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LOPES, K. L. AVALIAC}AO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DA FRAC}AO
ACETATO DE ETILA DE NEOGLAZIOVIA VARIEGATA (ARRUDA) MEZ.
(BROMELIACEAE) EM MODELOS ANIMAIS. (2015) Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia - PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

RESUMO

A espécie Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez € conhecida popularmente como
”"caroa”, no Brasil, se encontra amplamente distribuida na regido da caatinga por
todo o semiarido do Nordeste brasileiro e parte da regido Sudeste. O perfil
fitoquimico da espécie mostrou a presenca de saponinas, taninos, flavondides,
esterdides e triterpendides. O presente estudo tem como objetivo investigar a
atividade gastroprotetora e 0s mecanismos citoprotetores da fracdo acetato de etila
(Nv-AcOEt) de Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (Bromeliaceae), em
camundongos. No modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto e etanol
acidificado (0,2 mL/animal), o pré-tratamento com o Nv-AcOEt diminuiu a area de
les@o gastrica de maneira significativa nas doses de 100 (3,56 = 0,93%), 200 (2,22 +
0,62%) e 400 mg/kg (1,02 £ 0,24% ) e 100 (7,20 £ 0,93), 200 (3,55 + 1,38) e 400
mg/kg (2,38 + 0,83%), respectivamente. No modelo de Ulcera por ibuprofeno (400
mg/kg, v.0.), 0 pré-tratamento com o Nv-AcOEt reduziu a &rea de lesdo nas doses
de 100 (1,43 £ 0,36%), 200 (0,90 + 0,03%) e 400 mg/kg (1,44 £ 0,28%). Na
avaliacdo da atividade antioxidante em camundongos, Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.)
nao impediu a degradacdo de GSH pela acédo do etanol. Nv-AcOEt (100 mg/kg, i.d.)
demonstrou um aumento na concentracdo de muco aderido a parede gastrica no
modelo de Ulceras induzidas por ligadura de piloro em ratos. Na tentativa de elucidar
outros possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecdo de Nv-AcOEt (100
mg/kg), os animais foram submetidos a inducédo de lesdo gastrica por etanol apos
pré-tratamento com ibuprofeno, L-NG-nitro-arginina, e glibenclamida, demonstrando
a participacdo das prostaglandinas e da sintetase do 6xido nitrico. Estes dados
indicam que Nv-AcOEt apresenta atividade gastroprotetora, com participacdo da
sintetase do Oxido nitrico, das prostaglandinas e do aumento na produgéo de muco.

Palavras-chave: Atividade  antioxidante. Bromeliaceae. = Gastroprotecao.
Mecanismos citoprotetores. Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez.
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Lopes, K. L. EVALUATION OF GASTROPROTECTIVE ACTIVITY OF ETHYL
ACETATE FRACTION OF NEOGLAZIOVIA VARIEGATA (ARRUDA) MEZ.
(BROMELIACEAE) IN ANIMAL MODELS. (2015) Master's Dissertation, Graduate
Studies in Pharmacology. —- PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

ABSTRACT

The Neoglaziovia variegate (Arruda) (Mez species is popularly known as " carod " , in
Brazil , is widely distributed in the savanna region throughout the semi-arid
northeastern Brazil and part of the Southeast. The phytochemical screening of this
specie showed the presence of a variety of secondary metabolites such as saponins,
tannins, flavonoids, steroids e triterpenoids. The present study aims to investigate the
gastroprotective activity and cytoprotective mechanisms of ethyl acetate fraction (Nv -
AcOEt) of Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae ) in mice. In model of
gastric damage induced by ethanol absolute and acidified ethanol (0.2 mL/animal),
pretreatment with Nv-AcOEt decreased gastric lesion area significantly at doses of
100 (3.56 + 0,93%), 200 (2.22 + 0.62%) and 400 mg / kg (1.02 + 0.24%) and 100
(7.20 £ 0.93) 200 (3.55 + 1.38) and 400 mg / kg (2.38% + 0.83), respectively. In ulcer
model ibuprofen (400 mg / kg, po), pretreatment with Nv-AcOEt reduced lesion area
at doses of 100 (1.43 £ 0.36%), 200 (0, 90 + 0.03%) and 400 mg/kg (1.44 £ 0.28%).
In the evaluation of antioxidant activity in mice, Nv - AcOEt (100 mg / kg , po) did not
prevent the degradation of GSH by the action of ethanol. Nv AcOEt (100 mg / kg id)
showed an increase in mucus adhering to the gastric wall concentration in the
pylorus ligated rat model. In an attempt to elucidate other possible mechanisms
involved in gastroprotection Lv AcOEt (100 mg / kg) the animals were submitted to
the induction of gastric lesions after ethanol pre-treatment with ibuprofen, NG-nitro-L-
arginine and glibenclamide, demonstrated the participation of prostaglandins and
nitric oxide synthase. These data indicate that Nv-AcOEt has gastroprotective activity
with participation synthase of nitric oxide, prostaglandins and increased mucus
production.

Keywords: Antioxidant activity. Bromeliaceae. Cytoprotective mechanisms.
Gastroprotetion. Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez.
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LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

1 INTRODUCAO
1.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO ESTOMAGO

O estdbmago € um reservatorio ativo que armazena, tritura e dispensa o
alimento parcialmente digerido para o intestino para posterior digestdo e absorc¢ao.
Uma de suas principais funcdes é a secrecdo do &cido cloridrico (HCI), que tem a
funcado de facilitar a digestdo de proteinas através da conversao de pepsinogénio na
enzima proteolitica pepsina. O acido também facilita a absorcédo de ferro, calcio,
vitamina B12 e de alguns medicamentos, além de inibir o crescimento bacteriano e
prevenir infeccdes entéricas (CHOI et al., 2014).

A parede estomacal pode ser dividida em quatro regides: a mucosa, a
submucosa, a camada muscular (circular e longitudinal) e a serosa. A mucosa é
constituida de uma superficie epitelial, a qual é formada por uma camada de células
simples colunares que recobrem as fossas gastricas; abaixo do epitélio encontra-se
a lamina propria, uma camada de tecido conjuntivo que se apoia sobre a muscular
da mucosa (SCHUBERT; PERUA, 2008).

O estdmago também pode ser dividido em cinco regifes principais:
cardia, fundo, corpo, antro e piloro. Funcionalmente a mucosa gastrica esta dividida
em duas regides glandulares: mucosa oxintica e antral. Roland e colaboradores
(2013) evidenciaram que as linhagens celulares do estbmago nédo estéo distribuidas
uniformemente. As linhagens de células enteroenddcrinas sdo concentradas na
regido proximal e distal do estbmago. A mucosa oxintica € a mais extensa, e esta
localizada na superficie interna do corpo e fundo do estbmago, sendo composta por
células parietais que tem a funcao de secretar acido cloridrico (HCI), células D que
secretam somatostatina, células enterocromafins (ECL) que liberam histamina,
células principais produtoras de pepsinogénio, o qual, quando em contato com o
acido cloridrico, € convertido em pepsina atuando como enzima proteolitica e
ajudando na digestdo de proteinas e células mucosas, que secretam um muco
extremamente viscoso e alcalino, proporcionando uma barreira fisica de protecao
contra as secrecdes acidas que sao produzidas pelas células parietais, além de
contribuir para a lubrificacdo do transporte do alimento (SCHUBERT; PEURA, 2008)
(Figural).



26
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

Figura 1 — Anatomia do estdmago e células das glandulas géstricas
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Fonte: Adaptado de Choi et al., (2014).

As glandulas da mucosa antral estdo localizadas na porcdo antral do
estbmago e possuem células mucosas (produtoras de muco), células G (que quando
estimuladas liberam o hormdnio gastrina, que tem papel importante na secrecao
acida gastrica) e também células D (SCHUBERT; PEURA, 2008). Estudos
realizados por Choi e colaboradores (2014) demonstraram também a presenca,
porém em menor quantidade, de células parietais na mucosa antral, representando a

existéncia de uma variante das glandulas oxinticas (Figural).

O controle neural é feito pelo sistema nervoso autbnomo (SNA), por meio
de uma complexa rede de neurbnios localizada na parede do tubo gastrintestinal,
formando um sistema nervoso extrinseco e outro intrinseco ou entérico (PHILLIPS;
POWLEY, 2007). Os ramos simpaticos tém fibras pré e poés-ganglionares que,
guando estimuladas, inibem a transmisséo sinaptica do sistema nervoso entérico e,
como consequéncia, reduzem a atividade motora externa, estimulando a contragédo
muscular da mucosa e de alguns esfincteres, provocando vasoconstriccdo. Ja o
ramo parassimpatico, cujas fibras tém origem no ndcleo dorsal do vago sao
formados por fibras pré-ganglionares, com corpos medulares que estéo localizados
na medula espinhal e que terminam em neurdnios colinérgicos nos plexos

submucosos e mioentéricos. A estimulacdo parassimpatica é responsavel por
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aumentar a atividade motora e secretora (HOLZER, 1998; COSTA; BROOKES;
HENNIG, 2000; TRAVAGLI et al., 2006; FURNESS, 2012).

1.2 SECRECAO ACIDA

A regulacdo da secrecao gastrica se faz necessaria, a fim de evitar uma
producéo excessiva de acido-péptico, que possa vir a sobrepujar os mecanismos de
defesa de que a mucosa gastrica dispde, tendo como consequéncia, danos aos
tecidos (SCHUBERT; PEURA, 2008).

A secrecdo acida é minuciosamente regulada por sinais endocrinos,
paracrinos e por vias neurais. Os principais reguladores da secrecdo de acido séo a
gastrina, a histamina, a acetilcolina e a grelina como estimuladores, e a
somatostatina, o 6xido nitrico, a dopamina, as prostaglandinas (PGs), o peptideo
relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) e a adrenomedulina como inibidores
(SUN et al., 2002; SCHUBERT, 2005; ZHAO et al., 2008; KANAI et al., 2009) (Figura
2).

