATPase in vitro (Murakami et al., 1992; Murakami et al., 1999), ndo podemos mais

afirmar que a EC50 diminui a secre¢io de ions H' pois o aumento da secre¢do de muco
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(Figura 5) que ocorre, concomitantemente, com a administracdo de EC50 também
aumentaria o pH luminal, portanto ndo podemos afirmar se esse aumento deve-se ao

fato do aumento da secrecdo de muco ou pela inibicdo da bomba K'/H - ATPase.
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Figura 5: Efeito da EC nos niveis de muco aderido a parede gastrica de ratos. Analise estatistica entre grupos
comparados ao grupo tratado com veiculo: ANOVA seguida pelo teste de multiplas comparacdes, teste de Dunnett,
diferenca significativa quando P<0,05 (*) ou P<0,01 (**): muco gastrico quantificado em pg/g de tecido.

4.4 Atividade Antioxidante

Como ja foi descrito anteriormente, a indometacina ¢ o etanol induzem lesdes ao
tecido gastrico pela formagdo de radicais livres e pela inducdo da peroxidagao lipidica
(Yoshikawa et al., 1993) que podem ser neutralizadas por antioxidantes. O sistema
antioxidante natural do organismo consiste em uma série de enzimas antioxidantes e
numerosos compostos endodgenos (glutationa) e exdgenos que neutralizam espécies
reativas de oxigénio. A defesa antioxidante primaria do organismo consiste
principalmente das enzimas superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx); enquanto a secundaria ¢é constituida principalmente pelos
antioxidantes ndo enzimaticos como a vitamina C, vitamina E, B-caroteno, glutationa e

numerosos fitoquimicos e fitomedicamentos (Roberts e Sindhu, 2009).
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Radicais livres por sua vez podem ser originados da respiracao celular, inatividade
fisica, alimentacdo inadequada, tabagismo entre outros. Eles originam o radical
superoxido que ¢ metabolizado pela SOD, que da origem ao peroxido de hidrogénio que
pode ser transformado em agua e oxigénio pela CAT, ou transformado em agua pela
GPx na presenca de glutationa, ou ainda originar o radical hidroxila que causa dano ao
DNA, peroxidagdo lipidica e dano protéico. Se este sistema enzimatico falhar, ¢
necessdria a presenga de substancias antioxidantes ndo enzimaticas endogenas ou
exogenas (Roberts e Sindhu, 2009).

Neste ensaio de “Peroxidacédo lipidica em membrana de cérebro de ratos in vitro”,
¢ verificado se a EC ¢ capaz de inibir a peroxidacdo lipidica na auséncia do sistema
antioxidante enzimatico ¢ também ¢ determinada a concentragdo inibitoria de 50%
(ICsp) da peroxidagao lipidica da mesma. Verificou-se que a EC ¢ um antioxidante, pois
¢ capaz de prevenir a peroxidagdo lipidica induzida por acido ascorbico e sulfato ferroso

(IC50=5.29 ug/mL) (Figura 6).

07 - Curva Epicatequina
, 1 -

0,6 - .

0,5 - 0,8 .

0,4 - 0,6 -

0,3 - .

02 . 0,4 -
’ y = 0,0042x + 0,0562

0,1 - R = 0.9829 0,2 - y = 0,2406In(x) - 0,0992
0 . . ! R?=0,9776

0 50 100 150 0 ' '
0 50 100

Figura 6: Atividade antioxidante da EC. Ensaio de peroxidago lipidica em membrana de cérebro de ratos in
vitro. A: curva da calibragéo do espectrofotometro, B: Curva de inibi¢ao da peroxidagio lipidica com concentragoes
crescentes de EC.

5 Conclusdo

A EC apresenta significativo efeito gastroprotetor macro e microscopico frente a
lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto e indometacina, atua localmente

aumentando a secre¢ao de muco, auxiliando o sistema antioxidante na manutencao dos
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niveis de glutationa total. Tais mecanismos dependem da ativagdo de compostos

sulfidrilicos e independem da atuagdao da enzima NO-sintetase.
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CARACTERIZACAO MICROSCOPICA DE ULCERACOES
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de Lindoia.
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protein-70, vasoactive intestinal peptide, glutathione, sulthydryl compounds, nitric

oxide and prostaglandin E2. Chemico-Biological Interactions.
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1. Mencao Honrosa/Honra ao Mérito na XXV Reunido Anual da Federacgao
de Sociedades de Biologia Experimental — FeSBE 2010.
GASTROPROTECTIVE EFFECT OF EPICATECHIN IN ETHANOL
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SECRETION AND NITRIC OXIDE PRODUCTION OF NITRIC OXIDE
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