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Atividade gastroprotetora e perfil toxicologico agudo de Tocoyena hispidula Standl. em
roedores. LOPES, J.S.L. Pds-Graduacdo em Farmacologia. Dissertacdo de mestrado,
NPPM/CCS/UFPI (2019).

RESUMO

A Ulcera gastrica € um dos principais distrbios gastrintestinais, sendo considerada uma doenca
comum que afeta mais de 10% da populacdo mundial, com incidéncia e prevaléncia crescente
e altas taxas de morbidade e mortalidade. No Brasil, segundo o Ministério da Saude, foram
relatadas 11.532 internacdes em 2018, relacionadas a presenca de Ulceras gastricas e duodenais,
com taxa de mortalidade de 9,86%. Tocoyena hispidula Standl., conhecida popularmente como
flor-do-cerrado, angeliquinha, angelca ou jenipapinho é um subarbusto usado popularmente
como terapia medicinal para dor de barriga (cha preparado por infusdo) e inflamacao no Utero
(garrafada). J& foram identificados em sua composicdo compostos como cumarinas,
triterpendides e iridoides que podem ter importante acdo anti-inflamatdria, antiulcerogénica e
antioxidante. Esse estudo objetivou investigar a atividade gastroprotetora do extrato etandlico
do caule de Tocoyena hispidula Standl (Th-EtOHcc) e sua fragdo metandlica Th-MeOHcc (na
melhor dose do extrato) em modelos de lesdes gastricas em ratas ou camundongos. Possiveis
mecanismos de acdo bem como os sinais de toxicidade durante 0 acompanhamento dos animais
(machos ou fémeas) tratados por via oral com dose Unica ou com doses diarias do extrato foram
avaliados em modelo crénico de lesdo gastrica. Camundongos Swiss (30-35g) foram utilizados
para avaliar a toxicidade aguda e a area ulcerada de lesGes gastricas induzidas por etanol. Ratas
Wistar (180-250 g), foram utilizadas para avaliar a area ulcerada de lesdes gastricas induzidas
por isquemia e reperfusdo, bem como determinar o volume de leséo induzida por acido acético,
além da preservacdo da barreira de muco no modelo de ligadura de piloro (CEUA 413/17).
Tanto na avaliacao de toxicidade aguda (dose Unica de 2000 mg/kg, v.0.) quanto no tratamento
diario durante 7 dias consecutivos (1, 10 e 50 mg/kg, v.0.), Th-EtOHcc ndo apresentou efeitos
deletérios que implicasse toxicidade. Th-MeOHcc (50 mg/kg, v.0.) também nédo apresentou
sinais de toxicidade nos animais tratados por 7 dias consecutivos. No modelo de Ulceras
induzidas por etanol absoluto, o0 Th-EtOHcc apresentou efeito gastroprotetor significativo nas
doses de 1, 10 e 50 mg/kg, ao inibir a area da lesdo em 72%, 86% e 84%, respectivamente. No
modelo de iquemia e reperfusdo, Th-EtOHcc apresentou efeito gastroprotetor nas doses de 10
e 50 mg/kg, ao inibir a area de lesdo em 96% e 61%, respectivamente. Th-EtOHcc foi capaz de
reduzir significativamente as citocinas pré-inflamatéria TNF-o e IL-1B no modelo de lesdo
induzido por isquemia e reperfusdo, bem como, também foi capaz de preservar os niveis de
muco no modelo de ligadura do piloro. Nas lesdes induzidas por &cido acético, o extrato Th-
EtOHcc nas doses de 1, 10, e 50 mg/kg diminuiu significativamente o volume da leséo
ulcerativa em 81%, 58% e 71%, respectivamente, em comparacdo ao grupo Vveiculo,
demonstrando efeito restaurador da mucosa. Nesse Ultimo protocolo foi avaliado ainda um
possivel efeito cicatrizante da fracdo Th-MeOHcc (50 mg/kg), mostrando uma significativa
reducdo do volume da lesdo em 85%. O presente trabalho evidencia a baixa toxicidade de Th-
EtOHcc, bem como seu efeito gastroprotetor sobre a lesdo gastrica induzida por etanol absoluto
e isquemia e reperfusdo por meio da inibicdo da migracdo neutrofilica e da manutencdo da
integridade da mucosa, bem como pela preservacdo da barreira de muco evidenciado no
protocolo de ligadura do piloro. Além disso, Th-EtOHcc e Th-MeOHcc apresentam atividade
cicatrizante, por diminui¢do de infiltrado neutrofiilico e aumento de fibras de colageno,
observados microscopicamente.

Palavras-chave: Toxicidade. Ulcera. Gastroprotecdo. Cicatrizagdo. Tocoyena hispidula
Standl.



Gastroprotetorative activity and acute toxicology profile of Tocoyena hispidula Standl in
rodents. LOPES, J. S. L. Graduate Studies in Pharmacology. Master's Dissertation, NPPM /
CCS/ UFPI (2019).

ABSTRACT

Gastric ulcer is one of the main gastrointestinal disorders, being considered a common disease
that affects more than 10% of the world population, with increasing incidence and prevalence
and high rates of morbidity and mortality. In Brazil, according to the Ministry of Health, 11,532
hospitalizations were reported in 2018, related to the presence of gastric and duodenal ulcers,
with a mortality rate of 9.86%. Tocoyena hispidula Standl., popularly known as cerrado-flower,
“angeliquinha, angelca or jenipapinho” is a subshrubs popularly used as medicinal therapy for
tummy pain and inflammation in the uterus (bottle). Compounds such as coumarins,
triterpenoids and iridoids have been identified in its composition, which may have an important
anti-inflammatory, antiulcerogenic and antioxidant action. This study aimed to investigate the
gastroprotective activity of Tocoyena hispidula Standl ethanolic extract (Th-EtOHcc) and its
methanolic fraction Th-MeOHcc (in the best dose of the extract) in gastric lesions in rats or
mice. Possible mechanisms of action as well as signs of toxicity during the monitoring of the
animals (males or females) treated orally with single dose or with daily doses of the extract
were evaluated in a chronic model of gastric lesion. Swiss mice (30-35 g) were used to assess
the acute toxicity and the ulcerated area of gastric lesions induced by ethanol. Wistar rats (180-
250 g) were used to evaluate the ulcerated area of gastric lesions induced by ischemia and
reperfusion, as well as to determine the volume of injury induced by acetic acid, besides the
preservation of the mucus barrier in the pylorus ligature model (CEUA 413/17). Th-EtOHcc
showed no deleterious effects involving toxicity in both the acute toxicity assessment (single
dose 2000 mg / kg, vo) and daily treatment during 7 consecutive days (1, 10 and 50 mg / kg,
vol). Th-MeOHcc (50 mg / kg, v.0.) also showed no signs of toxicity in treated animals for 7
consecutive days. In the model of absolute ethanol-induced gastric ulcers, Th-EtOHcc showed
a significant gastroprotective effect at doses of 1, 10 and 50 mg / kg, reducing the lesion area
by 72%, 86% and 84%, respectively.In the model of ichemia and reperfusion, Th-EtOHcc
showed a gastroprotective effect at 10 and 50 mg / kg, reducing the lesion area by 96% and
61%, respectively. Th-EtOHcc was able to significantly reduce the proinflammatory cytokines
TNF-a and IL-1B in the injury model induced by ischemia and reperfusion, as well as, it was
also able to preserve mucus levels in the pylorus ligature model. Concerning the acetic acid-
induced lesions, the Th-EtOHcc extract at 1, 10 and 50 mg / kg significantly reduced the volume
of the ulcerative lesion by 81%, 58% and 71%, respectively, compared to the vehicle group,
demonstrating restorative effect of the mucosa. In this latter experimental protocol, a possible
healing effect of the Th-MeOHcc fraction (50 mg / kg) showing a significantly reduce from in
lesion volume by 85%.The present work shows evidence of the low toxicity of Th-EtOHcc, as
well as its gastroprotective effect on the gastric injury induced by absolute ethanol and ischemia
and reperfusion through the inhibition of the neutrophil migration and the maintenance of the
mucosal integrity. as well as by the preservation of the mucus barrier evidenced in the pylorus
ligature model. In addition, Th-EtOHcc e Th-EtOHcc presents wound healing activity by
reduction of neutrophilic infiltrate and increase of collagen fibers, observed microscopically.

Keywords: Toxicity. Ulcer. Gastroprotection. Healing. Tocoyena hispidula Standl.
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1 INTRODUCAO

1.1 Anatomia e fisiologia géastrica

O trato gastrointestinal (TGI) é um tubo muscular continuo que vai da boca até o anus
e que tem entre um de seus Orgdos principais, o estbmago (SABBATINI; GORELICK;
GLASER, 2014), um 6rgdo de extrema importancia com a funcdo de armazenar, misturar e
esvaziar os alimentos (IMAI, 2018) que auxilia na digestdo, controle do apetite e regulacao da

nutricdo (WILSON; STEVENSON, 2019).

O estbmago é um 0Orgdo assimétrico, que possui uma curvatura menor e uma curvatura
maior em lados opostos, € delimitado pelo esfincter esofagiano inferior ou cérdia na por¢édo
superior e pelo esfincter pilorico ou piloro na por¢do inferior, anatomicamente, é subdividido
em: fundo, corpo e antro e funcionalmente , tem a mucosa gastrica divida em duas regides
glandulares: mucosa oxintica, que corresponde a 80% do revestimento do estbmago e esta
localizada na superficie interna do corpo e fundo gastrtico; e mucosa antral ou pildrica,
localizada no antro do estdmago (Figura 1) (HOGBEN et al., 1974; CALSON,2019).

Figura 1. Representagéo da divisdo anatdmica do estdmago e funcional da mucosa gastrica
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A mucosa gastrica é cravejada por milhdes de depressdes gastrica e possui diferentes
tipos de células secretoras essenciais para a digestao, entre elas: célula superficial e célula
mucosa do pescoco glandular, produzem muco e constituem a maior parte da mucosa; célula
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oxintica (parietal), produz &cido cloridrico (HCI), é um tipo de célula dominante dentro das
glandulas; célula principal, fonte de pepsinogénio, é outro tipo de célula dominante dentro da
glandula (BI; KAUNITS, 2003; CALSON, 2019); células enteroenddcrinas, existe pelo menos
10 populacdes diferentes, sintetizam, armazenam e secretam hormdonios gastricos locais tais
como serotonina (Células D), histamina (Células ECL), enteroglucagon (células A), gastrina
(Células G), entre outros (Figura 2) (WALLIG, 2018).

Figura 2. Representacdo esquematica das células presentes na glandula gastrica.
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Alguns estudos sugerem que essas células estdo distribuidas regionalmente no
estdmago, sendo a sua localizacdo definidora das bordas anatémicas do estdmago. Roland e
colaboradores (2013) em seus resultados mostraram que as células secretoras de grelina e da
gastrina melhor definem as divisdes anatdmicas entre o corpo e 0 antro, respectivamente; as
células parietais foram observadas em todas as glandulas do fundo do estbmago, e em mais de
50% das glandulas antrais, em estreita proximidade com células G, podendo contribuir para a
propensao de doenca ulcerosa duodenal em células epiteliais de superficie humana; as células

principais estavam predominantemente no fundo, porém, havia a presenca de algumas dessas
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celulas também no antro; células produtoras de serotonina e somatostaina estdo presentes no
corpo e antro; Células imunorreativas de Choromgranin séo expressas em niveis mais elevados
no fundo; células mucosas estdo mais proeminentemente ao longo da curvatura maior no antro;

células enddcrinas estdo regionalmente localizadas no corpo superior (fundo).

As células parietais, responsaveis pela secrecao de acido cloridrico, sdo adaptadas para
forma-lo e secreta-lo dentro de 10 minutos de diferentes tipos de estimulacdo. Essa secre¢éo é
controlada em trés fases distintas: fase cefalica, mediada por sinais do nervo vago que, ao ser
estimulado pela mastigacdo ou degluticdo, estimula diretamente as células parietais a
secretarem HCI; fase géstrica, a distencdo da parede do estdmago estimula nervos vagos que
estabelecem reflexo vagovagal, atuando em células da area pildrica e duodeno induzindo a
producéo do hormaonio local gastrina que € transportado para o corpo do estdbmago e estimula
as células parietais a produzirem mais &cido gastrico; e fase intestinal, a presenca de produtos
de proteinas de digestdo no duodeno estimula liberagdo de gastrina no duodeno superior, além

disso, a absorcdo de aminoacido pode influenciar as células parietais (CALSON,2019).