Figura 2 — Regulacédo da secrec¢ao acida gastrica
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Fonte: SCHUBERT; PEURA (2008).
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A gastrina € produzida pelas células G do antro gastrico, mas também
pode ser produzida em pequenas quantidades no intestino delgado, colon e
pancreas. Este hormonio é o principal mediador da secrecdo acida estimulada pela
alimentacdo e age principalmente liberando histamina das células ECL no corpo e
fundo do estdbmago. Quando liberada das células G, liga-se em receptores de
gastrina/colecistocinina do tipo 2 (CCK-2) localizados nas células parietais,
promovendo aumento dos niveis de calcio intracelular, o qual estimulara a bomba de
prétons (H'/K*-ATPase), desencadeando na formacio de acido. Esses receptores
estdo presentes nas células ECL, aos quais a gastrina pode ligar-se promovendo a
liberacdo de histamina (ALY et al., 2004; BEALES, 2004).

A histamina é estocada principalmente em células ECL que comumente
se localizam em estreita proximidade com as células parietais. Quando a histamina &
liberada, ela estimula a secrecdo do acido gastrico diretamente pela ligacdo em
receptores H, na célula parietal, desencadeando uma cascata de eventos
intracelulares, resultando, com isso, no aumento dos niveis de AMPc e ativacao da
PKA. A ativacdo da via dependente de AMPc estimula a bomba de protons na célula
parietal, resultando na secrec¢éo de acido (JAIN et al., 2007). Além disso, a histamina
modula a secre¢do do acido de maneira indireta, por atuar em receptores Hs na
célula D do antro gastrico, inibindo a secrecdo de somatostatina (substancia que tem
funcado de inibir a secrecdo do &cido por suprimir a liberacdo de gastrina, mediante
retroalimentacdo negativa); e atuar nas células G estimulando a liberacdo de
gastrina (VUYYURU et al., 1995; ROULEAU et al., 2004).

A acetilcolina (ACh) é liberada a partir de neurdnios pds-ganglionares e
estimula as células parietais diretamente via receptores Mz e indiretamente via M, e
M4 que estdo ligados a inibicdo da secrecdo de somatostatina (BITZIOU; PATEL,
2012).

Dentre as substancias que agem como inibidoras da secrecao acida
gastrica esta a somatostatina, que é sintetizada a partir da molécula precursora pré-
pré-somatostatina, presente nas células D da glandula oxintica e pilérica, inibem a
secrecdo acida por agir diretamente na célula parietal; e indiretamente por inibir a
secrecdo de histamina e gastrina. Quando ocorre reducdo excessiva do pH do

7

limen gastrico, a secre¢cdo de somatostatina € estimulada, que por outro lado,
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atenua a liberacdo de histamina, gastrina e consequentemente a formacao de &cido
(SCHUBERT, 2005).

O oxido nitrico (NO) também interfere na secrecéo gastrica de acido, podendo
inibir ou estimular a secrecdo acida gastrica dependendo da sua concentracao.
Baixas concentrag6es de NO provocam um efeito estimulatorio no conteddo celular
de histamina, aumentando a secrecdo acida gastrica, enquanto uma alta
concentracdo de NO teria um efeito inibitério nas células parietais, inibindo a
secrecdo. As prostaglandinas (PGs) também exercem efeitos inibitorios sobre a
célula parietal, ao ligar-se ao receptor de PGE2 (EP3) na célula parietal ativando
uma proteina G inibitéria (Gi), que inibe a enzima adenilato ciclase. As PGs
enddégenas modulam a secrecdo acida pelo blogueio do aumento de AMPc
estimulado por histamina dentro da célula parietal (ATAY; TARNAWSKI; DUBOIS,
2000; BRZOZOWSKI et al., 2005; RODRIGUES; FONSECA; NEVES, 2005).

O peptideo relacionado ao gene de calcitonina (CGRP) pertence a uma
familia de neuropeptidios que incluem a calcitonina e a adrenomedulina (HAGNER,;
STAHL; KNOBLAUCH, 2004). A adrenomedulina, no estbmago, esta presente nas
células ECL e nas células principais enquanto que, o CGRP esta nos neurdnios
sensoriais extrinsecos (HINSON; KAPAS; SMITH, 2000; KAWASHIMA; ISHIHARA,
RUMI, 2002). A adrenomedulina e CGRP ativam neurdnios intramurais na regiao do
fundo do estdmago que estimulam a somatostatina e assim, inibem a secrecéo de
histamina e consequentemente a secre¢do acida gastrica (HIRSCH et al., 2003;
ZAKI et al., 2013).

1.3MECANISMOS DE AGRESSAO E PROTECAO A MUCOSA

Os disturbios gastrintestinais funcionais sdo o conjunto de condi¢cbes que
afetam todas as partes do TGI. Esses distarbios sdo oriundos de um desequilibrio
entre os fatores agressores, que compreendem agentes quimicos (HCI, pepsina,
etanol, AINES, EROs) e agentes biologicos (Helicobacter pylori) e agentes
protetores (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo sanguineo, 6xido nitrico,
sistema antioxidante, fatores de crescimento e outros) (NATALE et al., 2004; LIM et
al., 2014) (Figura 3).
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Figura 3 — Fatores agressores e protetores da mucosa gastrica
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A "barreira" muco-bicarbonato-fosfolipideos constitui a primeira linha de
defesa da mucosa. Essa barreira € formada por gel de muco, bicarbonato, e
fosfolipideos surfactante, que cobrem a superficie da mucosa. Esta camada néo
agitada retém bicarbonato secretado pelas células epiteliais da superficie para
manter um microambiente neutro em células epiteliais da superficie e impede a
penetracdo de pepsina e a digestéo proteolitica do epitélio superficial. O gel de muco
contem fosfolipideos, e a sua superficie luminal é revestida com uma pelicula de
fosfolipideos surfactante com propriedades hidrofobicas fortes. A secrecédo de muco
€ estimulada por hormdnios gastrointestinais, como gastrina e secretina, bem como
por PGE, e agentes colinérgicos. Substancias ulcerogénicas, como o0s anti-
inflamatorios ndo esteroidais (AINES) e sais de bile, causam dissipacdo do gel
mucoso e da camada de fosfolipideos, causando a lesdo da mucosa (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).
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Quando a barreira muco-bicarbonato € quebrada, a proxima etapa do
mecanismo protetor inclui a neutralizacdo do acido intracelular, reparacédo epitelial
rapida, bem como manutencéo e distribuicdo do fluxo sanguineo da mucosa (LAINE;
TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008) (Figura 3).

A geracdo continua de PGs € crucial para a manutengdo da integridade
da mucosa e protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrozantes. Além de
estimularem a secrecdo de muco e bicarbonato podem modular o fluxo sanguineo
protegendo as células epiteliais gastricas dos fatores agressivos (BRZOZOWSKI et
al., 2005).

A PGE1l e a PGI2 sdo cruciais para manutencdo da integridade da
mucosa. As PGs endogenas ou exdgenas do tipo E e seus analogos exercem
acOes bioldgicas via receptores EP 1-4. O aumento da secrecdo de bicarbonato e
do fluxo sanguineo sdo acbes protetoras da mucosa gastrica promovidas pelas
prostaglandinas e mediadas principalmente via receptor EP1 (NARUMIYA,;
SUGIMOTO; USHIKUBI, 1999; LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

O fluxo sanguineo além de suprir a mucosa gastrica com oxigénio,
nutrientes e horménios também regula a secrecéo de &cido, a producdo de muco e
bicarbonato. A diminuicao do fluxo sanguineo favorece a injuria causada por agentes
nocivos ao TGl como o etanol, AINEs, estresse e HCI. O aumento do fluxo diminui
os danos causados por esses agentes e protege o estbmago (ABDEL-SALAM et al.,
2001).

O NO é uma gas volétil, formado a partir da L-arginina, cuja reacdo de
oxidacdo é catalisada pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS). Quando gerado, 0
NO liga-se ao grupo heme da guanilil ciclase soluvel (GCs), que catalisa a
conversdo de GTP para GMPc, aumentando, por conseguinte, a concentracao de
GMPc intracelular. Por sua vez, esse segundo mensageiro liga-se aos dominios
especificos de moléculas efetoras, incluindo proteinas quinases, canais ibnicos e
fosfodiesterases, desencadeando as subsequentes respostas celulares. No trato
gastrintestinal, as isoformas constitutivas sdo expressas a niveis basais no SNE,
bem como nas células endoteliais vasculares. A isoforma induzida & expressa em
macroéfagos e neutrofilos, além de ser observada em células epiteliais e neurénios. A
INOS é uma enzima calcio-independente que é ativada e expressa em resposta a

inflamacgéo e/ou outros estimulos, gerando uma grande quantidade de NO. No trato
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gastrintestinal, o NO atua na manutencdo da homeostase, sendo responsavel por
multiplas funcgdes fisioldgicas, bem como na integridade do epitélio gastrico e da
barreira de muco (LANAS, 2008).

O organismo possui muitos sistemas antioxidantes, que contribuem para
preservacdo da mucosa gastrica (KWIECIEN et.al., 2002). Este processo é definido
como um desequilibrio entre a formagdo e a remocdo dos radicais livres no
organismo, decorrente da diminuicdo dos antioxidantes enddégenos ou do aumento
da geracdo de espécies oxidantes, causando um estado pro-oxidante que favorece a
ocorréncia de lesdes oxidativas em macromoléculas e estruturas celulares, o que
pode resultar na morte celular (GUTTERDGE, 1993).

Em geral, o ambiente redox (oxidacdo-reducdo) do interior das células
impede os danos causados pelos radicais livres. O radical livre é qualquer espécie
quimica que conttm um ou mais elétrons desemparelhados (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 1993; BOUNOUS; MOLSON, 2003). O estresse oxidativo, que é um
estado de elevados niveis de espécies reativas de oxigénio (EROs), causa uma
variedade de condi¢cdes que estimulam tanto a producdo de EROs adicional, quanto
uma queda nas defesas antioxidantes (SUZUKI et al., 2012). Assim, para que 0
ambiente redox seja mantido, € necessaria a agdo de enzimas antioxidantes, como a
superéxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) e de substancias como a glutationa
(GSH) (BAYIR, 2005).

As EROs estdo envolvidas em diversos modelos de lesdo géastrica. Em
estudo realizado por Ferreira e colaboradores (2008), foi observado que o
tratamento com um bloqueador dos grupos sulfidrilicos nédo protéicos é
acompanhado por aumento das lesdes gastricas induzidas por etanol. Outro estudo
mostrou que os niveis de SOD foram reduzidos em animais submetidos a leséo
gastrica induzida pelo etanol (INEU et al., 2008). Esses dados aumentam o interesse
na investigacao da atividade dessas enzimas em modelos de leséo géstrica.

A agressdo da mucosa é resultado da associacdo de varios fatores
enddgenos e exodgenos, que estdo relacionados com as condi¢des de vida. O alcool
esta associado a varios tipos de danos a mucosa gastrica. O etanol exerce sua
atividade nociva, ou produzindo diretamente metabdlitos reativos, os quais em
conjunto com espécies reativas de oxigénio, alteram a estrutura e funcdo das

proteinas celulares, ou por outras vias que mantém alto nivel de dano oxidativo,
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como a peroxidacao lipidica (AL BATRAN, NAKASHITA et al., 2013; COSKUN et al.,
2004).

Helicobacter pylori € uma bactéria espiralada, gram-negativa e patogénica
associada ao desenvolvimento de gastrite crénica, Ulcera péptica, tumores e cancer
gastrico. Helicobacter pylori tem um papel essencial no dano a integridade da
barreira epitelial gastrica (WROBLEWSKI; PEEK; WILSON, 2010). A infeccao por
essa bactéria pode levar a um comprometimento na producdo de somatostatina e
consequentemente na reducado da inibicdo da producéo de gastrina, resultando num
aumento de producdo de &cido e diminuicdo da producdo de bicarbonato (JYH-
MING et al., 2013). Devido a heterogeneidade do genoma da Helicobacter pylori, os
fatores de viruléncia da bactéria podem desempenhar um papel importante na
determinacao do resultado da infeccdo, no entanto, apesar do conhecimento desses
fatores, o mecanismo de patogenicidade ainda nao foi elucidado completamente,
tornando a terapia clinica cada vez mais complicada frente ao constante
desenvolvimento de resisténcia aos antibioticos que sdo usados nos esguemas
terapéuticos associados com inibidores da bomba de prétons (SMOLKA; BACKERT,
2012; CUI; ZHOU, 2014).

Outro fator agressor relevante da mucosa gastrica € o uso comum dos
farmacos anti-inflamatoérios nao esteroidais (AINES) para o tratamento da dor
inflamatoria, por possuirem uma grande limitacdo para sua utilizacdo decorrente dos
efeitos secundarios que provocam no trato gastrintestinal (TAKEUCHI, 2012). Os
AINES tém efeitos prejudiciais sobre a mucosa gastrica por produzirem a inibicao
das enzimas COX-1 e COX-2 e consequentemente inibir a sintese de
prostaglandinas citoprotetoras, PGE, e PGl e favorecer o influxo de H* para dentro
das células da mucosa gastrica, com efluxo de K™ e Na* para o limen, resultando
em alteracdo da permeabilidade celular o que torna a mucosa gastrica mais
suscetivel a lesées (WALLACE; DEVCHAND, 2005; MATSUI et al., 2011; PALILEO;
KAUNITZ, 2011).

1.4ULCERA PEPTICA

A Ulcera péptica € definida como uma degeneracdo e necrose que se
estende através da muscular da mucosa a submucosa ou mais profundamente
(MAENG et al., 2013; GRAHAM, 2014). Acredita-se que aproximadamente 10% da
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populacdo mundial apresente ou venha a apresentar sintomas referentes a Ulcera
péptica, em algum momento de sua vida, com um pico que ocorre entre 65 e 74
anos, sendo ligeiramente maior nos homens do que em mulheres (OFMAM, 2000).
Entre os sintomas mais comuns estdo dispepsia, dor epigastrica, desconforto
abdominal, vbmitos e refluxo. A Ulcera péptica pode desencadear condigcbes mais
complicadas, como hemorragia e perfuragdo, ambas associadas com alta
mortalidade e morbidade (BARKUN; LEONTIADIS, 2013).

O desenvolvimento das Ulceras gastricas decorre do desequilibrio entre
fatores agressores a mucosa e a habilidade da mucosa em defender-se e curar-se
(REPETTO; LLESUY, 2002; LU; GRAHAM, 2006). Entre os fatores potencialmente
agressores, incluem-se fatores endégenos (como secrecdo elevada de histamina e
acido cloridrico, bile, isquemia, leucotrienos, citocinas pro-inflamatorias, ativacao de
neutrofilos, espécies reativas de oxigénio e proteinas pré-apoptéticas) e fatores
exogenos, como estresse, uso de drogas anti-inflamatdrias ndo esteroidais (AINES)
(HAWKEY, 2000), alcool e colonizacdo pela bactéria gram-negativa Helicobacter
pylori (PERTINO et al., 2006).

O tratamento medicamentoso da Ulcera péptica € destinado a neutralizar
os fatores agressivos ou estimular a defesa da mucosa, ou ainda, inibir o
crescimento de microorganismos. As drogas que inibem ou neutralizam a secrecao
de acido gastrico incluem antagonistas dos receptores H, (H2RA), inibidores da
bomba de prétons (IBPs), analogos das prostaglandinas e antiacidos (DAJANI,
TROTMAN, 1992; AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013).

Em meados da década de 70, a supressao farmacoldgica da secrecao
acida gastrica foi efetivada com a introducdo dos antagonistas de receptores H,
histaminérgicos (cimetidina e ranitidina) e, até 1990, foram os farmacos mais
prescritos no mundo inteiro. Atualmente, existem quatro antagonistas H; utilizados
clinicamente: cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina, os quais promovem a
reducdo da secrecdo do &cido ao competir reversivelmente com a histamina pela
sua ligacdo aos receptores H; nas células parietais, diminuindo os niveis de AMPc.
Desta mesma maneira agem 0s anticolinérgicos, que assim como 0s antagonistas
H,, s&o utilizados como agentes antissecretores na pratica clinica (LAINE;
TAKEUCHI; TARNASKI, 2008; BARKUN et al., 2013).



35
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

Com o desenvolvimento dos inibidores da bomba de protons
H'/K*ATPase (IBP), houve uma acentuada reducdo no uso dos antagonistas de
receptores H, histaminérgicos e anticolinérgicos. Os IBP (omeprazol, lanzoprazol,
pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol) sdo medicamentos extremamente eficazes
na inibicdo da secrecdo do &cido géstrico, resultando em melhoras significativas nas
taxas de cicatrizac@o de Ulceras gastricas e duodenais. Estes medicamentos sdo 0s
mais utilizados no tratamento e prevencao dos disturbios acido-pépticos. Porém,
tanto os antagonistas de receptores H, e 0s anticolinérgicos, quanto os IBPs, podem
apresentar alguns efeitos adversos quando utilizados cronicamente devido a
supressao do acido gastrico (YUAN, et al., 2006).

Andalogos das prostaglandinas, como misoprostol, eram utilizados com
mais frequéncia antes do surgimento dos IBPs, tendo seu uso ja sido considerado
uma excelente forma de prevencdo e opc¢édo terapéutica das Ulceras associadas ao
uso de AINES. No entanto, os potenciais efeitos adversos dos analogos das
prostaglandinas contribuiram para a reducdo da adesdo a esse tipo de tratamento
(KAMADA et al., 2010; SHIOTANI et al., 2011).

Os antiacidos promovem um alivio rdpido dos sintomas leves e
esporadicos, sendo o seu efeito primario sobre o estbmago devido a neutralizacdo
parcial de &cido cloridrico gastrico e inibicdo da enzima proteolitica da pepsina. Por
possuirem uma permanéncia demasiadamente curta no estdmago, estes farmacos
ndo tém sido muito utilizados na terapéutica da Ulcera gastrica (AIHARA et al.,
2003).

Além desses farmacos, o0s antimicrobianos como metronidazol,
compostos bismuticos e tetraciclina ou amoxicilina também apresentam um papel na
terapéutica da Ulcera, sendo utilizados em associacdo a drogas anti-secretdrias
(antagonistas dos receptores histaminérgicos H, e os inibidores de bomba de
prétons) com funcéo de erradicar a bactéria H. pylori (AIHARA et al., 2003; JAIN et
al., 2007).

Mesmo diante de uma variedade de opc¢Oes terapéuticas, a cura da Ulcera
€ um processo complexo que envolve resposta inflamatoria como proliferacédo e
migracéo celular, a formacéo de tecido de granulacdo, contracédo do tecido alterado,
angiogénese e reepitelizacdo (LUO et al., 2007; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

Todos esses processos sdo controlados por diversos mediadores, tais como PGs,
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hormdnios gastrintestinais, citocinas e fatores de crescimento (SATO et al., 2013).
Entre esses fatores, destacam-se o fator de crescimento epidérmico (EGF) e fator
basico de crescimento de fibroblasto (bFGF), que desempenham um papel
importante na reconstrucado do epitélio, fator de crescimento derivado das plaguetas
(PDGF) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF) que s&o principalmente
envolvidos na angiogénese (MILANI; CALABRO, 2001; LUO et al., 2007) (Figura 4).

Figura 4 — Processo de cicatrizagao da Ulcera gastrica

Fatores luminais: ‘, H* e Pepsina 'muco/bicarbonato
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f { bFGF, PDGF, VEGF . Q
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Fonte: Adaptado de Tarnawski (2005).

Mediante a importancia da Ulcera péptica, bem como a busca por terapias
mais eficazes e com menos efeitos colaterais, se torna relevante, para 0 meio
cientifico e médico, sendo necessarios mais estudos da fisiopatologia do trato
gastrintestinal, assim como sua relacdo com os produtos bioativos das espécies
vegetais, as quais nos ultimos anos vem se demonstrando capazes de produzir



37
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

efeitos idénticos ou até melhores que dos medicamentos sintéticos no tratamento da
Ulcera péptica (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005; LEMOS et al., 2011).