Essas células possuem varios tipos de receptores, nos quais se ligam moléculas que
controlam a secrecdo de HCI. Entre eles: M3, ativado por acetilcolina, resultando em um
aumento de calcio intracelular, também presentes em células enterocromafins (ECL),
estimulando liberacdo de histamina; CCK-2, ativado por gastrina que também resulta em
aumento de calcio intracelular nas células parietais, gastrina também se liga a CKK-2 de ECL
gastricas estimulando a liberacdo de histamina; H2, ativado por histamina, resultando em um
aumento de adenosina monofosfato ciclico cAMP. Assim, Ca* intracelular e cCAMP ativam a
bomba de protons H*/ K*-ATPase da célula parietal e a mesma bombeia ions de hidrogénio
para o limen em troca de ions potassio (SPECHLER, 2018). Essa secre¢do também é controlada
por moléculas inibidoras da mesma, entre essas, destaca-se a secre¢do de somatostatina, que
dentre outros mecanismos, é capaz de inibir a secrecdo tanto diretamente nas células parietais,
quanto indiretamente pela inibicdo da liberacdo de histamina pelas células ECL (Figura 3)
(KOMASAKA et al., 2002).
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Figura 3. Regulacgdo da secrecdo acida gastrica pela célula parietal.
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A secrecdo 4cida € importante para que ocorra a digestdao dos alimentos, uma vez que a
mesma facilita a quebra de proteinas, potencializando a absorcéo de ferro, célcio e vitaminas,
além disso, ela também tem sua importancia como defensora da mucosa contra agentes
infecciosos (SCHUBERT; PEURA, 2008). Entretanto, a disfuncdo de sua regulacdo esta
diretamente ligada ao desenvolvimento de UGlceras pépticas, portanto, é necessario que haja um
equilibrio entre a secrecéo do &cido e os mecanismos protetores da mucosa, para que a mucosa

gastrica permaneca intacta frente a exposicdo a agentes agressores (LU; GRAHAM, 2006)
1.2 Mecanismos de defesa da mucosa géastrica

Normalmente, existe um equilibrio entre fatores da mucosa do estdbmago, tais como:
agentes defensivos, a barreira de muco bicarbonato, células epiteliais de superficie, a
regeneracdo da mucosa, circulacdo sanguinea, equilibrio &cido-base, grupo sulfidrila endégeno
e fator de crescimento epidérmico, que atenuam os efeitos de agentes agressores, como o acido
gastrico e pepsina, que podem induzir o aparecimento de Ulcera gastrica quando
descompensado (Figura 4) (KALAYCl et al., 2017).
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Figura 4: Fatores agressores e protetores endégenos da mucosa gastrica
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A primeira linha de defesa da mucosa gastrica contra acido gastrico e pepsina é
constituida pela barreira muco bicarbonato, um composto constituido 90-95% de agua, 5-10%
de mucina, 1% de eletrdlitos, e 5% de células desprendidas, enzimas, cidos nucléicos, lipidios,
proteinas plasmaticas, imunoglobulinas secretadas, bactérias e metabdlitos bacterianos,
secretado pelas glandulas mucosas, formando uma camada protetora sobre a mucosa gastrica.
Esse muco retém o ion bicarbonato que é secretado pelas células epiteliais gastricas formando
um gradiente de pH neutro na superficie do lumem gastrico protegendo a mucosa contra a
acidez do ambiente (LAINE et al., 2008; LUZ et al., 2018; WALLIG, 2018).

O muco gastrico é secretado das células epiteliais da superficie como um gel que adere
a superficie da mucosa gastrica. A glicoproteina ndo degradada do muco gastrico € um polimero
de quatro subunidades idénticas, cada uma com um peso molecular de cerca de 500.000, e
unidas por pontes dissulfidicas ligando os seus nucleos proteicos. Este gel pode ser solubilizado
por tratamento com reagentes que quebram pontes dissulfeto, ou por protedlise. Em condicdes
fisioldgicas, 0 muco do gel gastrico é constantemente produzido pelas células epiteliais da
superficie e estd constantemente sendo degradado pela atividade péptica luminal. (BICKEL;
KAUFFMAN Jr, 1981). Qualquer irritacdo local a mucosa estimula a producdo de mediadores
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locais como as prostaglandinas, o que aumenta a producdo de muco e ion bicarbonato, e também

leva a outras alteracdes teciduais que promovem a cicatrizacéo da lesio local (ARAUJO, 2018).

Um outro fator importante na prote¢éo gastrica € o fluxo sanguineo que atua removendo,
CO,, H* e substancias toxicas na regido subepitelial e realiza o suprimento de oxigénio, HCO*
e nutrientes essenciais a manutencdo da integridade da camada de muco-bicarbonato. Além
disso, quando a mucosa esta exposta a fatores agressivos, o fluxo sanguineo aumenta, fazendo
com que haja remogdo ou dilui¢do do &cido luminal (SZABO, 1991; LAINE et al., 2008;
SOUSA, 2013; MARTINS, 2015). A obstrucdo do fluxo sanguineo esta relacionada a grave
injaria do tecido, pois a mesma acarreta em isquemia (diminui¢do critica do suprimento
sanguineo), causando perfusdo e oxigenacdo inadequadas ao tecido. As células da mucosa

epitelial séo as mais suscetiveis a injuria e rapidamente séo lesadas (ROWE e WHITE, 2002).

Em modelos experimentais tais como o modelo de inducdo de Ulcera por isquemia e
reperfusdo (I/R), em que ocorre a obstrucdo mecanica da artéria celiaca (artéria que irriga as
células do estbmago), seguida de desobstrucdo da mesma ocorre grave lesdo ao tecido gastrico,
pois além da injdria provocada pela isquemia, a reperfusdo, quando ocorre com as células ainda
viaveis, provoca dano mais grave, devido a uma cascata de eventos que ocorrem em conjunto
desencadeados pela entrega de oxigénio ao tecido previamente isquémico. O dano resultante €
chamado injuria de reperfusdo e baseia-se na renovacao de oxigénio ao tecido, com participacao
de células endoteliais e receptores aferentes para criar a resposta inflamatoria subsequente
(ARAUJO, 2018).

O processo natural de controle do fluxo sanguineo ocorre principalmente por
prostaglandinas (PG) e oxido nitrico (NO) (CORUZZI et al., 2000).

As prostaglandinas constituem um importante grupo de mediadores no corpo,
envolvidas em diversos processos fisioldgicos, tais como, modulacdo da reacdo inflamatoria,
agregacdo plaquetéria, angiogénese e fluxo sanguineo da mucosa gastrointestinal. S&o
provenientes do acido araquiddnico e sintetizadas através das enzimas cicloxigenases 1 e 2
(COX-1 e COX-2, respectivamente) (LAINE et al., 2008; MARTINS, 2015). Embora COX-1
esteja mais esclarecidamente envolvida na protecdo gastrica, COX-2 também desempenha
importante papel na protecdo gastrica, atuando na restauragdo da mucosa gastrica
(MANJEGOWDA et al., 2017).

As prostaglandinas sdo agentes anti-Ulcera com atividade bem conhecida e efeito

inibidor da secre¢do do &cido gastrico, que protegem a barreira da mucosa gastrica danificada,
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aumentando a circulagcdo sanguinea local e a secrecdo de muco gastrico e bicarbonato
(SIDAHMED et al., 2018). Sua supressdo esta relacionada ao surgimento de efeito prejudicial

a mucosa provocada pelos fatores agressivos (VERMA; KUMAR, 2017).

PGE2 e PGI2, sdo as principais prostaglandinas envolvidas na gastroprotecdo, atuam
ativando receptor de prostaglandina do tipo 3 (EP3) das células epiteliais, 0 que causa uma
diminuicao da secrecdo de acido e aumento da secrecdo de muco, além disso, ativam canais de
de potéssio sensiveis a ATP (Katp) que estdo envolvidos em diversos outros processos
fisiologicos do sistema gastrointestinal, tais como a regulagédo do fluxo sanguineo, secre¢édo de
acido e contratilidade do estbmago (POSSENTI et al., 2012; SCHNEIDER, 2014).

O oxido nitrico é outro mediador importante na defesa gastrica, que atua como
vasodilatador enddgeno regulando o fluxo sanguineo gastrico e microcirculacdo, além disso,
ele pode manter a camada viscoelastica de muco, aumentando a secre¢do de muco e diminuindo
a agregacao e secrecao de neutrofilos (LUZ et al., 2018; YOO et al., 2018). Seu mecanismo de
acdo se d& pela ativacdo da enzima guanilil ciclase, aumento dos niveis de monofosfato ciclico
de guanosina (GMPc) e subsequente ativacdo dos canais Katp levando a gastroprotecdo
(MEDEIROS et al., 2008).

Outro importante fator de protecdo da mucosa s@o 0s antioxidantes, mecanismos de
defesa enzimaticos e ndo enzimaticos presentes no organismo que protegem contra o dano

tecidual provocados por estresse oxidativo (WANG et al., 2014).

Naturalmente, o organismo produz pequenas quantidades de espécies reativas de
oxigénio (ERQOs) constantemente, em processos como na cadeia transportadora de elétrons (na
fosforilagdo mitocondrial), no metabolismo de xenobidticos e na resposta inflamatoéria. Mas o
problema com tal produgdo sé acontece quando existe um aumento consideravel de radicais
livres, capazes de ultrapassar os mecanismos de defesa intrinsecos. Algumas doencas
inflamatorias, neurodegenativas ou neoplasicas sdo capazes de induzir esse desequilibrio
(PINTO, 2013).

A fim de proteger os tecidos contra os danos provocados pela EROs, todas as células
contém enzimas antioxidantes, como a glutationa-peroxidase (GPx), catalase (CAT),
superdxido dismutase (SOD), glutationa-redutase (GR), e eliminadores de radicais, tais como

compostos sulfidrilicos (GSH), que desempenham papéis fundamentais nos mecanismos de
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defesa, possuindo formulacdes com acdo antioxidante, eficacia na citoprotecdo e cicatrizacao
das lesdes gastricas (AFALOBI, 2011; PINTO, 2013).

Assim, a presenca de mecanismos defensivos na mucosa gastrica, permite que a mucosa
permaneca integra mediante a exposicdo de uma série de agentes agressores tanto do ambiente
externo, quanto interno. Entretanto, um aumento exacerbado de fatores agressores pode

provocar serias lesdes a mucosa, tais como Ulcera géstrica (CARVALHO, 2017)
1.3 Ulcera géstrica

A Ulcera gastrica € identificada por erosdo da mucosa gastrica (ELSHAZLY et al.,
2018), que pode ser caracterizada desde danos superficiais nos tecidos, até perfuracdes na
mucosa até a submucosa subjacente ou muscular externa (MANJEGOWDA et al., 2017). E um
dos principais distarbios gastrointestinais, sendo considerada uma doenca comum que afeta
mais de 10% da populacdo mundial, com incidéncia e prevaléncia crescente (SHEN et al., 2017;
YOO et al., 2018). Pode ser classificada como: aguda, distinta por inflamacéo ativa, com
infiltrado neutrofilico e hemorragia na superficie da mucosa; ou cronica, caracterizado por

varios graus de injurias na mucosa e agregados linfoides na regido (MARTINS, 2005)

As Ulceras gastricas sdo causadas por um desequilibrio entre os fatores protetores
(barreira de muco, secrecdo de bicarbonato, aumento dos niveis de antioxidantes e producao de
prostaglandinas, fluxo sanguineo mucoso, entre outros) e fatores agressivos (pepsina, acido
cloridrico, radicais livres reativos e oxidantes) da mucosa, que partipam na regulacdo de
processos inflamatdrios que envolvem neutréfilos, eosindfilos e mastdcitos. E tém como
fatores etiologicos importantes pra sua inducdo: o consumo de alcool, estresse, isquemia da
mucosa gastrica, uso crénico de medicamentos como os antiinflamatorios nédo esterioidais
(AINES), infeccdo por Helicobacter pylori, entre outros (WANG et al., 2014; MANJEGOWDA
etal., 2017; SHEN et al., 2017; ATHAYDES et al., 2018, ELSHAZLY et al., 2018; LIANG
etal., 2018).

Entre os fatores agressores, 0 acido é considerado o0 mais importante, pois, 0 argumento
“se ndo houver acido, ndo ha ulcera” ainda é valido, entretanto, nem todas as Ulceras estdo
envolvidas diretamente com acdo do &cido gastrico, como € o caso da Ulcera de estresse. Além
disso, Ulcera pode ser resultado da liberacdo de histamina devido a degranulagdo de mastocitos,
hipermotilidade, diminuicdo da camada de muco e deterioracdo da circulagdo sanguinea da

mucosa gastrica. Pesquisadores que induzem Ulcera em animais, investigam mecanismos
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etiologicos subjacentes, para assim, conseguir evitar ou curar a doenga, no entanto, ainda ndo
se determinou um tratamento ideal (KALAYCl et al., 2017). *

O estresse e a isquemia da mucosa gastrica também sdo importantes fatores etioldgicos
para Ulcera gastrica. As Ulceras da mucosa gastroduodenal que aparecem apds graves insultos
como queimaduras, choque séptico e grandes traumatismos, por exemplo, sdo chamadas de
Ulceras associadas ao estresse ou, mais genericamente, de doenca mucosa associada ao estresse
(DMAE). A redugdo do fluxo sanguineo dirigido a mucosa gastrica é capaz de lesionar o tecido
e a reperfusdo da mucosa ap6s o evento isquémico, aumenta a lesdo tecidual em comparacéo
com a isquemia sozinha, mecanismo mediado por radicais livres do oxigénio. A quebra da
integridade da mucosa gastroduodenal ocasionada pela isquemia associam-se os disturbios da
motilidade géastrica e as alteracGes da secre¢do acida causada por medicamentos ou mesmo pelo
jejum, constituindo as causas fisiopatoldgicas mais importantes no estabelecimento das lesdes
de estresse (POMPILIO; CECCONELLO, 2010).

A patogénese da Ulcera péptica envolve multiplas causas, por exemplo, fatores exdgenos
ja considerados, fatores genéticos e fatores enddgenos, como distlrbios fisiopatolédgicos,
incluindo motilidade anormal. A funcdo géastrica adequada é fundamental para a digestdo e
absorcdo de nutrientes, entretanto, tem sido cada vez mais comum o acometimento de distdrbios
gastrointestinais como a Ulcera péptica que causa desconforto e dor abdominal, problema esse

que esta intimamente relacionado aos habitos de vida (LUZ et al., 2018).

A ingestdo excessiva de alcool é um dos fatores relacionados ao habito de vida que pode
lesionar a mucosa, induzindo o surgimento de Ulcera gastrica, pois o etanol age danificando as
células endoteliais vasculares da mucosa gastrica, distorcendo a microcirculacéo e induzindo a
hipdxia devido ao aumento da producdo de EROs e citocinas (SHEN et al., 2017). A liberacdo
de citocinas pré-inflamatdrias, como TNF-a e IL-1p, aumenta ainda mais o dano oxidativo ao
tecido atraves de geracdo de superoxido. O desequilibrio resultante entre a capacidade pro-
oxidante e antioxidante produz um efeito prejudicial na integridade do tecido e é um dos

principais contribuintes para os danos na mucosa gastrica (VERMA; KUMAR, 2017).

Outro importante fator exdgeno envolvido na fisiopatologia da Ulcera gastrica é o
consumo prolongado de AINEs, utilizados para fins analgésicos e anti-piréticos que apresenta
efeitos secundarios no trato gastrointestinal (KALAYCI et al., 2017). Um importante elemento
patogénico desse tipo de leséo, é a deplecdo de prostaglandinas enddgenas pela inibicdo da via

da ciclooxigenase (COX), entretanto, existem mecanismos independentes de prostaglandinas,
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tais como ativacao de neutrofilos, hipermotilidade, radicais livres de oxigénio e citocinas pro-
inflamatorias da mucosa (LIM et al., 2014).

A infeccdo por Helicobacter pylori (H. pylori), constiuti o principal fator exdgeno de
agressdo a mucosa (SIDAHMED et al., 2018). H. pylori é uma bactéria gram negativa,
espiralada e patogénica associada ao desenvolvimento de gastrite cronica, Ulcera péptica,
tumores e cancer gastrico com papel essencial no dano a barreira epitelial gastrica
(WROBLEWSK; PEEK; WILSON, 2010)

1.4 Terapéutica atual

A relevancia clinica das Ulceras pépticas levou ao desenvolvimento de drogas capazes
de aliviar os sintomas e até mesmo possibilitar a cura, tais como 0s antagonistas de receptores
H2, como a cimetidina e inibidores da bomba de prétons (IBPs), como o omeprazol, associados
aos aumentos da taxa de cura de Ulceras gastricas, porém seu uso esta associado a uma série de

efeitos colaterais e recorréncia de Glcera ao término do tratamento (ARAUJO, 2018).

A cura da Ulcera € um processo complexo que envolve resposta inflamatoéria, como
proliferacdo e migracao celular, formacéo de tecido de granulacéo, contracao do tecido alterado,
angiogénese e reepitelizacdo. Processos esses que séo controlados por mediadores como as PGs,
hormaonios gastrointestinais, citocinas e fatores de crescimento, tais como: fator de crescimento
epidérmico (EGF), fator basico de crescimento de fibroblastos (bFGF), fator de crescimento
derivado de plaquetas (PDFG) e fator de crescimento vascular endotelial (VEGF), envolvidos
na angiogénese (Figura 5) (LIMA, 2014). Além disso a presenca de colagenos do tipo I, Il e
IV, que tem sua sintese estimulada durante a cicatrizacdo do epitélio gastrico ulcerado, se
encontra em abundancia na fase final do processo de cicatrizacdo, com papel fundamental na
reorganizacéo tecidual da mucosa (DE MELLO; PISSINATTI; FERREIRA, 2010; SOUZA, et
al., 2016).
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Figura 5. Processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica.

Fatores luminais: | H * e Pepsina 1 muco/bicarbonato

Zona de cicatrizagio: fonte
%« ~~de células para a reconstrugio
Cstruturaglandular

Fonte: elaborado pelo autor

Os tratamentos medicamentosos atuais sdo voltados a reduzir o agente agressivo,
estimular a defesa da mucosa e/ou inibir o crescimento de micro-organismos (H. pylori) com a
finalidade de permitir a cicatrizacdo do tecido, para isso, a combinacdo de diferentes classes
farmacéuticas tém se mostrado eficazes quanto a concretizacdo do objetivo. As drogas que
inibem secrecdo de acido gastrico incluem: Antagonistas de receptores H2 (H2RA); inibidores
da bomba de prétons, anticolinérgicos; analogos das prostaglandinas; antiacidos, protetores da
mucosa e antibioticos (ALMEIDA et al., 2018; LIMA, 2014).

A primeira droga efetiva sistematicamente no combate a Ulceras géastricas foi a
carbenoxolona descoberta a partir de estudos com plantas medicinais da Glycyrrhiza glabra,
conhecida popularmente por alcaguz e utilizada na medicina popular rotineiramente por
indigenas no tratamento de Ulceras gastricas, inflamacéo, dentre outras enfermidades (AKTAR;
MUNIR, 1989) com importante acéo citoprotetora (BICKEL; KAUFFMAN Jr. 1981).

Os H2RA, representados principalmente por cimetidina e ranitidina, sdo antagonistas
seletivos nos receptores de histamina do estdmago, capazes de inibir a secre¢do gastrica, apesar
de ndo serem capazes de inibir a Glcera induzida por AINEs. Sdo importante ferramenta
terapéutica na Ulcera por estresse e sangramento e apresentam como alguns de seus efeitos

adversos: boca seca, urticaria, diarreia, constipacdo, nauseas e vomitos, dor abdominal,
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cdimbras nas pernas e impoténcia, podendo interagir com alguns medicamentos tais como:
fenitoina, teofilina ou varfarina (ELBAKY AN, 2016).

Os IBPs, representados por: omeprazol, esomeprazol, lansoprazol, dexlansoprazol,
pantoprazol e rabeprazol, sdo pré-farmacos que tem por mecanismo de agdo a inibigdo da
bomba de protons apds serem absorvidos e transportados através do sangue até o canaliculo
secretor de uma célula parietal onde o &cido converte o pré farmaco na sua forma ativa,
sulfenamida, que se liga covalentemente a bomba de protons e inibe irreversivelmente a
secre¢do de acido. Apesar de serem os inibidores mais importantes a longo prazo, sua acao
precisa de um certo tempo para se iniciar, logo situagdes que exigem uma resposta rapida como

alivio da pirose, é mais interessante usar um antiacido ou antagonista H, (SPECHLER, 2018).

O uso de IBPs esta associado a alguns riscos, e efeitos adversos onde os principais sao:
probabilidade aumentada de desenvolver algumas malignidades e infeccdes entéricas; efeitos
na absor¢do e metabolismo de certas vitaminas e minerais, levando ao risco de fratura 6ssea e
deficiéncia nutricional; infarto agudo do miocardio, acidente vascular cerebral, doenca renal,
colite entre outros (SPECHLER, 2018; LUZ et al., 2018)

Os anticolinérgicos correspondem aos medicamentos capazes de inibir receptores
muscarinicos. Na terapéutica da Ulcera gastrica, eram utilizados farmacos como a piperazina
que inibe o receptor M3 expressos em células parietais com papel essencial na secrecéo de acido
gastrico, entretanto, atualmente essa terapia caiu em desuso devido ao surgimento de
medicamentos mais eficazes e seguros (AIHARA et al., 2005; MOSSNER; CACA, 2005). Os
efeitos adversos mais comuns associados ao uso de piperazina sao nausea, vomito, diarreia, dor
abdominal, tontura e cefaleia, e raramente, neurotoxicidade e reacdo alérgica (KATZUNG;
MASTERS; TREVOR, 2014).

Os anélogos das prostaglandinas eram utilizados frequentemente antes do surgimento
do IBPs e s@o uma excelente forma de prevencdo e uma importante opcdo de ferramenta
farmacoldgica na prevencdo de Ulceras associadas ao uso crénico de AINEs (LIMA, 2014).
Tem como representante 0 misoprostol, e teve uso mais restrito devido aos seus efeitos
adversos, entre 0s quais, 0s mais comuns sdo aborto, diarreia e dor abdominal, (ELBAKY AN,
2016).

Os antiacidos tém como principal acdo terapéutica neutralizar diretamente o acido
gastrico levando a um aumento de pH do meio, causando a inibicdo da ativacdo de enzimas

pépticas. Apesar de serem efetivos e de baixo custo podem reduzir a biodisponibilidade oral de
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um grande nimero de farmacos e de minerais presentes em suplementos alimentares. S&o
usados para aliviar pirose e desconforto abdominal, mas, por apresentarem curta permanéncia
no estbmago, ndo tém sido usados muito no tratamento de Glceras gastricas (AIHARA et al.,
2003; ARAUJO, 2018). Seus efeitos adversos diferem entre si, por exemplo, alguns antiacidos,
como o bicarbonato de so6dio e carbonato de célcio, podem causar eructacdo e alcalose
metabdlica, j& o hidroxido de magnésio e hidroxido de aluminio tem como principal efeito
adverso a diarreia para o primeiro, e a constipacdo para o segundo (KATZUNG; MASTERS;
TREVOR, 2014).

No tratamento da Ulcera associada a H. pylori é necessarioreducdo do acido e
erradicacdo da bactéria. Assim, o tratamento é feito através de uma combinacao de inibidores
de bomba protdnica ou antagonista de receptor H2 com dois antibioticos por um periodo de 7
a 10 dias, sendo que a tendéncia atual é tratar inicialmente durante apenas sete dias
(OLIVEIRA, 2011; ARAUJO, 2018).

Embora existam varios medicamentos disponiveis para o tratamento da Ulcera gastrica,
a maioria deles produzem muitos efeitos colaterais, como: dores de cabeca, diarreia,
hipersensibilidade, ginecomastia, nauseas, aumento de chance de infec¢bes gastrointestinais e
impoténcia, que limitam seu uso, além disso, é evidenciando também grande recorréncia de
Ulcera apds o tratamento (SHEN et al., 2017; ALMEIDA et al., 2018; SIDAHMED et al., 2018;
YOUS et al., 2018).

Assim, diante da dificuldade de cura da Ulcera gastrica, e presenca significante de efeitos
colaterais na terapia atual e a grande recorréncia das mesmas apos o tratamento, € evidente a
necessidade de se buscar um novo tratamento anti-Ulcera que apresente alta eficacia, baixa ou

nenhuma toxicidade e efeitos adversos minimos.
1.5 Plantas medicinais

O uso medicinal de plantas existe desde a antiguidade sendo empregadas como principal
fonte de medicina tradicional no tratamento de diversas doencas. Varios remédios a base de
plantas sdo intensivamente usados em terapias para diferentes patologias, cerca de 50% dos

medicamentos ortodoxos derivam de fontes vegetais (ZEB et al., 2016; ABAS et al., 2018).

A Organizacdo Mundial de Salde, estima que 80% da populacdo dos paises em
desenvolvimento tem como uma de suas praticas na atencdo primaria a salde, 0 uso de praticas

tradicionais, entre elas 0 uso de plantas medicinais em 85% deles. Assim, com intuito de
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regulamentar a pratica, assegurando 0 acesso e a correta utilizacdo de plantas medicinais, a
utilizacdo sustentvel, a biodiversidade brasileira, e o desenvolvimento da cadeia produtiva e
da industria nacional, em 22 de julho de 2006, foi aprovada a Politica Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos pelo governo federal (ARAUJO, 2018).

Na natureza, muitas sdo as plantas que apresentam atividade farmacoldgica. Nesse
sentido, o Brasil apresenta uma grande flora rica em variedade de plantas medicinais, acredita-
se que exista entre 60 a 250 mil espécies vegetais no pais, das quais 40% apresenta alguma
atividade terapéutica, entretanto, a maioria dessas plantas séo utilizadas sem embasamento
cientifico, fundamentado apenas no conhecimento tradicional. Assim, muitas sdo as pesquisas
desenvolvidas no mundo inteiro a fim de identificar plantas medicinais para a cura de doencas,
bem como descobrir possiveis compostos derivados das mesmas com capacidade para prevenir
e tratar doencas (HOLLENBACH, 2008; CESARIO et al., 2018%). Essas pesquisas tém
confirmado o potencial de plantas medicinais para a cura de diversas doengas, tais como
diabetes e cancer, bem como para contrabalangear efeitos ulcerogénicos, nesse sentido, a
medicina tradicional, que se refere a uma grande variedade de moléculas bioativas naturais, esta

surgindo como uma alternativa potencialmente segura (YOUS et al 2018).

Algumas espécies, tais ocmo: Byrsonima intermedia A. Juss (SANTOS et al., 2019),
Muntingia calabura (BALAN et al., 2015) Clematis flammula L. (YOUS et al., 2018), tém sido
usadas tradicionalmente com finalidade do tratamento anti-Ulcera, e muitos compostos ja foram
isolados de algumas delas (SIDAHMED et al., 2018). Assim, no intuito de descobrir melhores
opcdes de tratamento mais seguros e com menos efeitos adversos para doencas
gastrointestinais, plantas medicinais ja foram estudadas, tendo sua atividade confirmada como
sendo frequentemente pleiotropica e sem efeitos adversos excessivos (ALMEIDA et al., 2018).
Na literatura sdo encontrados muitas plantas e seus metabolitos secundarios com efeito
gastroprotetor, sendo uma valiosa alternativa para o tratamento da Ulcera gastrica.
Apresentando como principal acdo, efeitos antioxidantes, responsadveis por diminuir a
peroxidac&o lipidica, proteina e danos no DNA, auxiliando na prevencéo da inflamacéo que
leva a Ulceras géstricas (ATHAYDES et al., 2018).

1.5.1 Toxicidade aguda
O uso de produtos de origem vegetal, atualmente, € uma importante opcdo para o
tratamento de diversas doencas, desde patologias mais leves a crénicas, sendo uma alternativa

fortemente impulsionada pelo aumento dos custos dos medicamentos e efeitos colaterais
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associados ao uso prolongado dos mesmos, além da forte crenca da populacdo de que produtos
naturais ndo apresentam efeitos toxicos, porém, a maioria dos produtos naturais ndo foram
cientificamente avaliados, tendo por isso, muitos dos seus efeitos adversos desconhecidos , 0
gque compromete 0 seu uso na medicina popular (NG’UNI; KLAASEN; FIELDING, 2018;
WOLFF, et al., 2018).