1.5 PLANTAS MEDICINAIS E A FAMILIA BROMELIACEAE

As plantas fazem parte da vida do ser humano desde o inicio das
civilizacdes, como fonte de alimentos, de materiais para o vestuario, habitacéo,
utilidades domeésticas, defesa e como meio de restaurar a saude. A cura com plantas
medicinais é tdo antiga quanto a propria humanidade. A ligacdo entre 0 homem e
sua busca por drogas na natureza remonta ao passado distante, havendo ampla
evidéncia de seus usos; pois muitos dos medicamentos disponiveis derivam direta
ou indiretamente de plantas (PETROVSKA, 2012; ARUN et al., 2014). Segundo a
Organizacdo Mundial de Saude (OMS) pelo menos 80% das pessoas que vivem em
paises emergentes dependem de plantas medicinais para cuidados béasicos da
saude (BOUKHATEM et al., 2013).

O Brasil é considerado um dos maiores centros de biodiversidade vegetal
do mundo, por possuir floras especificas e abrigar conhecimentos como os dos
indigenas e afros descendentes, os quais introduziram na cultura brasileira a
utilizacdo medicinal de muitas espécies surgindo assim uma medicina popular ainda
mais rica (COSTA; MAYWORM, 2011).

Na literatura cientifica, é relatado um grande numero de plantas
medicinais e seus metabdlitos secundarios com potenciais atividades anti-Ulcera
(AWAAD; EL-MELIGY; SOLIMAN, 2013). O tratamento de sintomatologias
relacionadas com Ulceras gastricas ou gastrite através de plantas medicinais €&
bastante comum na medicina tradicional em todo o mundo (ALMEIDA;
ALBUQUERQUE, 2002; GALDEKAR, 2010).

A familia Bromeliaceae compreende aproximadamente 56 géneros e
2.885 espécies (LUTHER, 2000), sendo provavelmente a maior familia botanica
exclusiva do Novo Mundo (LEME; MARIGO, 1993) e se encontra tradicionalmente
dividida em trés subfamilias: Pitcairnioideae, Tillandsioideae e Bromelioideae
(LUTHER, 2004).

A familia Bromeliaceae pode ser encontrada em praticamente todos os
ecossistemas neotropicais, desde o nivel do mar até altitudes de 5.000m, podendo

ser epifitas ou rupiculas (LEME; MARIGO, 1993). Suas adaptacdes, algumas das
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quais Unicas no reino vegetal, permitiram tdo variada colonizacdo de ambientes.
Com ampla distribuicdo no continente americano, ocorre desde a regido sul dos EUA
(latitude 37° N) até a regido central da Argentina e Chile (latitude 44°S) (SMITH;
DOWNS, 1974). A familia destaca-se como um dos principais componentes da flora
brasileira, abrigando aproximadamente 36% das espécies catalogadas. Possui
varios géneros endémicos, alguns deles, encontrados exclusivamente na Floresta
Atlantica (MARTINELLI, 1994).

A importancia econémica da familia Bromeliaceae € atribuida a relevante
utilizacdo de muitas espécies como plantas ornamentais, sendo atualmente muito
cultivadas e utilizadas em decoracdes de interiores e projetos paisagisticos. Dentre
as espécies de importancia econdmica, o abacaxi, € destaque pelo fruto, muito
apreciado na alimentacdo, como produtora de bebidas, doces e sobremesas. Além
disso, a enzima bromelina extraida do referido fruto, tem sido utilizada para fins
terapéuticos e industriais (BENZING, 2000).

Apesar da importancia das espécies de Bromeliaceae no reino vegetal,
sdo poucos os estudos acerca dessa familia, contudo pesquisas demonstram que
espécies possuem propriedades farmacolégicas significativas, destacando-se acdes
anti-inflamatoria, antimicrobiana, antinociceptiva, gastroprotetora, antioxidante, anti-
helmintica entre outras (MANETTI et al., 2009). Manetti e colaboradores (2009)
também cita que na India, algumas bromélias sdo utilizadas na medicina popular

com propriedades abortivas.

1.5.1 Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez.

Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. pertencente a subfamilia Bromelioideae,
conhecida popularmente como "carod”, € uma espécie endémica da Caatinga
distribuida por todo o Semi-arido do Nordeste brasileiro. Essa espécie ja teve papel
importante na economia nordestina, na primeira metade do século passado, pela
producao de fibra por industrias téxteis, pois desta espécie pode-se extrair uma fibra
semelhante ao sisal, porém sua explorag¢do foi abandonada com o surgimento das
fibras sintéticas (PEREIRA, 2003). Atualmente, as fibras do caroa voltaram a ser
uma das principais fontes de emprego e renda para diversas familias nordestinas,
com a fabricacdo artesanal de chapéus, bolsas, entre outros produtos, como

também para a alimentacdo humana e do gado (RIBEIRO, 2007) (Figura 5).
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Figura 5: Neoglaziovia variegata Mez.

Fonte: Adaptado de LIMA, J.T. (2008).

A triagem fitoquimica desta espécie mostrou a presenca de uma
variedade de metabdlitos secundarios como: saponinas, taninos, flavondides,
esteroides e triterpendides. Estudos mostram que o extrato bruto etandlico obtido a
partir de partes aéreas de N. variegata, designado Nv-EtOH, apresenta propriedades
antioxidantes, baixa toxicidade, bem como atividade anti-nociceptiva, provavelmente
através da interacdo com 0s mecanismos opidides e atividade antibacteriana,
possivelmente, devido & presenca de flavonodides no extrato (LIMA-SARAIVA et
al.,2012ab; MAYO, 1992; OLIVEIRA JUNIOR et al., 2012). Foi comprovado também
gue o extrato etandlico bruto (Nv-EtOH), a fase cloroférmica (Nv-CHCI3) e a fase
hexanica (Nv-Hex) de Neoglaziovia variegata Mez. apresentam atividade
gastroprotetora frente aos agentes indutores de lesdes gastricas agudas: etanol,
etanol/HCI, bem como no modelo de lesbes gastricas induzidas por I/R, sendo que
tais atividades podem estar relacionadas a diversos mecanismos dentre eles a
participacdo do Oxido nitrico, ativacdo de KATP e aumento nos niveis de GSH. Além
disso, o extrato etandlico (Nv-EtOH) demonstrou atividade gastroprotetora no
modelo de lesbes gastricas induzidas por AINE e protegeu a mucosa gastrica por
aumentar a producdo de muco e a atividade da catalase e apresentou atividade
cicatrizante no modelo de ulcera gastrica crénica (MACHADO et al., 2013).
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Como base nos bons resultados alcancados pelo extrato e fragbes obtidos
a partir de N. variegata e por ndo terem sido encontrados trabalhos na literatura
voltados para a verificacdo da atividade farmacoldgica da fracdo acetato de etila de
N. variegata (Nv-AcOEt) no trato gastrintestinal, torna-se fundamental a realizacao

deste estudo.



41
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

OBJETIVOS
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

Avaliar a atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila obtida do extrato
etandlico bruto das partes aéreas de Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. (Nv-

AcOEt) em camundongos.

2.2 ESPECIFICOS

» Avaliar a atividade gastroprotetora de Nv-AcOEt em modelo agudo de Ulcera
gastrica induzida por etanol, etanol acidificado e ibuprofeno em
camundongos;

» ldentificar as possiveis vias de modulacdo responsaveis pelo efeito
gastroprotetor de Nv-AcOEt, avaliando o envolvimento da enzima 6xido nitrico
sintetase, das prostaglandinas, dos canais de potassio sensiveis ao ATP
(Katp) € 0 aumento na producgdo de muco;

» Determinar o potencial antioxidante de Nv-AcOEt através de sua acao sobre

0s niveis de grupos sulfidrilicos ndo protéicos no modelo de etanol.
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MATERIAL E METODOS
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

A espécie vegetal Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. foi coletada na
Regido do Sub-médio S&o Francisco, especificamente na sede da Embrapa Semi-
Arido (BR 428, km 152, municipio de Lagoa Grande-PE, a 45 km da cidade de
Petrolina-PE), uma exsicata de numero 6441 foi depositada no Herbario da
Universidade Federal do Vale do Sao Francisco (UNIVASF).

3.2 PREPARACAO DA FRACAO ACETATO DE ETILA (Nv-AcOEt) DAS PARTES
AEREAS DE Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez.

A parte quimica correspondente ao projeto foi executada por nossos
colaboradores do Colegiado de Ciéncias Farmacéuticas/UNIVASF. O material
vegetal (4 kg) foi seco em estufa com ar circulante a temperatura média de 40°C
durante trés dias. ApGs a secagem e completa estabilizacdo (eliminacdo de agua,
inativacdo de enzimas, etc.), o material obtido das partes aéreas da planta foi
pulverizado em moinho e submetido a maceracao exaustiva com etanol (95%) em
um recipiente de aco inoxidavel. Foram feitas sucessivas extragcdes num intervalo de
72 horas entre cada extracdo até completo esgotamento da droga. A solugéo
extrativa obtida passou por um processo de destilacdo do solvente em evaporador
rotativo a pressao reduzida a uma temperatura média de 50 °C. Apds o processo de
evaporacao do solvente, foi obtido o extrato etandélico bruto (Nv-EtOH). O Nv-EtOH
foi suspenso numa mistura de metanol e agua (7:3) e extraiu-se sucessivamente
com hexano (Hex), cloroférmio (CHCI3)e acetato de etila (AcOEt) em ordem
crescente de polaridade para obter as respectivas fases do extrato, que rendeu 8, 4

e 7 g, respectivamente (Figura 6).
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Figura 6: Fluxograma de fracionamento de Nv-AcOEt
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3.3 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos (Mus musculus, variedade Swiss), machos e
fémeas, com peso variando entre 25 a 30 g fornecidos pelo Biotério Setorial do
Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais do Centro de Ciéncias da Saude da
Universidade Federal do Piaui. Os animais foram mantidos em gaiolas-padrao, em
temperatura controlada (24 + 1 °C) com ciclo de 12 h claro/escuro, tendo livre
acesso a agua e racao. Eles foram mantidos em jejum por um periodo de 18 h e
foram aclimatizados ao ambiente de teste por 2 h antes de cada experimentacao.
ApOs os procedimentos experimentais, os animais foram eutanasiados com
sobredose de tiopental sédico (100 mg/kg, i.p.) Os protocolos experimentais foram
aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacdo com Animais da Universidade
Federal do Piaui (008/12).