Muitas pesquisas sdo frequentemente realizadas com intuito de obter moléculas com
finalidades terapéuticas. Nessa busca de novos farmacos ou produtos lideres usados no
desenvolvimento de novos agentes terapéuticos, os produtos naturais se mostram extremamente
importantes, entretanto, tém-se que considerar a potencialidade de fitoterapicos serem toxicos,
por isso, se torna necessario estudos adicionais de avaliacdo da seguranca e toxicidade das
plantas medicinais antes do seu uso (MOREIRA et al., 2018; NG’UNI; KLAASEN;
FIELDING, 2018)

Apesar do extenso uso de plantas medicinais, poucos foram testados quanto a eficacia e
seguranga. O teste de toxicidade é uma ferramenta indispenséavel que possibilita a percep¢édo de
possiveis efeitos colaterais prejudiciais atribuidos a esses produtos (NG’UNI; KLAASEN,;
FIELDING, 2018).

De acordo com as diretrizes padrdo, antes do estudo farmacoldgico e do
desenvolvimento do produto fitofarmacéutico de qualquer planta medicinal, a toxicidade aguda
e subaguda é obrigatoria sendo também um processo necessario de determinacdao da dose no
nivel pré-clinico em drogas descobertas e em desenvolvimento (UPADHYAYA; SHUKLAB;
MISHRAC, 2019)

1.6 Familia Rubiaceae e Tocoyena hispidula Standl.

A familia Rubiaceae € considerada a quarta maior familia das angiopermas em numero
de espécies, aproximadamente 13.200, distribuidas em 620 géneros. No Brasil ela representa a
quinta maior familia das angiospermas com aproximadamente 119 géneros e 1.380 espécies
(SOUSA; BAUTISTA,; JARDIM, 2013) sendo caracterizada pela presenca de substancias
medicinais tais como: alcal6ides quinolinicos (quinina e cinchonina), isoquinolinicos (emetina)
e inddlicos (iombina) (COELHO; AGRA; BARBOSA, 2006; SOMAVILLA et al., 2016) e
antraquinonas (ANJUSHA; GANGAPRASAD, 2016) e portanto, associada, tradicionalmente
a varios usos medicinais (RIBEIRO et al., 2017). Em estudo bibliografico que utilizou dados
sobre as plantas brasileiras, obtidos de seis edi¢cdes do livro Formulério e Guia Médico
(Formulério e GuiaMédico), publicado em 1864, 1874, 1888, 1892, 1897 e 1920, mostraram a
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familia Rubiaceae entre as 3 primeiras familias mais representadas para uso polular, entre esses,
0 uso como planta medicinal (RICARDO et al., 2017).

A subfamilia Ixoroideae, possui cerca de 30 espécies e tem como principal marcador
quimiotaxondmico a presenca de iridoides, em algumas espécies foi identificada ainda a
presenca de saponinas triterpénicas e flavondide. Essa subfamilia é conhecida ainda por
metabolizar além dos iridoides, flavonoides e triterpenos, os derivados fendlicos e alcaloides
do tipo emetinicos, quinolinicos e poliindoleninicos (HAMERSKI, et al, 2005). Varios
metabdlitos importantes foram encontrados nas especies pertencentes ao género Tocoyena: T.
bullata Schumann - glicosideos cianogénicos; T .elliptica Aubl.-alcaldides do tipo emetina; T.
formosa Schumann - galiosideo (éster metilico de monotropeina), galicosido aglicona,
apodantosida, entre outros (POSER; SEIBT, 1997). O género ainda é conhecido popularmente
pelo uso medicinal para: tosse, torsdo, cistite, reumatismo, problemas renais, problemas
cardiacos, fratura 6ssea e inchaco (ALBUQUERQUE et al., 2007; RIBEIRO et al., 2014).

A espécie Tocoyena hispidula Standl. (Figura 6), conhecida popularmente como flor-
do-cerrado, angeliquinha ou angelca € um subarbusto usado popularmente como terapia
medicinal para dor de barriga (cha preparado por infusdo) e inflamacao no uUtero (garrafada)
(FARIAS; CASTRO, 2004), porém, estudos farmacoldgicos com essa espécie ainda séo raros,
sendo encontrado na literatura, até entdo, confirmacdo de atividade antileishmania com o
extrato etanolico do caule da Tocoyena hispidula Standl., das fra¢6es: Cloroférmica (CHCLs3),
Acetato de etila (AcOEt) e Metandlica (MeOH) e dos compostos Chelidonato de metila e
Morindolideo isolados do extrato etandlico do caule (SOUSA et al., 2018).

Figura 6. Espécie Tocoyena hispidula Standl.

Fonte: adaptado de Sousa et al., (2018)
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Conforme descrito por Sousa e colaboradores (2018), grupo de trabalho que realizou a
obtengdo do extrato etantlico do caule de T. hispidula Standl. (Th-EtIOHcc) utilizado no
presente estudo, o fracionamento cromatografico do sobrenadante do extrato etanolico forneceu
as fragdes hexanica (50 mg; 0,15%), CHCIz (2,8 g; 7,70%), AcOEt (3,6 g; 9,90%) e MeOH

(26,6 g; 72,90%) e algumas substancias foram isoladas e identificadas das mesmas.

A fracdo CHCI3, depois de submetida a procedimentos cromatograficos classicos,
resultou no isolamento e identificagdo de compostos puros: lupenona, acido acetiloleandlico ,
lapachol, chelidonato de metila, morindolideo, e quatro misturas de isoprenoides (M1-M4):
M1(constituida por triterpenoides e esteroides esterificados com acidos graxos, entre 0s quais:
palmitato, margarato, linoleato, oleato e estearato de multiflorenila, lupeila, sitosterila e
estigmasterila); M2 (composta pelos triterpernoides pentaciclicos: lupeol, taraxerol, germanicol
, B-amirina e o diterpenoide: E-fitol). M3 (formada pelos esteroides: 33-OH sitosterol,
estigmasterol, campesterol, campestanol, A%2-stigmastenol, e sitostanol). M4 (7-cetositosterol
e 7-cetoestigmasterol) (SOUSA et al., 2018).

A partir da fracdo MeOH foram isolados e identificados o iridoide 6a-
hidroxigeniposideo e a saponina triterpénica 3-O-o-L-ramnopiranosil-(1—2)-p-D-
glicopiranosil-oleanato de 28-O-f-D-glicopiranosil-(1—6)-B-D-glicopiranosila também foi
feito o isolamento e identificagdo parcial de uma saponina, de esqueleto oleanano com duas
unidades de acUcar (glicose e ramnose), faltando definir a posi¢do da ramnose se estaria em C-
19, C-21 ou C-22 (SOUSA, 2018).

A busca por medicamentos gastroprotetores oriundos de plantas medicinais representa
uma vasta alternativa ainda a ser explorada. Por conseguinte, observa-se a necessidade
crescente de pesquisas que identifiquem as propriedades farmacolégicas das plantas, a fim de
encontrar novas alternativas terapéuticas que apresentem eficacia, auséncia de efeitos adversos
graves. Logo, destacando-se as inimeras atividades apresentadas pelas espécies da familia
Rubiaceae e género Tocoyena, bem como a importancia etnobotéanica e a escassez de pesquisa
com a especie Tocoyena hispidula Standl, um estudo para avaliar a toxicidade e a possivel

atividade gastroprotetora e cicatrizante dessa espécie mostra-se oportuno e justificado.
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a toxicidade e o possivel efeito gastroprotetor e cicatrizante do extrato

etanolico do caule da Tocoyena hispidula Standl. (Th-EtOHcc) em modelos de lesbes gastricas

em roedores.

2.2 Objetivos especificos

v

Investigar toxicidade aguda e subcrdnica do Th-EtOHcc, bem como determinar a DL50 do

mesmao;

Investigar o efeito do Th-EtOHcc na protecdo da mucosa gastrica em modelo agudo de

lesBes gastricas induzidas por etanol em camundongos e isquemia e reperfusdo em ratas;

Verificar a acdo anti-inflamatéria do Th-EtOHcc no estdbmago através da dosagem de

citocinas (TNF-a e IL1-) em modelo de les&o induzida por isquemia e reperfuséo;
Determinar a influéncia do Th-EtOHcc na secre¢do de muco no estdmago;

Investigar o efeito do Th-EtOHcc e de sua fracdo metandlica (Th-MeOHcc) na cicatrizacéo

em modelo de Glcera gastrica crénica em ratas.

Avaliar o efeito do Th-EtOHcc e Th-MeOHcc sobre a regeneracgéo tecidual em modelo de
lesdo gastrica induzida por acido acético, através das analises histoldgicas.

Investigar mecanismo envolvido no efeito cicatrizante apresentado por Th-EtOHcc e Th-
MeOHcc atraves da deposicao de fibras de colageno em modelo de lesdo géastrica induzida

por acido acético.
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3 MATERIAL E METODOS

3.1 Material vegetal

O caule de Tocoyena hispidula Standl foi coletado na cidade Jatoba do Piaui, na fazenda
Lourdes (504°51°32,4” w042°03°42,9” altitude 154m), em 31 de maio de 2015. A espécie foi
identificada pela Botanica Dra. Ruth Raquel Soares de Farias do Laboratorio de Quimica
Organica do Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui. Uma exsicata

encontra-se depositada no Herbario Graziela Barroso da UFPI, com o codigo: TEPB 30.572.

3.2 Obtencao do extrato etanolico (Th-EtOHcc) e Fracdo metandlica (Th-MeOHcc) do
caule de Tocoyena hispidula Standl

Th-EtOh e Th-MeOH utilizados na pesquisa foram fornecidos pelo grupo de pesquisa
coordenado pela Prof? Dra. Mariana Helena Chaves do Laboratério de Quimica Organica do

Departamento de Quimica da Universidade Federal do Piaui.

O caule foi seco a temperatura ambiente e triturado em moinho de facas. O material
obtido (1,4 kg) foi submetido a maceragdo exaustiva com etanol (95%) a temperatura ambiente.
A cada extracdo, os extratos foram concentrados em evaporador rotativo, e ao final reunidos e
liofilizados, obtendo-se o Th-EtOHcc (48 g; 3,5%). Uma aliquota de 41 g do extrato foi
solubilizada em MeOH, e a parte soltvel (36,5 g) foi submetida a cromatografia em coluna
filtrante de gel de silica, utilizando MeOH como eluente, fornecendo a fragdo Th-MeOHcc
(26,6 g; 72,9%).
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Figura 7. Fluxograma da obtencédo do extrato etanélico (Th-EtOHcc) e fracdo metandlica (Th-
MeOHcc) do caule de Tocoyena hispidula Standl

Caule moido (1.4 kg)

1. Maceracio exaustiva com EtOH 5%
2. Botagvaporacio
3. Liofilizacio

Extrato EtOH do caule (48 g; 3 3%)

Testes biologicos Estudo quimico

(72) (41 g)
| Adicio de MeOH

Precipitado Parte Sohivel
(4,5 g; 9.4%) (36,5 g)

1. CC filtrante de gel desilica

<. Eluentes: Hexano, CHCls, AcOEt, MeOH
3 Eetaevaporacio

4 Liofilizagio

F. hexénica F. CHCL F. AcOEt F. MeOH
(50 mg: 0,15%) | (2.8g:7.7%) (3.62:9.9%)  (26.6 g 72.90%).

Fonte: adaptado de Sousa, (2017).
3.3 Animais

Foram ultilizados para os experimentos, camundongos (Mus musculus) da linhagem
Swiss machos e fémeas com aproximadamente 2 meses de idade e com peso variando entre 30
a 35 g, ou ratos (Ratus norvegicus, linhagem Wistar), fémeas, pesando de 180 a 250 g,
provenientes do Biotério Setorial da Universidade Federal do Piaui.. Os animais receberam
agua e dieta ad libitum e foram mantidos sob condic¢Bes controladas de iluminacéo (ciclo 12 h
claro/escuro) e temperatura (22 + 2 °C). Os experimentos foram realizados apds 18 horas de
jejum de sdlidos dos animais que foram climatizados por 2 horas no local teste antes de cada
experimento. O projeto foi submetido ao Comité de Etica em Experimentagdo com Animais da
Universidade Federal do Piaui, sob parecer CEUA: 413/17.
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O uso de animais seguiu 0s principios e normas para utilizacao de animais em projetos
de pesquisa e todos os procedimentos experimentais do projeto foram submetidos ao Comité
de Etica no Uso de Animais da UFPI (CEUA/UFPI). Os procedimentos referentes & eutanasia
dos animais foram realizados em consonancia com Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do
Decreto n° 6.899, de julho de 2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de
Controle de Experimentacédo Animal (CONCEA).

3.4 Toxicidade oral do extrato etanolico (Th-EtOHcc) do caule de Tocoyena hispidula
Standl

3.4.1 Toxicidade oral aguda, dose Unica, em camundongos Swiss

O estudo de toxicidade foi conduzido de acordo com a diretriz aceita internacionalmente

Organizacao para Cooperacao e Desenvolvimento Econémico 420 (OECD 420) (OECD, 2001).

Para este teste, foram utilizados 5 machos e 5 fémeas de camundongos Swiss, em cada
grupo, que apoés 4 horas de jejum, receberam dose oral Unica (2000 mg/kg) por gavagem do Th-
EtOHcc. O grupo controle recebeu apenas veiculo (10 mL/kg de solucédo salina a 0,9%) para
estabelecer um comparativo (OECD, 2008). Os animais ficaram sob observacdo durante as
primeiras 4 h apds o tratamento, 3 vezes ao dia nos 3 primeiros dias consecutivos ao tratamento
e uma vez nos demais dias até um total de 14 dias. O consumo de alimentos e agua, e 0 peso
dos animais, foram mensurados diariamente (OECD, 2008). Apds o periodo de observacéo, 0s
animais foram anestesiados com associa¢do de cetamina e xilazina (50 mg/kg e 5 mg/kg i.m.,
respectivamente), o sangue foi retirado pelo plexo retro-orbital e posteriormente foi realizada a
avaliacdo de pardmetros bioquimicos: Glicose, Creatinina, Uréia, Lactato Desidrogenase
(LDH), Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), Proteinas
Totais (P. Totais), Colesterol, Triglicerideos, lipoproteinas de baixa densidade (LDL),
lipoproteinas de alta densidade (HDL), Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina Total (BT),
Fosfatase Alcalina (ALP), Acido Urico, Gama Glutamil Transferase (Gama-GT) e Albumina;
o figado, rins, baco, coragdo, pulmdo, intestino e estbmago foram removidos, pesados e
observados macroscopicamente; e, os 6rgaos, figado, rins, coracao, estbmago e intestino foram

analisados microscopicamente em lamina histologica, corados com hematoxilina e eosina.
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3.4.2 Andlise histoldgica do coracdo, figado, rins, intestino e estdmago dos animais

submetidos ao protocolo de toxicidade aguda

Apos as avaliacBGes realizadas no protocolo anterior os orgdos foram fixados em
formalina tamponada (10%, pH entre 6,8 e 7,4) e emblocados em parafina. Os blocos de
parafina foram cortados, os cortes com espessura de 5 um foram fixados em laminas
histoldgicas e em seguida corados com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo
microscopica. As laminas foram examinadas com auxilio de um microscopio éptico com
camera acoplada para obtencdo das fotomicrografias com aumento de 10X e 40X. Todas as
analises foram realizadas por patologista experiente sem conhecimento prévio dos grupos, para

evitar interferéncia nos resultados.