3.4 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Nv-AcOEt

3.4.1 LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ABSOLUTO E ETANOL
ACIDIFICADO

LesbBes gastricas agudas foram induzidas em camundongos Swiss (n=
8/grupo) machos e fémeas pela administragdo intragastrica de etanol absoluto
(ROBERT et al., 1979) ou uma solucao de etanol (60%) e HCI (0,3 M, v.0.) (MIZUI,
DOTEUCHI, 1983) em um volume de 0,2 mL por animal. Nv-AcOEt (50 - 400 mg/kg),
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veiculo (NaCl 0,9%) ou carbenoxolona (100 mg/kg), diluidos em agua, foram
administrados por via oral 1 h antes da aplicacdo do agente ulcerogénico. Apés 30
min da administracdo de etanol absoluto ou 1h apés a administracdo de etanol/HCI,
0s animais foram eutanasiados e seus estdbmagos removidos. Posteriormente, cada
estdbmago foi aberto ao longo da grande curvatura, lavado com solugéo salina (NaCl
0,9%), e comprimido entre dois vidros de reldgio para obter uma melhor visualizacao
da area lesada do estdbmago. O contorno das lesdes no corpo do estdmago foi
tracado em pelicula transparente através de um marcador de ponta de feltro, como
descrito por lwata e colaboradores (1997). As &reas totais das lesGes foram medidas
usando um programa de planimetria computadorizada (Image J) e expressos em
termos de percentagem de area de lesdo (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

3.4.2 LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR IBUPROFENO

Camundongos Swiss (n = 8/grupo) machos e fémeas receberam por via oral
veiculo (NaCl 0,9%), cimetidina (100 mg/kg) ou Nv-AcOEt (100 - 400 mg/kg),
diluidos em agua. Apos 1 h, todos os grupos foram tratados com ibuprofeno (400
mg/kg, v.0.) (SZABO et al. 1985). Os animais foram eutanasiados 6 h apos a
administracdo de ibuprofeno. Os estémagos foram retirados, abertos ao longo da
curvatura maior e a area de lesbes gastricas foi medida por planimetria
computadorizada (Image J) e expressos em termos de percentagem de area de
lesdo (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

3.5. DETERMINACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO
GASTROPROTETORA DE Nv-AcOEt

Na avaliacdo dos possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecéo de Nv-
AcOEt, foi utilizado a menor dose efetiva de melhor resposta nos modelos de leséo

gastrica em camundongos machos e fémeas.

3.5.1 QUANTIFICACAO DOS GRUPOS SULFIDRILICOS NAO-PROTEICOS (GSH-
NP)

Ap6s um periodo de jejum de soélidos de 18 horas, camundongos Swiss
(n=6/8) machos e fémeas foram submetidos aos tratamentos com veiculo (NaCl
0,9%), N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg) ou Nv-AcOEt (100 mg/kg), diluidos em
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dgua, uma hora antes da inducdo das lesdes gastricas por etanol absoluto
(ROBERT et al., 1979). O grupo denominado por sham foi o grupo onde néo foi
induzido a leséo, portanto ndo recebeu qualquer tratamento oral. Meia hora apés a
administracdo do agente lesivo, os estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da
grande curvatura, lavados com solugdo salina e a porcdo glandular foi retirada.
Amostras do estdmago foram pesadas e homogeneizadas em solucdo de EDTA
(0,02 M) correspondente ao peso do tecido numa proporcdo de (1:1), apos a
homogeneizacao do tecido, as amostras foram centrifugadas a 3000 rpm durante 15
minutos. Em seguida retirou-se 1mL do sobrenadante e adicionou-se 2 mL de
tampéao Tris 0,4 EDTA 0,2 (pH 8,9) e leu-se a absorbancia a 412 nm dentro de 5
minutos da adicdo de 0,05 mL do &cido 5,5 ditiobis (2-nitrobenzéico) diluido em
metanol (DTNB - 0,01 M) contra um homogenato branco. O valor da absorbancia foi
medido para uma curva padrdo de glutationa e expressa em ug de GSH/g de tecido
(SEDLAK ; LINDSAY, 1968).

3.5.2 AVALIACAO DO ENVOLVIMENTO DAS PROSTAGLANDINAS NO EFEITO
GASTROPROTETOR DE Nv-AcOEt

Camundongos Swiss (n=6-8/grupo) machos e fémeas, apos jejum de 18 h,
foram pré-tratados oralmente com ibuprofeno (100 mg/kg). Apés 1 h os animais
receberam por via oral veiculo (NaCl 0,9%), Nv-AcOEt (100 mg/kg) ou misoprostol
(50 pg/kg), diluidos em agua. Apos 1 h receberam 0,2 mL de etanol absoluto e foram
eutanasiados depois de 30 min. Seus estdmagos foram removidos, abertos ao longo
da curvatura maior e a area de lesdes gastricas foi medida por planimetria
computadorizada (Image J) e expressos em termos de percentagem de area de
lesdo (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973; OLINDA et al., 2008)

3.5.3 DETERMINACAO DO CONTEUDO DE MUCO NA PAREDE GASTRICA

O muco da parede gastrica foi determinado pelo método descrito por Corne et
al. (1974). Segmentos glandulares dos estdbmagos retirados de ratos submetidos a
ligadura do piloro foram pesados e transferidos para 7mL de solucdo de Alcian blue
0,1% (acetato de sodio/HCI 0,05 M, pH 5,8 em solugédo aquosa de sacarose 0,16 M)
e incubados por 2 h em temperatura ambiente. O corante foi retirado através de
duas lavagens sucessivas de 15 e 45 min em solucdo aquosa de sacarose 0,25 M.
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O corante aderido ao muco da parede gastrica foi extraido por imersdo em 5mL de
0,5 M de cloreto de magnésio por 2 h com 1 min de agitagdo a cada 30 min. Em
seguida, uma amostra de 4 mL do extrato azul foi agitada vigorosamente com
volume igual de éter etilico e a emulséo resultante foi centrifugada a 3.000 rpm/10
min. A fase aquosa foi separada e a absorbéancia de cada amostra foi lida a 598 nm
em um espectrofotdbmetro. A quantidade de mucina foi expressa em ug do Alcian

blue extraido por peso (g) de tecido glandular do estémago.
3.5.4 PARTICIPACAO DA NO-SINTETASE NA GASTROPROTECAO DE Nv-AcOEt

Camundongos Swiss (n=6/8) machos e fémeas foram divididos em grupos, os
quais receberam pré-tratamento com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p ) ou L-NG-
nitro arginina (L-NOARG), um inibidor da atividade da NO-sintetase (70 mg/kg, i.p.).
Apods 30 minutos os animais foram tratados oralmente com veiculo, Nv-AcOEt (100
mg/kg) ou intraperitonealmente com L-arginina (600 mg/kg). Ap6s 1 h do tratamento
com veiculo ou fragdo e 30 min depois da administracdo da L-arginina, os animais
foram submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto,
referente ao item 3.4.1 utilizando-se o0 mesmo sistema de avaliacdo (GURBUZ et al.,
1999).

3.5.5 PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP (Katp) NA
GASTROPROTECAO DE Nv-AcOEt

Camundongos Swiss (n=6/8) machos e fémeas, foram divididos em grupos,
0S quais receberam pré-tratamento com veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg, i.p ) ou
glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), um inibidor da atividade dos canais de potassio
sensivel ao ATP. Apds 30 min os animais foram tratados oralmente com veiculo, Nv-
AcOEt (100 mg/kg) ou intraperitonealmente com diazoxido (3 mg/kg). Apos 1 h do
tratamento com veiculo (solucdo salina 0,9%), ou fragdo e 30 min depois da
administragdo do diazoxido, os animais foram submetidos ao protocolo de lesdes
gastricas induzidas por etanol absoluto, referente ao item 3.4.1 utilizando-se mesmo
o sistema de avaliacdo (PESKAR; EHRLICH; PESKAR, 2002)
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3.6 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados obtidos foram expressos como média + E.P.M. Todos os dados
foram submetidos a analise de variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de
Tukey. Foram considerados estatisticamente significativos os valores de p inferiores
a 0,05 (p <0,05). O Software GraphPadPrism® 5.03 foi utilizado.
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RESULTADQOS
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4 RESULTADOS
4.1 ATIVIDADE GASTROPROTETORA DE Nv-AcOEt

4.1.1 EFEITO DE Nv-AcOEt SOBRE LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR
ETANOL ABSOLUTO E ETANOL ACIDIFICADO

Nv-AcOEt e carbenoxolona demonstraram atividade gastroprotetora frente
aos danos géstricos provocados pela administracdo oral de etanol absoluto nos
camundongos do grupo controle (tratados com veiculo). Nv-AcOEt reduziu
significativamente a area lesionada nas doses de 100 (3,56 + 0,93%), 200 (2,22 +
0,62%) e 400 mg/kg (1,02 + 0,24% ) e carbenoxolona (100 mg/kg) diminuiu a area
de lesdo para 1,76 + 0,42% (Figuras 7 e 8) quando comparado ao veiculo
(9,13+1,08%).

Figura 7: Efeito de Nv-AcOEt (50, 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) e da carbenoxolona (100
mg/kg, v.0.) no modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos.
Os dados estédo expressos como média + E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo veiculo
(ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).
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Figura 8: Aspecto macroscépico de estbmagos de camundongos em modelo de lesdes

gastricas induzidas por etanol absoluto.

Estébmagos abertos pela grande curvatura tratados com: (A) — veiculo (NaCl 0,9%) (B) — Nv-
AcOEt (50 mg/kg) (C) — Nv-AcOEt (100 mg/kg) (D) - Nv-AcOEt (200 mg/kg) (E) - Nv-AcOEt
(400 mg/kg) (F) - Carbenoxolona (100 mg/kg).

De forma semelhante, Nv-AcOEt e carbenoxolona exibiram gastroprotecao
frente as lesGes gastricas induzidas por etanol acidificado. As doses de Nv-AcOEt
utilizadas (100, 200 e 400 mg/kg) proporcionaram reducdo do percentual de lesdo de
7,20 £ 0,93; 3,55 + 1,38; 2,38 + 0,83%, respectivamente, e a carbenoxolona (100
mg/kg) de 0,70 £ 0,17% (Figuras 9 e 10) quando comparadas ao veiculo (14,72
+1,26%).



53
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia

variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

Figura 9: Efeito de Nv-AcOEt (50, 100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) e da carbenoxolona (100
mg/kg, v.0.) no modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol/HClI em camundongos. Os
dados estdo expressos como meédia + E.P.M., ***p<0,001, comparados ao grupo veiculo
(ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).
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Figura 10: Aspecto macroscopico de estbmago de camundongos em modelo de lesdes
gastricas induzidas por etanol/HCI.

Estdbmagos abertos pela grande curvatura tratados com: (A) — veiculo (NaCl 0,9%) (B) — Nv-

AcOEt (50 mg/kg) (C) — Nv-AcOEt (100 mg/kg) (D) - Nv-AcOEt (200 mg/kg) (E) - Nv-AcOEt
(400 mg/kg) (F) - Carbenoxolona (100 mg/kg)
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4.1.2 EFEITO DE Nv-AcOEt SOBRE LESOES GASTRICAS INDUZIDAS POR
IBUPROFENO

Nv-AcOEt e cimetidina diminuiram a porcentagem de lesdes provocadas por
Ibuprofeno (400 mg/kg). Nv-AcOEt reduziu a area de lesdo nas doses de 100 (1,43
+ 0,36%), 200 (0,90 £ 0,03%) e 400 (1,44 + 0,28%) mg/kg e cimetidina (100 mg/kg)
inibiu a formacgéo de Ulcera géstrica para 0.46 + 0,06% em comparacao ao veiculo
(2,60 + 0,18%) (Figura 11).

Figura 11: Efeito de Nv-AcOEt (100, 200 e 400 mg/kg v.0.) e da cimetidina (100 mg/kg v.0.)
no modelo de lesdes gastricas induzidas por Ibuprofeno (400 mg/kg) em camundongos. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0,01,***p<0,00lcomparados ao grupo

veiculo (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).
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4.2 DETERMINACAO DOS POSSIVEIS MECANISMOS DE ACAO
GASTROPROTETORES DE Nv-AcOEt

4.2.1 PARTICIPACAO DOS GRUPOS SULFIDRILAS ENDOGENOS NO EFEITO
GASTROPROTETOR DE Nv-AcOEt

Através da quantificacdo de GSH da mucosa observou-se que o Nv-AcOEt na

dose de 100 mg/kg ndo impediu a degradacao de GSH pela acao do etanol, bem
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como mostram a diminuicdo dos niveis para 14115 + 55,6 pg/g, quando
comparados aos animais do grupo controle (2065,3 + 80,7ug/g). N-acetilcisteina

reduziu as lesdes para 2164,2 + 94,3 ug/g (Figura 12).

Figura 12: Efeito de Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg, v.0.)
sobre os niveis de GSH no modelo de Ulcera por etanol em camundongos. Os dados estdo
expressos como média + E.P.M., ***p<0,001, comparado com veiculo (ANOVA de uma via,

seguido do teste de Tukey).
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4272 PARTICIPA(;AO DAS PROSTAGLANDINAS NO EFEITO GASTROPROTETOR
DE Nv-AcOEt

Nv-AcOEt (100 mg/kg) e Misoprostol (50 pg/kg) reduziram significativamente as
lesbes gastricas produzidas pela administracdo de etanol absoluto (5,92 + 1,40; 5,32 +
0,37%, respectivamente) quando comparadas ao grupo controle (19,1 + 2,25%). O pré-
tratamento com ibuprofeno (400 mg/kg) foi capaz de reverter parcialmente a
gastroprotecdo promovida pelo Nv-AcOEt e pelo Misoprostol (20,4 + 3,22 e 15,6 +

1,81%, respectivamente), quando comparado ao controle (40,2 + 1,68%) (Figura 13).
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Figura 13: Efeito de Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.) e do Misoprostol (50 pg/kg, v.0.) apés pré-
tratamento com ibuprofeno (100 mg/kg, v.0.) no modelo de lesbes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M,,
***n<0,001, comparados ao grupo salina + veiculo, ###p<0,001 comparados ao grupo
ibuprofeno + veiculo (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).

p<0.05
FEEEEEEEEEEEEmE- 1
501 p<0.01
Fo—====—=————-- . B3 Salina
S 40 - B3 Nv-AcOEt (100 mg/kg)
< g .
o G 1 Misoprostol (50 ug/kg)
zg 304
Q G
8 204 L.
A . £
Qo S
¢ 104 Hokk Tk
A EnM
o
0
) Salina 0,9% L Ibuprofeno (100 mg/kg)

]
1
Etanol

4.2.3 EFEITO DE Nv-AcOEt SOBRE A PRODUCAO DE MUCO GASTRICO

Nv-AcOEt, na dose de 100 mg/kg e carbenoxolona provocaram um aumento
significativo na quantidade de muco da parede gastrica (327,8+ 23,6; 306,6 + 29,2

ug/g, respectivamente) quando comparada ao veiculo (161,3 + 4,24 pg/g) (Figura
14).
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Figura 14: Efeito de Nv-EtOH (100mg/kg, v.0.) e da carbenoxolona (100 mg/kg, v.0.) sobre a
secre¢cdo de muco gastrico em ratos submetidos ao modelo de ligadura do piloro. Os dados
sdo expressos como média + EPM, ***p<0,001, comparado ao grupo veiculo.
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4.2.4 PARTICIPACAO DA NO-SINTETASE NA GASTROPROTECAO DE Nv-AcOEt

Nv-AcOEt (100mg/kg) e a L-arginina (L-ARG, 600 mg/kg) reduziram
significativamente as lesdes gastricas produzidas pela administracdo de etanol
absoluto (1,88 + 0,25%; 3,67 + 0,52%, respectivamente) quando comparadas ao
grupo controle (15,4 + 1,12%). O pré-tratamento com L-NOARG (70 mg/kg) foi capaz
de reverter parcialmente a gastroprotecdo promovida por Nv-AcOEt e pela L-ARG
para 159 + 3,03 e 31,5 + 4,29%,quando comparados com o controle (30,3 *
4,20%). A administracdo de L-ARG antes do pré-tratamento com L-NOARG seguido
do Nv-AcOEt, provocou uma diminuicdo no percentual de lesdes (10,7 + 1,51%)

guando comparados ao controle (Figura 15).
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Figura 15: Efeito de Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.) e da L-arginina (600 mg/kg, i.p.) apés pré-
tratamento com L-NOARG (70 mg/kg, i.p.) no modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M,,
***n<0,001, comparados ao grupo salina + veiculo, #p<0,05, ##p<0,01, comparados ao
grupo L-NOARG + veiculo (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).
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4.2.5 PARTICIPACAO DOS CANAIS DE POTASSIO SENSIVEIS AO ATP(Katp) NO
EFEITO GASTROPROTETOR DE Nv-AcOEt

Os grupos previamente tratados com salina (NaCl 0,9%, i.p.) e depois com
Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.) ou diazdxido (3 mg/kg, v.0.), mostraram uma reducao
significativa na area de lesédo gastrica (2,68 + 0,62; 0,62 + 0,14%, respectivamente)
quando comparados ao controle (9,96 + 0,92%). Nos grupos pré-tratados com
glibenclamida (5 mg/kg), o efeito protetor de Nv-AcOEt néo foi revertido e o efeito do
diazoxido foi parcialmente revertido (4,88 = 1,07 e 12,8 £ 1,58%, respectivamente)
guando comparado ao controle (10,0 + 1,68%) (Figura 16). Os grupos pré-tratados
com diazoéxido (i.p.) e tratados com glibenclamida seguida de Nv-AcOEt, mostraram
uma reducao significativa na area de lesao (2,96 + 0,71%) quando comparada ao
controle (10,04 = 1,68 %) (Figura 16)
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Figura 16: Efeito de Nv-AcOEt (100 mg/kg, v.0.) e do diazéxido (3 mg/kg, i.p.) apds pré-
tratamento com glibenclamida (5 mg/kg, i.p.) no modelo de lesBes gastricas induzidas por
etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M,,
***n<0,001, comparados ao grupo salina + veiculo, ##p<0,01, comparados ao grupo
glibenclamida + veiculo (ANOVA de uma via, seguido do teste de Tukey).
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DISCUSSAO
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5 DISCUSSAO

O presente estudo teve como objetivo investigar a atividade gastroprotetora
da fracdo acetato de etila obtida do extrato etandlico das partes aéreas de
Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. (Nv-AcOEt) e 0s possiveis mecanismos
envolvidos na acao evidenciada, além de comprovar que essa seria uma das fracdes
responsaveis pelo efeito gastroprotetor apresentado pelo extrato etandlico bruto da
espécie objeto de estudo. Os resultados obtidos neste estudo demonstram que o
tratamento por via oral com a fracdo Nv-AcOEt, bem como as drogas-padrao
utilizadas, apresentam efeitos gastroprotetores nos modelos de Ulcera gastrica
induzida agudamente por etanol absoluto e acidificado e por AINES. Estes
resultados estendem e reforcam os dados obtidos anteriormente com esta espécie,
no qual o extrato etandlico e as fracdes hexanica e cloroférmica promoveram a
reducdo de Ulceras géstricas induzida por etanol, etanol acidificado e ibuprofeno
(MACHADO et al., 2013).