3.4.3 Avaliacédo do efeito do Th-EtOHcc e Th-MeOHcc, apds tratamento de 7 dias, sobre
peso dos 0rgaos, parametros bioquimicos e peso dos animais no protocolo de lesdo géastrica

induzida por &cido acetico 80%

Foi avaliada possiveis alteragdes fisiologicas indicativas de toxicidadade pela exposi¢éo
diéria de ratas Wistar a dose de 1, 10 e 50 mg/kg durante 7 dias de tratamento dos animais
submetidos ao protocolo de Ulcera gastrica induzida por acido acético (subitem 3.7.1.) A cada
2 dias, foi mensurado o peso dos animais, no 8° dia, os animais foram anestesiados com
associacdo de cetamina e xilazina (50 mg/kg e 5,0 mg/kg i.m., respectivamente), o sangue foi
retirado pelo plexo retro-orbital e posteriormente foi realizada a avaliacdo de pardmetros

bioguimicos, bem como a remogao, pesagem e observagdo macroscépica de 6rgaos vitais.

3.5 Avaliacdo da atividade antiulcerogénica de Th-EtOHcc

3.5.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos Swiss

Os animais foram divididos em 5 grupos e pré-tratados por via oral com veiculo (10
mL/kg, salina 0,9%), Th-EtOHcc (1, 10 e 50 mg/kg) ou carbenoxolona (100 mg/kg) 60 minutos
antes da administracdo oral do agente ulcerogénico: etanol absoluto (ROBERT et al., 1979) em
um volume de 0,2 mL por animal. Ap6s 30 minutos da administracdo de etanol absoluto, os
animais foram eutanasiados com lidocaina (10 mg/kg, i.p.) e sobredose de tiopental sédico (150
mg/Kkg, i.p.) para remogéo de seus estdmagos, que foram abertos pela grande curvatura, lavados
em solucdo salina 0,9% e comprimidos entre dois vidros de reldgio para uma melhor

visualizagdo. O contorno das lesdes no corpo do estdmago foi tracado em pelicula transparente
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através de um marcador de ponta de feltro, conforme descrito por Iwata et al. (1997). O
percentual da face glandular géstrica lesionada foi determinado com o auxilio de um programa
de planimetria computadorizada (ImagelJ®) e a area ulcerada foi expressa em termos de
percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI,
1973). Em seguida, foi também calculado o percentual de protecdo (PP) apartir da formula:
PP=AUv — AUt / AUv x 100, onde AUV ¢ a area ulcerada do veiculo e AUt é a &rea ulcerada
do grupo tratado.

3.5.2 Lesdes gastricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratos Wistar.

Os animais foram divididos em 5 grupos e tratados por via oral com o veiculo (10
mL/kg, salina 0,9%), Th-EtOHcc (1, 10 e 50 mg/kg) ou N-acetilcisteina (NAC 200 mg/kg) e
ap6s 30 min os animais foram anestesiados com associagdo de cetamina e xilazina (50 mg/kg e
5,0 mg/kg, i.m., respectivamente). Sob efeito da anestesia, a cavidade abdominal dos animais
foi aberta por laparotomia e os mesmos foram submetidos a 30 minutos de isquemia induzida
pela oclusdo da artéria celiaca por um “clamp” microvascular e seguido por uma reperfusao de
1 h de acordo com o método adaptado de Ueda e colaboradores (1989). A seguir, 0s animais
foram eutanasiados, seus estbmagos removidos, abertos ao longo da curvatura maior € a area
de lesbes gastricas medida por planimetria seguido do célcuo do percentual de protecdo como

descrito anteriormente (Iltem 3.5.1 para camundongos)

3.6 Investigacao dos possiveis mecanismos de a¢do gastroprotetores de Th-EtOHcc.

3.6.1 Mensuracéo dos niveis teciduais de TNF-a e IL-1p por ELISA.

O ensaio imunoenzimatico foi realizado a temperatura ambiente 25 + 5 °C usando 100
UL de cada componente da reacdo. O TNFa e a IL-1p foram avaliados por meio de kit padrdo
(R&D Systems, Inc) conforme diretrizes do produto. Os anticorpos e demais substratos foram
diluidos em BSA (Albumina Sérica Bovina Isolada 1 % em PBS pH 7,4). As amostras foram
homogenizadas, também, em BSA. As placas foram lavadas trés vezes com solucdo de lavagem
PBS pH 7,4 + 0,05 % de Tween 20 entre as etapas.

Para realizacdo do ELISA, revestiu-se cada poco da placa com a concentracdo 6tima
do anticorpo de captura pela incubacdo em overnight (temperatura ambiente 25 + 5 °C). Ap0s
bloqueio com BSA por 1 h, seguido de lavagem, as amostras e padroes foram distribuidos em
duplicata e incubados por 2 h. Apos lavagem, adicionou-se o anticorpo biotinilado de deteccédo

e incubou-se por 2 h. Decorrido o tempo de incubacéo e sucedido de lavagem, a estreptoavidina
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foi incubada durante 20 minutos (sucedido de lavagem) e entdo a reacdo foi revelada pela
incubacdo por 20 min a temperatura ambiente (e ao abrigo da luz), do substrato cromogénico
TMB (tetrametilbenzidina + peroxido de hidrogénio), seguida de adicdo de inibidor da reacédo
(H2SO4 1M 50uL). A leitura foi realizada no comprimento de onda de 450 nm em
espectrofotdbmetro de microplacas e os dados foram calculados a partir da curva dos padrdes
em concentragéo seriada, sendo os resultados expressos em pg/mL.

3.6.2 Determinacdo do contetido de muco na parede gastrica

Os animais foram divididos em 3 grupos e anestesiados com associacao de cetamina e
xilazina (50 mg/kg e 5,0 mg/kg i.m., respectivamente), sob efeito da anestesia, a cavidade
abdominal dos animais foi aberta por laparotomia e todos foram submetidos a ligadura do
piloro conforme o método descrito por Shay e colaboradores. (1945). Fez-se a administracdo
intraduodenal do veiculo (10 mL/kg, salina 0,9%), Th-EtOHcc (10 mg/kg) ou carbenoxolona
(100 mg/kg). Apos 4 h, os animais foram eutanasiados e 0s estdbmagos retirados e abertos pela
grande curvatura. O muco da parede gastrica foi determinado pelo método descrito por Corne
et al. (1974). Segmentos glandulares dos estdbmagos foram pesados e transferidos para 7 mL de
solucdo de Alcian blue 0,1% (acetato de sédio/HCI 0,05 M, pH 5,8 em solugdo aquosa de
sacarose 0,16 M) e incubados por 2 h em temperatura ambiente. O corante livre foi retirado
através de duas lavagens sucessivas de 15 e 45 min em solucdo aquosa de sacarose 0,25 M. O
corante aderido ao muco da parede gastrica foi extraido por imersdo em 5 mL de cloreto de
magnésio 0,5 M por 2 h com 1 min de agitacdo a cada 30 min. Em seguida, uma amostra de 3,5
mL do extrato azul foi agitada vigorosamente com volume igual de éter etilico e a emulsdo
resultante foi centrifugada a 3.500 rpm/10 min. A fase aquosa foi separada e a absorbancia de
cada amostra foi lida a 598 nm em um espectrofotémetro visivel. A quantidade de mucina foi

expressa em pg do Alcian blue extraido por peso (g) de tecido glandular do estdmago.
3.7 Avaliacdo da atividade antiulcerogénica e cicatrizante de Th-EtOHcc e Th-MeOHcc
3.7.1 Ulcera gastrica induzida por acido acético em ratas Wistar

Previamente anestesiados com associacdo de cetamina e xilazina (50 mg/kg e 5,0
mg/kg i.m., respectivamente), os animais foram submetidos a processo cirdrgico para inducao
de ulcera gastrica usando o acido acético (80%) como agente indutor. A area lesada foi
delimitada utilizando um tubo de vidro de 8 mm de didmetro e 2 cm de altura, em contato com
a serosa do estdbmago. Foi adicionado o &cido acético (70 uL), e este permaneceu em contato

com a serosa do estdmago por 1 minuto. Em seguida, o &cido acético foi removido com a ajuda
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de uma pipeta automatica e o local foi lavado com solucdo salina 0,9%. O estémago foi
acomodado na cavidade abdominal e esta Gltima suturada (OKABE; PFEIFFER ,1972).

Os animais foram divididos em 6 grupos. O tratamento foi realizado por via oral com
o veiculo (10 mL/kg, salina 0,9%), Th-EtOHcc (1, 10 e 50 mg/kg), Th-MeOHcc (50 mg/kg) ou
Cimetidina (200 mg/kg), a partir do primeiro dia ap6s inducdo da Ulcera e seguiu até o 7° dia.
Os animais foram eutanasiados no 8° dia com lidocaina (10 mg/kg, i.p.) e sobredose de
tiopental sddico (150 mg/kg, i.p.) para remocgdo de seus estdbmagos, que foram abertos pela
grande curvatura, lavados com agua destilada e realizada a mensuracdo do volume ulcerado
com auxilio de um paquimetro. A mensuracéo do volume lesado (mm?) foi realizada através da
medida do comprimento x altura x profundidade da ulcera (POTRICH et al., 2009).
Posteriormente foi avaliado o indice de cicatrizacio (IC) através da formula: IC = (VUv — VUL)/
VUv x 100, onde VUV representa o volume da Ulcera em animais do grupo veiculo e VUt

representa o volume da Glcera em animais tratados.
3.7.2 Andlise histoldgica das lesdes gastricas induzidas por &cido acético

Para avaliacdo histoldgica, adicionou-se um grupo Sham, com animais que n&do
receberam tratamento e nem sofreram leséo gastrica. Apos as avalia¢Ges realizadas no protocolo
anterior a area glandular dos estébmagos foi retirada, fixada em formalina tamponada (10%, pH
entre 6,8 e 7,4) e mantidas durante 24 horas. Apds a fixacdo, as amostras foram transferidas
para uma solucéo de alcool 70%. O material foi em seguida emblocado em parafina. Os blocos
de parafina foram cortados, os cortes com espessura de 5 um foram fixados em laminas
histolégicas, em seguida corados com hematoxilina e eosina (H&E) para avaliagdo
microscopica. As laminas foram examinadas com auxilio de um microscopio Optico com
camera acoplada para obtencéo das fotomicrografias com aumento de 4X, 10X e 40X. O dano
microscépico gastrico foi pontuado de forma semi-quatitativa, usando uma escala de 0-3 (0,
negativo; 1, fraco; 2, moderado; 3, forte) de acordo com os critérios descritos por Laine e
Weinstein (1988) com modificacdes feitas por Mahmoud e EI-Ghffar (2019). Resumidamente,
cada secdo histologica foi examinada para erosao epitelial (escore: 0-3), edema na submucosa
(escore: 0-3), dano hemorragico (escore: 0-3) e presenca de células inflamatérias (escore: 0-3),
resultando em um escore total maximo de 12. Todas as analises foram realizadas por patologista

experiente sem conhecimento prévio dos grupos, para evitar interferéncia nos resultados.



46

3.8 Investigacdo dos possiveis mecanismos de agdo cicatrizante do Th-EtOHcc e Th-
MeOHcc.

3.8.1 Mensuracao da deposi¢ao de coldgeno na mucosa géastrica das lesbes induzidas por
acido acético

A lesdo gastrica emblocada em parafina proveniente do protocolo descrito no item
anterior (3.8.1), foi cortada em micrétomo com espessura de 5 um. Os cortes foram fixados em
laminas histologicas, desparafinizados com xilol, hidratados com alcoois, coradas com solucao
de picrosirius (Direct Red 80 e &cido picrico 1,3%) por 60 minutos e finalmente foram
desidratados e as l[dminas foram montadas com Balsamo do Canada. A andlise das laminas foi
realizada com auxilio de microscépio dptico para obtencdo das imagens com aumento de 10X
(JUNQUEIRA; BIGNOLAS; BRENTANI, 1979). A porcentagem das fibras de colageno
marcadas foi quantificada usando o sistema de deconvolucdo do ImageJ software (1.43). Para
isso, foram analisadas trés laminas de cada grupo e de cada lamina foram fotografados 3 campos
diferentes para analise. Os resultados foram expressos como porcentagem (%) de fibras de

colédgeno em relacdo a &rea total da fotografia.
3.9 Andlise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro padrdo da média (E.P.M.). Para as anélises
comparativas, as diferencas entre os grupos foram calculadas através do teste paramétrico t
Studente com poés-teste Two-tailed quando havia apenas 2 grupos distintos, ou One way
ANOVA e pobs-teste de Tukey, quando havia mais de 2 grupos distintos. Para teste nao
paramétrico as diferencas entre os grupos foram calculadas utilizando o teste de Kruskal Wallis
com pés teste de Dun. Utilizou-se o software GraphPad Prism (versdo 7.0) sendo consideradas

significativas quando p<0,05.
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Resultados
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4 RESULTADOS

4.1 Toxicidade oral do extrato etandlico (Th-EtOHcc) do caule de Tocoyena hispidula
Standl

4.1.1 Toxicidade oral aguda, dose Unica, em camundongos Swiss

N&o houve morte ou sinal de toxicidade durante o periodo de observacgéo de catorze dias
dos animais tratados com dose Unica de 2000 mg/kg de Th-EtOHcc (Tabela 1). O peso
corporal, e o consumo de &gua e racdo ndo apresentaram diferenca significativa quando
comparado ao grupo controle em ambos os sexos (Tabela 2).