A analise da toxicidade aguda € de fundamental importancia para identificar
as doses que podem ser utilizadas, e para revelar os possiveis sinais clinicos
causados pelo extrato sob investigacdo. Na avaliacdo da toxicidade aguda de Nv-
EtOH observou-se que os animais tratados com a dose de 2000 mg/kg por via oral,
nao promoveu mortes ou sinais de toxicidade nos animais, avaliados até 72 horas
apos tratamento, possibilitando uma escolha segura das doses testadas nos
modelos experimentais utilizados (MACHADO, 2012).

Com base nessas informacdes realizou-se alguns modelos visando avaliar o
efeito gastroprotetor da fracdo acetato de etila obtida a partir de partes aéreas da
Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez (NvVAcOEt). Os protocolos experimentais aqui
utilizados para esta avaliacdo foram selecionados por envolver diferentes agentes e
mecanismos de acgdo, promovendo danos na mucosa ou na microcirculacao
gastrica, levando a ulcera.

O primeiro método de inducdo utilizado para avaliar a atividade
gastroprotetora de Nv-AcOEt foi o0 método de lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto, que provoca lesdes penetrantes intensas na submucosa (ABDELWAHAB
et al., 2013; .OH et al., 2005).



62
LIRA, K. L. Avaliagdo da atividade gastroprotetora da fracdo acetato de etila de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Bromeliaceae) em modelos animais (2015). Dissertacdo de Mestrado em
Farmacologia — PPGFARM/NPPM/CCS/UFPI.

O etanol provoca lesbes agudas na mucosa gastrica através de diferentes
mecanismos, incluindo distirbios microcirculatérios, rompimento da barreira da
mucosa gastrica e dano celular epitelial gastrico. O alcool pode provocar inflamacao
aguda que leva a lesdo da mucosa gastrica (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2015). Os
mecanismos subjacentes a lesdo gastrica induzida por etanol ndo foram
completamente elucidados, mas é bem conhecido que os mediadores pro-
inflamatorios, tais como citocinas, formam espécies reativas de oxigénio (EROS) e
provocam infiltracdo de neutrdfilos, que fatores que desempenham um papel chave
no desenvolvimento de Ulceras (JAINU; DEVI, 2006). Além disso, o etanol também
inibe a enzima ciclooxigenase e suprime a producao de prostaglandinas enddgenas
(RIOS et al., 2010). Acredita-se que a acado direta do etanol sobre a mucosa
promove a peroxidacao lipidica, que juntamente com o aumento dos radicais livres
produzem um desequilibrio entre o processo oxidante e atividade antioxidante
celular que leva a modificacdo oxidativa na membrana celular, formando um
ambiente favoravel para o estresse oxidativo e morte celular (REPETTO; LLESUY,
2002; MASSIGNANI et al., 2009; SANTIN et al.,, 2010; HWANG; JEONG, 2012;
ROZZA et al, 2014; TOKER et al., 2014).

O modelo de inducdo por etanol acidificado também foi utilizado para
avaliacdo da atividade citoprotetora de Nv-AcOEt. O etanol produz lesdes necroticas
na mucosa gastrica e a presenca de acido cloridrico acelera e agrava esse
processo. As ulceracdes induzidas por etanol ndo séo inibidas por substancias que
interferem na secrecdo de acido, como a cimetidina, mas sao inibidas por agentes
gque aumentam os fatores de defesa da mucosa, como, por exemplo, as
prostaglandinas (DONATINI et al., 2009).

No modelo de inducdo de Ulcera gastrica por etanol e etanol/HCI, Nv-AcOEt
reduziu de maneira significativa a area de lesdo, com excec¢édo da dose de 50 mg/kg,
mostrando um efeito gastroprotetor sobre a mucosa em ambos os modelos. A
atividade gastroprotetora evidenciada pela amostra testada sugere que a mesma
esteja envolvida no aumento de substancias protetoras da mucosa, uma vez que, as
Ulceras induzidas por etanol e etanol/HCI s&o inibidas por agentes que estimulam a
producao dos fatores defensivos da mucosa, como as prostaglandinas (MORIMOTO,
1991).
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No modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol/HCI, o HCI provoca
graves danos a mucosa gastrica, acometendo principalmente a por¢do glandular,
acompanhadas de edema e necrose que sdo mais intensos do que lesbes
provocadas por etanol absoluto, causando areas de hiperemia focal e hemorragia,
pois o etanol deixa a mucosa desprotegida contra o &cido cloridrico, levando a uma
injuria mais intensa do tecido ( ALRASHDI et al., 2012; SHIMOYAMA et al., 2013).

Considerando que os dois modelos utilizados anteriormente sdo protocolos
considerados inespecificos, tendo em vista que o0 processo de formacdo e
cicatrizacdo das lesdes ulcerativas €& bastante complexo e envolve diversos
mecanismos de acdo que ndo sao evidenciados nesses modelos, investigamos a
acao de Nv-AcOEt no modelo de ulceras induzidas por drogas anti-inflamatérias néo
esteroidais (AINEs). Os AINES estéo entre as drogas mais amplamente utilizadas no
mundo, seu principal efeito terapéutico é a sua capacidade de inibir a sintese das
prostaglandinas, cuja generalizacéo é realizada de maneira progressiva ao longo de
um complexo anormal de enzimas, onde a ciclooxigenase é a primeira enzima a
participar deste procedimento. No entanto, recentemente foram produzidas as
evidéncias de que a aderéncia de leucécitos ao endotélio vascular, distirbios da
microcirculacdo, os radicais superéxido e a liberacdo de proteases também podem
estar relacionadas com 0os mecanismos patogénicos relevantes na AINE gastropatia
(SOUZA et al., 2003).

O tratamento com Nv-AcOEt nos animais onde foi realizado o modelo de
inducdo aguda por um destes agentes lesivos (ibuprofeno), mostrou novamente uma
reducado do indice de lesdo em todas as doses testadas. Estes resultados sugerem
um possivel envolvimento de prostaglandinas no efeito gastroprotetor da fracao.

Considerando que Nv-AcOEt apresentou atividade gastroprotetora em todos
0s modelos descritos anteriormente, passou-se a investigar uma possivel acao
antioxidante da mesma pelo envolvimento de GSH-NP.

As espécies reativas de oxigénio coexistem em equilibrio com moléculas
antioxidantes nas células. O aumento dos niveis intracelulares de EROS, a
diminuicdo das defesas antioxidantes, ou ambos, é denominado estresse oxidativo.
O estresse oxidativo pode ser impedido por defesas antioxidantes enzimaticas e
guimicas. As enzimas que promovem a primeira linha de defesa contra superéxido e

peréxido de hidrogénio sdo a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
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glutationaperoxidase (GPx). Algumas micromoléculas também possuem esse papel
antioxidante como vitaminas, flavondides, carotenoides, &cido drico e glutationa
(GSH), promovendo uma segunda linha de defesa (CNUBBEN et al. 2001).

A glutationa € um tripeptideo que € ativamente presente nas células, na sua
forma reduzida (GSH). Um dos papéis de GSH é a remocao de radicais livres, e este
processo atua como defesa contra oxidantes e xenobiéticos moléculas
potencialmente nocivos. A glutationa possui fungdes tais como a detoxificacdo de
eletrdfilos, sequestro de radicais livres e modulacdo de processos celulares criticos,
como a sintese de DNA e processos relacionados com a fungédo imune. O excesso
de EROs pode levar a peroxidacao lipidica e, como consequéncia, o dano celular,
processo este que ocorre na isquemia-reperfusdo e na acdo do etanol sobre a
mucosa gastrica (CHEN et al., 2001; RAO; VIJAYAKUMAR, 2007; LU, 2009). A GSH
€ capaz de reduzir essas espécies reativas, oxidando-se para a forma GSSG,
neutralizando-as. Um estresse oxidativo pode gerar deplecdo dos niveis de GSH e
um acumulo intracelular da forma oxidada devido a um desequilibrio do consumo de
GSH e producédo de GSSG (LU, 2009; PANNALA et al., 2013).

Na dosagem de GSH-NP utilizou-se o modelo de Ulceras induzidas por etanol
absoluto. Como resultado evidenciou-se que Nv-AcOEt ndo impediu a degradacéo
de GSH pela acédo do etanol, sugerindo que essa fracdo possivelmente envolva
outro mecanismo de conservacao da integridade do sistema antioxidante.

O passo seguinte a avaliacdo da atividade antioxidante de Nv-AcOEt foi
determinar os possiveis mecanismos citoprotetores envolvidos na gastroprotecao
evidenciada pela fracdo como, participacdo de PG, quantificacdo de muco gastrico
aderido a mucosa, envolvimento de NO e canais de potassio.

As prostaglandinas (PGs) sdo importantes mediadores endégenos envolvidos
na protecdo da mucosa gastrintestinal (citoprotecédo) (CURTIS et al., 1995; HALTER
et al., 2001). Com base nessa informacéo realizou-se o modelo de Ulceras induzidas
por etanol, em camundongos submetidos a pré-tratamento com ibuprofeno. O
experimento foi realizado com o objetivo de avaliar a participagao das protaglandinas
no efeito gastoprotetor de Nv-AcOEt.

As prostaglandinas (PG) sdo derivadas de acidos graxos compostos por 20
carbonos. Sao encontradas em todos os tecidos e 6rgdos e estdo envolvidas em

uma variedade de fungfes fisioldgicas e patologicas. Sdo sintetizadas a partir de
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diferentes &cidos graxos essenciais, entre eles, o &cido araquidénico (AA). As PG
derivadas do acido araquidénico sdo denominadas de série-2, e consistem a
prostaglandina E, (PGEy), prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina I, (PGl,),
prostaglandina F2a e tromboxano A, (TXA). Séo liberadas da célula imediatamente
apos a sintese e vao exercer suas funcbes biolégicas através da interacdo com
receptores prostandides presentes nas superficies das células de maneira autdcrina
e paracrina (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006).