Os oOrgdos, macroscopicamente, ndo apresentaram alteracbes morfoldgicas que
pudessem ser atribuidas ao tratamento com Th-EtOHcc.Também ndo apresentaram diferenca
significativa de peso, com relacdo ao controle (Tabela 3). Microscopicamente, ndo foram
observadas alteracfes nos grupos tratados, exceto, por esteatose hepatica microgoticular no
grupo das fémeas (Figura 8 e 9).

Com relacdo aos parametros bioquimicos, as alteracdes observadas nos grupos tratados
foram: no grupo dos machos, aumento de ALT (p<0,05) e diminuicdo de Colesterol Total
(p<0,05) e HDL (p<0,01), enquanto que no grupo das fémeas, aumento dos niveis de Colesterol
Total (p<0,01) e HDL (p<0,01) e diminuicdo dos niveis de LDH (p<0,05) e AST (p<0,05). Os
demais parametros bioquimicos analisados, ndo apresentaram diferenca significativa

comparados ao controle (Tabela 4).
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Tabela 1. Parametros clinico-comportamentais da analise da toxicidade aguda observados em

camundongos sob tratamento com dose de 2000 mg/kg de Th-EtOHcc na primeiras quatros

horas apds o tratamento.

ATIVIDADE FARMACOLOGICA

TEMPO (min.)

30

60

120

180

240

ESTIMULANTE
Hiperatividade
Agressividade
Tremores
Convulséo
Piloerecéo

O O O o o

O O O o o

o O O O o

O O O o o

O O O o o

DEPRESSORA

Ptose palpebral

Sedacéo

Anestesia

Ataxia

Reflexo de endireitamento
Catatonia

Analgesia

Perda do reflexo palpebral
Perda do reflexo auricular

O O OO OO o oo

O OO O OO o oo

O O O O O O o oo

O O OO OO o oo

O O O O OO o oo

SISTEMA NERVOSO AUTONOMICO
Diarréia

Constipacao

Lacrimejamento

Salivacdo

Cianose

o O O o o

O O O o o

O O O O o

o O O o o

O O O o o

OUTROS COMPORTAMENTOS
Ambulagéo

Autolimpeza

Levantar

Escalar

Vocalizagéo

Contorgdes abdominais

O O O O oo

O O O O o o

MORTE

OO0 O O O O O

0

0

OO0 O O O O O

Ol O O O o o

(0) Auséncia da caracteristica; (+) Caracteristica aumentada; (-) Caracterisitca diminuida.
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Tabela 2. Ganho de peso corporal e consumo de alimentos e 4gua de camundongos Swiss sob
tratamento agudo com dose de 2000 mg/kg de Th-EtOHcc.

Parametros Fémeas Machos
Controle Th-EtOHcc Controle Th-EtOHcc
Peso Inicial (g) 35+1,23 34,4+ 0,98 37,4+0,81 35+114
Peso Final () 35,6 + 1,03 35+1,38 40,2 £ 0,86 39,4+1,29
Ganho de peso 1+0,32 1,4+0,75 28+0,2 4,4 +0,87
(%)
Ingestao de 28,77 £ 1,55 25,54 £2,19 31,15+ 0,72 31,38+ 0,94
alimentos (g/dia)
Ingestdo de 4gua 34,92 + 3,49 30,38 +5,4 48,69 + 3,82 55,69 + 4,58

(mL/dia)

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. (t Studant com pés-teste Two-tailed), *p<0,05, comparados ao

grupo controle.

Tabela 3. Peso relativo dos 6rgaos (g/100 g de peso corporal) de camundongos Swiss sob

tratamento agudo com dose de 2000 mg/kg de Th-EtOHcc.

Orgaos Fémeas Machos
Controle Th-EtOHcc Controle Th-EtOHcc
Estdmago 0,85 £ 0,05 0,76 £ 0,03 0,72 £0,04 0,75+ 0,02
Intestino 6,05+ 0,23 5,03+0,12 5,10 £ 0,20 5,19 £ 0,26
Figado 3,66 £ 0,20 3,84£0,15 4,62 +£0,10 4,25 +0,16
Baco 0,31+£0,01 0,33+ 0,04 0,42 £ 0,01 0,44 £ 0,03
Rins 1,25+ 0,06 1,12+ 0,04 1,49 + 0,08 1,39+ 0,04
Coragao 0,46 £ 0,02 0,43 £0,03 0,58 £ 0,02 0,43+0,01
Pulmao 0,59 £ 0,03 0,67 £0,07 0,75 £ 0,07 0,70 £ 0,05

Os dados estdo expressos como média £ E.P.M. (t Studant com pds-teste Two-tailed), *p<0,05, comparados ao

grupo controle.



51

Tabela 4. Parametros bioquimicos do tratamento agudo de camundongos Swiss com dose de
2000 mg/kg de Th-EtOHcc.

Parametros Fémeas Machos

Controle Th-EtOHcc Controle Th-EtOHcc
Glicose (mg/dL) 1456+ 2153 149+ 11,83 173,4+£16,23  130,4 + 20,28
Creatinina (mg/dL) 0,34 £ 0,05 0,31+0,01 0,32 £0,02 0,29 £ 0,01
Uréia (mg/dL) 47,6 + 3,83 56,8 + 1,63 61,2+2,78 65,4 £ 2,21
LDH (U/L) 3843+943,3 1421+1049* 7183+1754 6514 + 310,9
AST (U/L) 120,2+ 12,46 86,6+5,78* 181,6 £ 7,75 255,8 + 55,64
ALT (U/L) 45,4 + 3,42 44 + 3,70 39 + 4,46 656+75%*
P. Totais (g/dL) 5,92 +0,22 576+0,1 5,69+0,13 573+0,2
CT (mg/dL) 80,6 + 2,21 109,6 + 6,21* 110,8 + 6,42 93,8+334*
Triglic. (mg/dL) 48,2 + 3,6 62 £ 6,95 52,2+5,43 43,4 £2,99
LDL (mg/dL) 17,76 + 3,77 17,2+ 4,78 21,75 +5,29 16,32 + 4,18
HDL (mg/dL) 532+4,13  745+427* 81,5+ 2,87 68,8+ 15 *
BD (mg/dL) 0,006 £ 0,002 0,013+0,01 0,07 £ 0,03 0,04 +0,01
BT (mg/dL) 0,074 £ 0,02 0,09 £ 0,04 0,04 £0,01 0,07 £0,01
ALP (U/L) 190 £ 7,36 218,2+20,52  162,6 + 31,28 143 £ 18,35
Ac. Urico (mg/dL) 0,98 +0,11 1,53+ 0,4 23+0,6 1,848 + 0,455
Gama-GT (U/L) 1,4+ 0,51 1,25+ 0,25 0,4 +0,68 1,4 + 0,510
Albumina (g/dL) 2,07 £ 0,04 2,05+ 0,03 1,81 + 0,07 1,87 £ 0,044

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. (t Student com pds-teste Two-tailed), *p<0,05, comparados ao

grupo controle. Lactato Desidrogenase (LDH), Aspartato Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase

(ALT), Proteinas Totais (P. Totais), Colesterol Total (CT), Triglicerideos (Triglic.), lipoproteinas de baixa
densidade (LDL), lipoproteinas de alta densidade (HDL), Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina Total (BT),
Fosfatase Alcalina (ALP), Acido Urico (Ac. drico), Gama Glutamil Transferase (Gama-GT).
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Figura 8. Estudo histopatoldgico do tratamento agudo de camundongos Swiss com dose de
2000 mg/kg de Th-EtOHcc.

Controle Th-EtOHce

Coracao

Intestino Figado

Estémago

Rim

Orgéos do grupo controle (tratado uma Unica vez com veiculo) e do grupo tratado com dose Unica de Th-EtOHcc
2000 mg/kg, apos 14 dias de observacao, aumento de 10X e 40X.
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Figura 9. Presenca de esteatose microgoticular observado no estudo histopatol6gico do
tratamento agudo de camundongos Swiss com dose Unica de 2000 mg/kg de Th-EtOHcc.

Figado de fémeas do grupo Th-EtOHcc 2000 mg/kg, apos 14 dias de observagao, aumento de 40X.

4.1.2 Efeito do Th-EtOHcc e Th-MeOHcc, ap6s tratamento de 7 dias, sobre peso dos
6rgaos, parametros bioquimicos e peso dos animais no protocolo de lesdo géstrica

induzida por &cido acético 80%

N&o houve morte ou sinais de toxicidade durante os sete dias de tratamento diario dos
animais com Th-EtOHcc nas doses de 1, 10 e 50 mg/kg ou Th-MeOHcc na dose de 50 mg/kg.
Nem alteracdo no ganho de peso corporal quando comparado ao grupo controle (Tabela 5).

Os o0Orgdos, macroscopicamente, assim como no tratamento agudo, também n&o
apresentaram alteragcdes morfoldgicas que pudessem ser atribuidas ao tratamentoou diferenca

de peso, com relagédo ao controle (Tabela 6).

Com relacdo aos parametros bioquimicos, ndo houve alteracdes relacionadas com o
tratamento nas doses apresentadas, exceto por uma diminuicdo significativa dos niveis de ALP
do grupo tratado com Th-MeOHcc 50 mg/kg (Tabela 7).
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Tabela 5. Ganho de peso corporal de ratas Wistar sob tratamento de 7 dias com doses de 1,
10 e 50 mg/kg de Th-EtOHcc e dose de 50 mg/kg de Th-MeOHcc.

Parametros Veiculo Th-EtOHcc Th-EtOHcc Th-EtOHcc Th-MeOHcc
1 10 50 50
Peso Inicial 211,6+5,11 1924+6,70 1972+7,06 2193+546 192,8+7,93
Peso Final ~ 225+5,82 199+6,18 2128+6,63 228,6+5,03 210,7+6,65
Ganhode  7,18+1,39 4+1,45 811,48 6,14+2,63 829+154
Peso (%)

Os dados estdo expressos como média £ E.P.M. (ANOVA one way, seguido do teste de Tukey), *p<0,05,

comparados ao grupo controle.

Tabela 6. Peso relativo dos 6rgaos (g/100g de peso corporal) de Ratas Wistar sob tratamento
de 7 dias com doses de 1, 10 e 50 mg/kg de Th-EtOHcc e dose de 50 mg/kg de Th-MeOHcc.

Orgéos Veiculo Th-EtOHcc 1l  Th-EtOHcc Th-EtOHcc Th-MeOHcc
10 50 50
Figado 3,35+0,09 3,36 £ 0,18 3,23+£0,12 3,21 +0,17 3,04 £0,20
Baco 0,43 +0,03 0,43 +£0,03 0,51 +0,03 0,41 +0,03 0,41 +0,03
Rins 0,79+ 0,02 0,85+ 0,02 0,85+ 0,02 0,81+0,03 0,78+ 0,03
Coracdo 0,41+ 0,02 0,44 +0,03 0,39 +0,02 0,41 +0,03 0,45+ 0,04
Pulméo 0,82 £ 0,06 0,68 £0,03 0,63 £ 0,03 0,65+ 0,02 0,68 £ 0,03

Os dados estdo expressos como média + E.P.M. (ANOVA one way, seguido do teste de Tukey), *p<0,05,

comparados ao grupo controle.



Tabela 7. Parametros bioquimicos do tratamento de Ratas Wistar com doses de 1, 10 e 50 mg/kg de Th-EtOHcc e de 50 mg/kg de Th-MeOHcc.

Paréametros Salina Th-EtOHcc 1 Th-EtOHcc 10 Th-EtOHcc 50 Th-MeOHcc 50
Glicose (mg/dL) 150,8 + 19,08 146,4 + 18,89 139,8 + 6,45 84,5+12,22 126,8 £ 21,94
Creatinina (mg/dL) 0,44 £0,02 0,39 + 0,02 0,29 + 0,01 0,36 £ 0,01 0,34 £ 0,08
Uréia (mg/dL) 34,4 £4.21 30,4 + 3,76 32,4 +1,63 28,6 £0,93 29,4+ 1,36
LDH (U/L) 2616 + 357,3 2426 + 4425 1525 + 227,4 2484 +578,6 1576 + 269,4
AST (U/L) 188 + 6,51 184,2 + 17,05 165,8 + 12,86 207,2 £ 28,99 135,6 + 18,84
ALT (U/L) 54,6 + 3,43 51,4+ 2,50 56,4+ 5,35 44,33 +5,9 41,4 +3,87
P. Totais (g/dL) 7,76 £ 0,09 7,32+0,10 8,31+ 0,45 8,03 £ 0,04 590+1,12
CT (mg/dL) 82,40 + 7,30 97,80 + 6,45 90,60 * 8,20 75,5 £10,92 57,2+ 12,73
Triglicerideos (mg/dL) 41,25 + 13,68 51,6 +10,8 43,6 + 3,70 23,8+3,34 27,8 4,27
LDL (mg/dL) 47,2 + 4,33 58,28 + 5,03 55,9 + 8,81 64,33 £ 7,37 33,95+ 8,84
HDL (mg/dL) 23,4 £1,89 29,2 + 3,64 26,75 + 4,07 19,75+ 3,71 24,2 £5,30
BD (mg/dL) 0,03+£0,01 0,03 £ 0,02 0,03+£0,01 0,04 £0,01 0,02 £ 0,02
BT (mg/dL) 0,13 +0,06 0,06 £ 0,04 0,11 +0,03 0,05 +0,01 0,03+0,01
ALP (U/L) 270,2 * 46,45 184,4 + 25,25 180,6 + 27,87 169,7 + 26,66 1016 £21,10*
Albumina (g/dL) 2,46 £ 0,16 2,50 £ 0,09 2,57 £ 0,15 2,33+£0,06 2,06 £ 0,39

Os dados estao expressos como média + E.P.M. (ANOVA one way, seguido do teste de Tukey), *p<0,05, comparados ao grupo controle.Lactato Desidrogenase (LDH), Aspartato

Aminotransferase (AST) e Alanina Aminotransferase (ALT), Proteinas Totais (P. Totais), Colesterol Total (CT), lipoproteinas de baixa densidade (LDL), lipoproteinas de alta

densidade (HDL), Bilirrubina Direta (BD), Bilirrubina Total (BT), Fosfatase Alcalina (ALP), Acido Urico, Gama Glutamil Transferase (Gama-GT).