A acédo protetora da PGE, mediada por receptores EP; favorece o aumento
da secrec¢do de muco e bicarbonato, mantém o fluxo sanguineo da mucosa e diminui
a motilidade géastrica (TAKEUCHI et al., 1999; ARAKI et al., 2000; TAKEUCHI et al.,
2002). Quando a PGE, atua nos receptores EP3; e EP4, ocorre a diminuicdo da
secrecdo acida e aumento de muco, respectivamente (TAKAHASHI; TAKEUCHI,
OKABE, 1999). O fluxo sanguineo também pode ser aumentado por PGE, e PGly,
ativando os receptores EP; e IP, respectivamente (KOTANI et al., 2006).

Esses mediadores sdo produtos da enzima ciclooxigenase (COX), que
converte o &cido araquidonico em prostaglandina G, pela inser¢cdo de duas
moléculas de oxigénio e entdo reduzindo este intermediario a prostaglandina H;
(PGHy). A PGH, é um metabdlito instavel que é convertido em outras espécies de
prostaglandinas, incluindo prostaglandina E,, prostaciclina e tromboxanos (ATAY;
TARNAWSKI; DUBOIS, 2000). Esta bem estabelecido que existe pelo menos duas
isoformas distintas da COX, denominadas COX-1 e COX-2. A COX-1 é expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos (PESKAR, 2001) e esta isoforma
provavelmente promove a producdo de PG protetora da mucosa gastrica e que
possui um papel importante na manutencéo da homeostase (RODRIGUEZ-TELLEZ
et al.,, 2001). Enquanto a COX-1 é a isoforma predominante expressa na mucosa
gastrica normal, o aumento da expressdo da COX-2 ocorre em certas condi¢cdes
patofisiologicas como a inflamacdo, dano tecidual e transformacdo maligna
(PESKAR, 2001). Essa expressdo pode ser regulada positivamente muito
rapidamente. Por exemplo, 0 aumento substancialmente da expressdo de COX-2
pode ser visto ap0s a exposi¢cado da mucosa a uma substancia irritante (GRETZER et
al., 2001) ou inducéo de isquemia (DAVIES et al., 1997). Esta supra-regulacdo de
COX-2 parece ser uma resposta defensiva e anti-inflamatéria destinada a reforcar a
defesa da mucosa (FIORUCCI et al., 2002).
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Os resultados obtidos no modelo de lesGes géastricas induzidas por etanol em
camundongos pré-tratados com ibuprofeno mostram que a protecdo gastrica
produzida por Nv-AcOEt foi diminuida em relacdo ao grupo pré-tratado com salina
0,9%. Com isso é possivel sugerir que o efeito gastroprotetor promovido pela fracéo
provavelmente também envolve a participagcdo das prostaglandinas endogenas.

O modelo de inducao de ulcera por ligadura de piloro foi realizado para avaliar
a quantificacdo de muco gastrico. A barreira muco-bicarbonato € a primeira linha de
defesa da mucosa gastrica (LAINE; TAKEUCHI; TARNASKI, 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. S&do produzidos por varias células epiteliais
especializadas, especialmente células caliciformes.

O muco desempenha um papel protetor importante através da formacéo de
uma barreira fisica, quimica e imunolégica 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 acido e pepsina (ALLEN;
FLEMSTROM, 2005). Portanto, qualquer perturbacdo quantitativa ou qualitativa
dessa secrecdo pode ser deletéria. A secre¢cdo de muco-bicarbonato € mediada por
PGE,, juntamente com o Oxido nitrico, compostos sulfidrilicos, fatores de
crescimento e peptideos. A camada de muco mantém um pH neutro estavel acima
da mucosa e impede um ataque enzimatico por pepsina (NIV; BOLTIN, 2012).

Nesta avaliacdo observou-se que Nv-AcOEt pode aumentar a secrecdo de
muco gastrico, sugerindo a participacdo desse fator no seu efeito gastropotetor,
possivelmente por aumento na producédo de prostaglandinas endégenas.

Como sugerido anteriormente, a secrecdo de muco € parcialmente controlada
pelo oxido nitrico (NO). Sugita (2003) relata efeitos citoprotetores deste mediador
sobre lesdes gastricas provocadas por etanol. Com base nessas informacdes
passou-se a investigar o papel do NO na gastroprotecao de Nv-AcOEt. Para isso
utilizou-se um inibidor da enzima NO sintetase, L-NOARG, que acentua as lesbes da
mucosa gastrica induzida pelo etanol (ALY, 1995).

O oxido nitrico (NO) é reconhecido como um mediador fundamental nos

mecanismos de defesa gastrica, devido a sua habilidade de aumentar o fluxo
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sanguineo da mucosa gastrica e a producdo de muco e de inibir a aderéncia de
neutrofilos as células endoteliais (CORUZZI et al., 2000). Além disso, o NO tem um
papel chave na perfusdo e regulacdo vascular por promover a vasodilatacdo pela
sinalizacao da célula muscular lisa via GMPc (SHAH et al., 2004). O principal fluxo
sanguineo para o TGI chega através da artéria mesentérica, e a regulacao do fluxo
até as arteriolas mesentéricas € um passo importante para a regulacdo do fluxo
sanguineo intestinal geral e local (SHAH et al., 2002).

O NO é sintetizado pela NO sintetase (NOS) a partir de oxigénio (O,) e L-
arginina. Existem trés isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida (ou
inflamatdria) - INOS (expressa em macrofagos e células de Kupffer, neutrofilos,
fibroblastos, muasculo liso vascular e células endoteliais em resposta a estimulos
patolégicos como microrganismos invasores) e duas dita constitutivas, que estao
presentes em condicdes fisiolégicas no endotélio (eNOS) e nos neurdnios (NNOS)
(CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001).

Estimulos apropriados, tais como respostas inflamatérias (ex: presenca de
Ulcera gastrica), aumentam a atividade da iNOS. O bloqueio do NO aumenta o
estresse oxidativo, ativando mastdcitos, que sdo células encontadas em grandes
quantidades no trato gastrintestinal, e que liberam mediadores como histamina e
fator ativador de plaguetas, causando aumento da permeabilidade epitelial
(KANWAR et al., 1994).

No modelo de lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto com ou sem pré-
tratamento com L-NOARG, um inibidor ndo especifico da atividade da NOS,
observou-se que o Nv-AcOEt foi capaz de reduzir as lesbes gastricas provocadas
por etanol. No grupo pré-tratado com L-NOARG houve um aumento no percentual
de lesdes quando comparado ao grupo que foi pré-tratado com salina 0,9% e em
seguida, tratado com o Nv-AcOEt, sugerindo que seu efeito gastroprotetor
provavelmente também seja mediado pela via da sintetase do 6xido nitrico.

Ainda em relacdo aos possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecao
promovida por Nv-AcOEt, foi avaliada a via de ativagdo dos canais de potassio
sensiveis ao ATP (Karp). Para determinar a ativagdo destes canais no efeito
gastroprotetor da fragéo, utilizamos a glibenclamida (5 mg/kg), uma droga capaz de

bloquear os canais Karp.
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Estudos recentes tém sugerido a participacao dos canais Katp em modelos de
lesBes gastricas induzidas por etanol (MEDEIROS et al., 2008) e por indometacina,
em que as prostaglandinas foram mostradas como provaveis ativadoras destes
canais (GOMES et al., 2006). Embora seu mecanismo de acdo nao esteja
completamente elucidado no estdmago, 0os Katp, podem estar envolvidos com a
contratilidade do estdbmago, a regulacdo do fluxo sanguineo e com a secrecdo de
acido gastrico. Estudos realizados na ultima década demonstraram que os farmacos
inibidores (glibenclamida) e ou ativadores (diazoxido) desses canais tem
participagdo na assisténcia contra diferentes agressores, corroborando com a
reducdo da lesdo gastrica e a infiltracdo neutrofilica induzida por AINES
(MEDEIROS, 2008).

No modelo experimental lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos pré-tratados ou ndo com a glibenclamida. Nv-AcOEt foi capaz de
reduzir o percentual das lesdes quando comparado ao controle. No grupo pré-
tratado com glibenclamida o efeito protetor de Nv-AcOEt nao foi revertido e o efeito
do diazoxido foi parcialmente revertido comparado ao grupo que foi pré-tratado
apenas com salina 0,9%, sugerindo que seu efeito protetor da mucosa gastrica ndo
seja dependente dos canais Karp.
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6 CONCLUSAO

A fracdo acetato de etila obtida do extrato etandlico das partes aéreas de
Neoglaziovia variegata (Arruda) Mez. (Nv-AcOEt) apresenta:

» Atividade gastroprotetora em modelos experimentais agudos de lesdes

géstricas induzidas por etanol absoluto e acidificado e por ibuprofeno;

» Sugere-se que as prostaglandinas, éxido nitrico e o aumento na producao de
muco estdo entre 0s provaveis mecanismos envolvidos no efeito

gastroprotetor evidenciado.
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PERSPECTIVAS
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7 PERSPECTIVAS

Com o intuito de continuarmos a investigar a atividade gastroprotetora da fracéo
acetato de etila obtida do extrato etandlico das partes aéreas de Neoglaziovia
variegata (Arruda) Mez. (Nv-AcOEt) propdem-se as seguintes perspectivas para este
estudo:
e Investigar a atividade cicatrizante da fragdo Nv-AcOEt em modelo cronico de
lesé@o gastrica induzida por acido acético em rato.

e Investigar o potencial antioxidante da fracdo avaliando o restabelecimento de
sistemas antioxidantes que se apresentem alterados apos a inducdo das
lesbes géastricas com etanol ou &cido acético.

e Investigar através da histopatologia se a fracdo sera capaz de reduzir
completa ou parcialmente a infiltracdo de neutréfilos nos estbmagos
submetidos a lesdo gastrica induzida por acido acético, avaliando a
capacidade de restauracdo do processo inflamatorio.

e Investigar o efeito da fracdo em células (AGS) de adenocarcinoma gastrico.
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