SS
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4.2 Atividade antiulcerogénica de Th-EtOHcc

4.2.1 LesOes gastricas induzidas por etanol absoluto em camundongos Swiss

A administracdo por via oral do etanol (95%, 0,2 mL/animal), agente ulcerdgenico, foi
capaz de produzir grande &rea ulcerada no estbmago dos animais pré tratados com veiculo
(salina 0,9%), provocando danos graves a mucosa gastrica, que se apresentaram, em sua
maioria, como lesdes hemorragicas paralelas ao longo do eixo do corpo do estdbmago. A area
de lesdo expressa em percentagem em relacdo a area total do corpo do estdmago do grupo
controle foi de 14,02 £2,465. O Th-EtOHcc apresentou efeito protetor da mucosa em todas as
doses testadas nesse modelo: 1 mg/kg (3,87+1.12), 10 mg/kg (1,96+0.67) e 50 mg/kg (2,22+0,8)
com percentual da protecdo de 72%, 86% e 84%, respectivamente, quando comparados ao
grupo tratado com veiculo. O grupo pré-tratado com carbenoxolona (100 mg/kg) apresentou
area de lesdo reduzida para 1,59 + 0,75 com gastroprotecdo de 89% (Figura 10).

Figura 10. (A) Efeito do Th-EtOHcc (1, 10 e 50 mg/kg, v.0), veiculo ou carbenoxolona (100
mg/kg) no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos. (B) imagem

representava dos estbmagos de animais de cada grupo.

A
20 7
E& veiculo
a T EZd Th-EtOHcc 1 mg/kg
N
b E3 Th-EtOHcc 10 mg/kg
wT
2 Lo- I Th-EtOHcc 50 mg/ kg
- Carbenoxolona 100 mg/kg
X *
1SS 5-
< Il'l'l'l# * - *
- -
o ] —— ‘)
I I L) I
Os dados estao expressos como média £ E.P.M., *p<0.05, comparados ao grupo veiculo (ANOVA one way, e
pos-teste de Tukey).
B

‘ . v

i 3
Veiculo ‘ Th-EtOHcce 1 mg/kg || Th-EtOHcc 10 mg/kg ’ Th-EtOHcc 50 mg/kg H Carbenoxolona
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4.2.2 LesOes géstricas induzidas por isquemia e reperfusdo em ratas Wistar.

Nesse modelo, a area de lesdo gastrica provocada através da isquemia induzida por
oclusdo da artéria celiaca, seguida de reperfusdo, no grupo veiculo foi de 9,44 + 1,37. O Th-
EtOHcc apresentou efeito protetor da mucosa gastrica nas doses de 10 mg/kg (0,37 £ 0,07) e
50 mg/kg (3,59 = 0,79) com gastroprotecdo de 96% e 61%, respectivamente, quando
comparados ao grupo tratado com veiculo. A dose de 1 mg/kg (7,11 £ 1,62), ndo apresentou
efeito gastroprotetor. O grupo pré-tratado com N-acetilcisteina (200 mg/kg), padrédo
antioxidante, apresentou area de lesdo reduzida para 0,39 + 0,18 com gastroprotecdo de 96%
(Figura 11).

Figura 11. (A) Efeito do Th-EtOHcc nas doses de 1, 10 e 50 mg/kg e da N-acetilcisteina
(NAC) na dose de 200 mg/kg no modelo de lesBes gastricas induzidas por isquemia e

reperfusdo em Ratas. (B) imagem representava dos estdbmagos de animais de cada grupo.

A
151
E&A veiculo
- 3 Th-EtOHcc 1 mg/kg
X
[=)
< 104 E=l Th-EtOHcc 10 mg/kg
AT —
3 I Th-EtOHcc 50 mg/kg
= e NAC 200 mg/kg
© 5= " *
8 u
\< b o
oy : * *
0 : | ’ n

Os dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0.05, comparados ao grupo veiculo (ANOVA one way, e pds-
teste de Tukey).

Veiculo Th-EtOHcc 1 mg/kg || Th-EtOHce 10 mg/kg || Th-EtOHcce 50 mg/kg N-acetilcisteina
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4.3 Determinacao dos possiveis mecanismos de acao gastroprotetores do Th-EtOHcc.

4.3.1. Efeito do Th-EtOHcc sobre os niveis teciduais de TNF-a e IL-1p durante a injuria
gastrica ocasionada por I/R.

No grupo que recebeu apenas o veiculo, e ndo sofreu a indugdo da ulcera (Sham), os
niveis de TNF-a e IL-18 foram de 833,3 + 4555 e 705,7 + 56,53, respectivamente. A
mensuracao dos niveis dessas citocinas no grupo que recebeu o veiculo e sofreu o procedimento
de isquemia e reperfusdo, foi de 1011 + 32,63 e 744,5 £ 42,22, respectivamente, mostrando que
a inducdo da lesdo provocou aumento significativo dos niveis de TNF- a quando comparado ao
grupo veiculo. O grupo tratado com Th-EtOHcc antes do procedimento de isquemia e
reperfusdo, claramente mostrou reducédo significativa de ambas as citocinas com valores de
698,7 £ 44,78 para TNF- a € 572,7 £+ 34,9 para IL-1p. Esses resultados demontraram que a Th-
EtOHcc reduz os niveis de citocinas do tipo TNF-o e IL-1p em danos gastricos provocados por
isquemia e reperfusdo (Figura 12).

Figura 12. Efeito do Th-EtOHcc nos niveis de citocinas TNF-a. e IL-1 em ratas com lesdes

gastricas induzidas por isquemia e reperfuséo.

1000
1500 7
. 8001 =] [
O - *
£ 10001 * I % 600
=) * o
= >
s S 4001
w5001 y
P4 p—
- 200 4
0= T 0 T
Isquemia e Reperfusdo Isquemia e Reperfuséo
E&E Sham E3 Veiculo Th-EtOHce 10 mg/kg

Os dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0.05, comparados ao grupo veiculo (ANOVA one way, e pos-
teste de Tukey).
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4.3.2. Efeito do Th-EtOHcc sobre a producéo de Muco Géstrico

A figura 13 mostra o efeito do Th-EtOHcc na dose de 10 mg/kg (v.0) sobre o teor de
muco da parede gastrica apds quatro horas de ligadura do piloro em ratas. A administracao
intraduodenal do Th-EtOHcc na dose de 10 mg/kg provocou um aumento significativo de
167% (126,52 + 12,96 pg/g) na quantidade de muco gastrico quando comparado ao veiculo
(47,4 £ 0,91 pg/g). A carbenoxolona aumentou a porcentagem de muco gastrico em 89%

(89,76 + 9,11 pg/e) (Figura 13).

Figura 14. Efeito do Th-EtOHcc (10 mg/kg) e da carbenoxolona (100 mg/kg) sobre a secrecao

de muco gastrico em ratas submetidas ao modelo de ligadura do piloro.

EE veiculo
200 - E=l Th-EtOHcc 10 mg/kg
# :
— Carbenoxolona 100 mg/Kg

150

1009

50 A

Contetdo gastrico de muco (mg/g)

Os dados estdo expressos como média = E.P.M., *p<0,05; comparados ao grupo veiculo, # p<0,05 comparado ao
grupo carbenoxolona. (ANOVA de uma via, seguida do teste de Tukey).

4.4 Atividade antiulcerogénica e cicatrizante de Th-EtOHcc e Th-MeOHcc
4.4.1. Ulceras gastricas induzidas por &cido acético em ratas Wistar

O tratamento oral por sete dias consecutivos, no presente modelo, mostrou que Th-
EtOHcc e Th-MeOHcc sdo capazes de acelerar a cicatrizacdo da Ulcera gastrica crénica em
ratas. Comparado ao grupo veiculo (210,3 + 16,05 mm?3), Th-EtOHcc conseguiu diminuir
significativamente o volume de lesdo ulcerado em todas as doses testadas: 1 mg/kg (39,89 +
9,42), 10 mg/kg (88,6 £ 23,76) e 50 mg/kg (60,64 + 8,60), com reducédo da lesdo em 81%, 58%
e 71%, respectivamente, em comparagdo ao grupo veiculo. Th-MeOHcc na dose de 50mg/kg
(31.78 £ 11.63) reduziu o volume da lesdo em 85%, demonstrando efeito cicatrizante.

Cimetidina, antagonista de receptores H2 usado no tratamento de Glcera crdnica em humanos,
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por sua vez reduziu de maneira significativa o volume de lesdo em 67% (63,22 + 4,43) (Figura
14).

Figura 14. (A) Efeito do Th-EtOHcc nas doses de 1, 10 e 50 mg/kg, do Th-MeOHcc na dose
de 50 mg/kg e da cimetidina na dose de 200 mg/kg no modelo de Ulcera géastrica induzida por

acido acético. (B) imagem representava dos estdbmagos de animais de cada grupo.

A

EZA veiculo
300 - EEd Th-EtOHcc 1 mg/kg
°c T E3l Th-EtOHcc 10 mg/kg
1S
- o I Th-EtOHcc 50 mg/kg
o 200 - :
’g N EEl Th-MeOHcc 50 mg/kg
@ Cimetidina 200 mg/kg
o 100 - - -
= * * "
S T
> e
0- T P T

Os dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0,05, comparados ao grupo veiculo (ANOVA one way, e pos-
teste de Tukey).

Th-EtOHcc 50 mg/kg Th-MeOHcc 50 mg/kg Cimetidina 200 mg/kg
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4.4.2. Analise histologica das lesdes gastricas induzidas por acido acético

Os resultados da anélise microscpica mostraram que 0s estdmagos das ratas do grupo
Sham, que nédo receberam tratamento e nem sofreram o processo de formacdo de Ulcera por
acido acético, apresentaram arquitetura normal com mucosa, submucosa, muscular e serosa
intactas (Figura 15A). Os animais que receberam apenas veiculo, e sofreram lesdo gastrica
induzida por &cido acético apresentaram intenso dano epitelial com perda de células
superficiais, elevada vacuolizacdo e hemorragia com exsudatos inflamatérios abundantes e
forte edema de submucosa, com reparo minimo na Ulcera (Figura 15B). O efeito gastroprotetor
do Th-EtOHcc e Th-MeOHcc foi confirmado por analise histologica (Tabela 8). Os animais
que receberam o tratamento com Th-EtOHcc na dose de 1 mg/kg, embora tenha apresentado
melhora nos paramétros observados (Figura 15C), estatisticamente, essas observacfes nao
tiveram diferenca quando comparadas ao grupo veiculo (Tabela 8), entretanto, os animais que
receberam o tratamento com Th-EtOHcc nas doses de 10 e 50 mg/kg, Th-MeOHcc na dose de
50 mg/kg ou cimetidina 200 mg/kg, apresentaram reducdo no tamanho da area ulcerada, com a
base da lesdo quase que completamente coberta por tecido epitelial de restauracdo, poucas
células inflamatorias e evidente reconstrucdo de glandulas secretoras. Estatisticamente, a soma
dos parametros observados mostrou que o tratamento foi capaz de diminuir os indicadores
lesivos de forma geral, com diferenca significativamente comprovada quando comparada ao

grupo veiculo (Tabela 8 e Figura 15D, E e F).
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Tabela 8. Parametros hematoldgicos do tratamento de Ratas Wistar com doses de 1, 10 e 50
mg/kg de Th-EtOHcc, 50 mg/kg de Th-MeOHcc e 200 mg/kg de cimetidina por 7 dias apds

lesdo induzida por &cido acético 80%

Erosdo Edema Hemorragia Celulas TOTAL

epitelial submucosa inflamatorias
Sham 0 0 0 (0-1) 0(0-1)
Veiculo 3(2-3)" 3(2-3) 2,5(1-3)* 3(2-3) 10 (8 - 12)*
Th-EtOHcc 1 3(0-3) 2(1-2) 1(1-3) 15(1-3) 7(4-11)
Th-EtOHcc 10 3(0-3) 1(0-2)* 1(0-1) 2(0-3) 3(2-3)*
Th-EtOHcc 50 2(0-3) 2(1-3) 0(0-2)* 1(0-2)* 3(2-3)*
Th-MeOHcc 50 1(0-1) 2(0-3) 1(0-1) 0,5(0-1)* 3(2-3)*
Cimetidina 200 2(0-3) 1(0-21)* 1(0-1) 1(0-2)* 3(2-3)*

Os dados estdo expressos como medianas, com 0s escores minimos e maximos indicados entre parénteses, *p<0,05

comparados ao grupo veiculo, # p<0,05, comparado ao grupo Sham, (Kruskal - Wallis, e pés-teste de Dunn).



Figura 15. Fotomicrografias representativas dos cortes histoldgicos do tecido gastrico de ratas com e sem alteracGes induzidas por acido acético

—T—

m 50
/kg (E), Th-MeOHcc 50 mg/kg (F), ou Cimetidina 100

Ratas do grupo Sham (A), Veiculo (B), Th-EtOHcc 1 mg/; (C), Th-EtOHcc 10 mg/kg (D), Th-EtOcc 50 mg
mg/kg (G); apds 7 dias de tratamento, aumento de 4X e 10X
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4.5. Determinacdo dos possiveis mecanismos de acdo cicatrizante do Th-EtOHcc e Th-
MeOHcc.

4.5.1. Efeito de Th-EtOHcc e Th-MeOHcc sobre a deposi¢do de coldgeno

As ratas do grupo veiculo, com lesdo gastrica induzida por acido acético, apresentaram
apenas 5,05 + 1,3% de fibras de colageno, na lesdo gastrica, semelhante ao grupo tratado com
Th-EtOHcc na dose de 1mg/kg (4,97 = 0,6%). Enquanto que os animais tradados com Th-
EtOHcc nas doses de 10 e 50 mg/kg, Th-MeOHcc na dose de 50 mg/kg e cimetidina na dose
de 200 mg/kg durante sete dias, apresentam consideravel aumento das fibras de colageno (16,22
+1,6;13,06£0,9; 10,76 £ 0,4 e 12,62 + 0,8% respectivamente), nas lesdes gastricas induzidas

por acido acético, quando comparados com o grupo veiculo (5,05 + 1,3%) (Figura 16 e 17).

Figura 16. Efeito do Th-EtOHcc, Th-MeOHcc e cimetidina sobre a deposicédo de fibras de

colageno na lesdo gastrica induzida por acido acético 80% em ratas
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Resultados expressos como média + E.P.M., *p<0,05, comparados com o veiculo (n=3 laminas/grupo). (ANOVA

“one way”, seguida do pds-teste de Tukey).
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Figura 17. Fotomicrografias representativas da deposicdo de fibras de coladgeno na leséo
gastrica induzida por acido acético em ratas Wistar.

Grupo veiculo (A) Grupo Th-EtOHcc 1 mg/kg, v.o (B); Grupo Th-EtOHcc 10 mg/kg, v.0.(C); Grupo Th-EtOHcc
50 mg/kg, v.0.(D); Grupo Th-MeOHcc 50 mg/kg, v.o. (E) Grupo Cimetidina 200 mg/kg, v.o.(F) apds 7 dias de
tratamento. Aumento de 10X.
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5. DISCUSSAO

Ao longo da historia, as plantas medicinais tém sido utilizadas pela humanidade para
tratar varias doencas, pois sdo capazes de aliviar o estado de muitas enfermidades e possuem
fitoconstiutuintes ativos de natureza quimica diversa (ABDALLA et al., 2018). O seu uso
popular vem aumentando consideravelmente nos Gltimos anos, e isso se deve em grande parte,
ao fato de acreditar-se que sdo naturais, benéficas, seguras, disponiveis, acessiveis e livres de
efeitos adversos. Entretanto, essa crenca se baseia apenas ao uso de longo prazo das plantas,
sem nenhum embasamento cientifico. Atualmente, pesquisas tém comprovado que nem todas
as plantas medicinais sdo seguras, podendo produzir efeito tdxico que pode estar relacionado
ao principio ativo, superdosagem, uso cronico, interacdes, alergias, contaminacdes (ABAS et
al., 2018). Assim, além de se investigar o potencial curativo ou protetor do tratamento com

plantas medicinais, € importante avaliar seu possivel potencial téxico.

Apesar da espécie Tocoyena hispidula Standl. possuir importancia etnofarmacolégica,
ainda ndo existem estudos in vivo sobre a seguranga da mesma, assim, procurou-se avaliar o

perfil toxicoldgico do extrato Th-EtOHcc no tratamento agudo com a dose de 2000 mg/kg.

Os dados obtidos, mostraram, que ndo houve mortes ou alteragfes clinicas que
implicassem toxicidade de Th-EtOHcc nas doses testadas. AlteracGes de peso corporal dos
animais € bem conhecido como um dos primeiros sinais de toxicidade, sendo por isso,
considerado um parametro importante a ser observado (ABDALLA et al., 2018). No presente
estudo, ndo houve alteragdes de peso corporal dos animais tratados, comparados ao grupo
controle, de acordo com isso, também ndo houve registro de variagdo no consumo de racédo e

agua entre os animais dos grupos tratados e controle.

Além da diminuicdo de peso corporal, a reducdo do peso dos 6rgdos, também é
frequentemente considerado como efeito toxico no animal, o que resulta em reducgéo da ingestao
de agua e alimentos (ABAS et al., 2018). Nao houve alteragdo morfoldgica ou no tamanho dos

6rgdos dos animais tratados, mostrando que até entdo, Th-EtOHcc é seguro para uso.

Toxicidade e alteracbes em parametros bioquimicos, sdo utéis para prever possiveis
eventos adversos de drogas teste antes de ensaios clinicos em seres humanos (ABDALLA et
al., 2018). Assim, foi verificado também, possivel alteracdo funcional, através de testes
bioquimicos, e alteracdo morfoldgica, e analise de 1aminas histologicas, dos principais 6rgaos

que pudessem ser afetados pelo tratamento.
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O figado é um dos provaveis oOrgdos afetados pela toxicidade quimica, sendo
responsavel pelo metabolismo de drogas e outros xenobidticos (ABAS et al., 2018; VARIYA
et al., 2019). E o 6rgdo que protege o organismo de insultos quimicos toxicos, e por isso é
importante avaliar os efeitos hepaticos de compostos naturais, o que pode ser feito por analise
bioguimica de marcadores de funcdo hepatica, tais como: Alanina Aminotransferase (ALT),
Aspartato Aminotransferase (AST), Fosfatase Alcalina (ALP), albumina, Lactato
Desidrogenase (LDH) e Gama Glutamil Transferase (Gama-GT) (LUI, 2017; MOREIRA et al.,
2018).

As transaminases ALT e AST sdo os marcadores mais comumente analisados para
avaliar funcdo hepatica, ALT é o biomarcador mais especifico, mas geralmente esta associado
a elevacao de AST para indicar dano hepatico, embora niveis elevados de AST possa também
indicar infarto cardiaco ou lesdo muscular (ABAS et al., 2018). O tratamento agudo com Th-
EtOHcc 2000 mg/kg mostrou um aumento significativo de ALT nos animais tratados do sexo
masculino, no entanto, para que se considere hepatotoxicidade, € necessario que as
transaminases hepaticas, particularmente a ALT, esteja elevada mais de trés vezes o nivel basal
(ABDALLA etal., 2018), essa elevacdo ndo chegou ao nivel de trés vezes maior que o controle,
podendo-se entdo inferir que ndo houve toxicidade, além disso, o histol6gico do 6rgdo nédo
apresentou anormalidades nesse grupo. O mesmo tratamento, nas fémeas, embora ndo tenha
elevado os parametros bioquimicos especificos, e contraditoriamente tenha diminuido os
valores de AST, na anélise histoldgica, foi encontrado esteatose hepatica microgoticular em
todos os animais desse grupo, indicando que as fémeas sdo mais susceptiveis a problemas

hepaticos, nesse caso especifico.

Além desses biomarcadores, a albumina, uma proteina sintetizada no figado, também
pode ser determinada como marcador para funcdo hepatica, ja que sua producdo € uma das
funcdes vitais do figado (ABDALLA et al., 2018; MOREIRA et al., 2018). Todos 0s grupos
tratados apresentaram niveis normais de albumina, em concordancia com os niveis observados

no grupo controle.

Fosfate Alcalina (ALP), é uma isoenzima presente no figado, 0ssos, rins, epitélio
intestinal, placenta e células germinativas, sendo sua forma hepatica ligada aos canaliculos
biliares, quando elevada em niveis séricos, indica leve obstrucédo biliar intra ou extra-hepatica
e € uma caracteristica marcante nas doencas hepaticas colestaticas, geralmente com aumento
de bilirrubina direta (ABAS et al., 2018; LUI, 2017), esta, juntamente com a bilirrubina indireta,
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além de indicar distarbios hepaticos, também sdo importantes marcadores de eritropoiese
(WOLFF et al., 2018). Aumento dos niveis séricos de ALP, de forma isolada, porém, é mais
indicativa de doenca 0ssea, sendo por isso, importante avaliar os niveis séricos de Gama-GT,
que esté localizada na membrana canalicular dos hepatécitos, e em nivel sérico elevado, embora
ndo seja especifico, indica lesdo biliar, se tornando mais sensivel quando associada a niveis
elevados de ALP (LUI, 2017; CRUZ, 2018). Neste estudo, os niveis de ALP, gama GT ou

bilirrubina sérica ndo foram alterarados pelo tratamento agudo com o extrato.

LDH oxida o lactato em piruvato na glicélise, esta presente no soro, miocardio, glébulos
vermelhos, cortex renal, pulmdes, musculos esqueléticos e figado, portanto, sua elevacao
isolada ndo é inespecifica quanto a origem, porém, quando associada a elevacdo de ALP
hepatica, pode indicar lesdes de ocupacdo do espago como carcinoma hepatocelular ou
metastases hepéaticas com bloqueio dos canaliculos biliares (LUI, 2017). O tratamento com o
extrato ndo elevou os niveis de LDH ou ALP nos machos, indicando estabilidade na funcéo
hepatobiliar. As fémeas, apresentaram uma diminui¢do significativa dos niveis de LDH,
entretanto, essa diminui¢do ndo gera preocupacdo por nao se apresentar como um indicativo de
toxicicidade. Humanos com deficiéncia hereditaria das isoformas LDH A (expressa no figado)
ou B estdo livres de sintomas, exceto rigidez muscular e mioglobindria, e sua inibigdo néo
promove toxicidade (FERRIERO et al., 2018).

O rim é outro érgdo principal afetado pela toxicidade quimica, sendo um local de grande
relevancia para a excrecdo de farmacos (VARIYA et al., 2019). Comumente, a nefrotoxicidade
esta associada ao uso de plantas medicinais, pois varios compostos presentes em plantas causam
toxicidade renal, que pode ser detectada através da analise de pardmetros biogquimicos
fornecedores de informagOes importantes sobre a fungdo renal, tais como: creatinina, um
subproduto do metabolismo muscular excretado exclusivamente pela filtracdo glomerular;
Ureia, um subproduto do metabolismo proteico que também € excretado apenas nos rins; e
albumina, uma proteina responsavel por regular o volume plasmatico e transportar substancia
no sangue. Elevacéo dos niveis séricos desses marcadores, indica redugédo ou disfuncéo renal,
que pode ser atribuido a efeito toxico (ABAS et al., 2018; MOREIRA et al., 2018). Nenhum
dos biomarcadores de funcédo renal dos animais tratados, sofreu alteracdo quando comparado
ao grupo controle, resultado esse que condiz com a histologia do 6rgdo, que se apresentou

preservada e sem anormalidades, indicando que o extrato, ndo é nefrotdxico.
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Foi avaliado ainda o perfil lipidico dos animais, através da dosagem de Colesterol Total
(CT), Lipoproteina de Alta Densidade (HDL), Lipoproteina de Baixa Densidade (LDL) e
Triglicérideos (TG), tais dosagens, sdo utilizadas para avaliar o risco cardiaco e determinar a

probabilidade de doenca cardiaca.

O colesterol, tem importancia vital nas células e tecidos humanos, € um precursor de
acidos biliares, vitamina D e hormonios esteroides e é um dos elementos necessarios de uma
estrutura celular. Desempenha importante papel no cérebro e sistema nervoso e imunoldgico.
Entretanto, embora o colesterol tenha importancia plausivel no mecanismo humano, sua
elevacdo pode levar a varios distarbios como doencas cardiacas, doenca arterial coronariana,
arteriosclerose, hipertensdo, trombose cerebral etc. enquanto niveis reduzidos levam a doencas
como hipertireoidismo, anemia, ma absorcdo etc. (BATRA; TOMAR; GUPTA, 2014)
(DERINA et al., 2014). No presente trabalho, verificou-se que os animais do sexo masculino
apresentaram diminuicdo significativa dos niveis de colesterol total, enquanto que as fémeas
tiveram esse valor aumentado significativamente, indicando que, enquanto que nos machos 0s
problemas com o tratamento estejam mais associados a diminuicdo de colesterol, nas fémeas,
0 problema esta inversamente proporcional. Esse dado, condiz com a analise histologica
observada no figado desses animais, onde pode-se verificar esteatose microgoticular em totas

as fémeas, fendmeno esse que ndo aconteceu no grupo masculino do mesmo tratamento.

As principais fontes de colesterol para o organismo sdo a ingestdo alimentar e a
producdo hepética enddgena. Quando ingerido, o colesterol sofre metabolizacdo e produz
lipoproteina de densidade muito baixa (VLDL), que ao ser metabolizada produz LDL,
lipoproteina responsavel por transportar pelo sangue, aproximadamente 60-70% do colesterol
do organismo. Entretanto, também é um dos principais componentes no desenvolvimento de
uma placa aterosclerotica, sendo por tanto, parametro importante a ser verificado, na intensao
de se prevenir a progressdo de Doenca Arterial Coronariana (DAC) (ZACHARIAH et al.,
2019). Os grupos tratados ndo apresentaram alteracGes nos niveis de LDL, diminuindo assim,
a probabilidade de formacdo de uma placa aterosclerdética. O triglicerideo, que é o composto
lipidico mais abundante na dieta diaria (ZACHARIAH et al., 2019), também foi avaliado, ndo

houve alteragdo em nenhum dos grupos tratados.

A lipoproteina de alta densidade (HDL), é responsavel por transportar o colesterol dos
tecidos para o figado, onde séo degradados e eliminados do corpo, assim, 0 mesmo possui uma

relacdo inversa com o risco coronariano, portanto, é desejavel que seus niveis estejam elevados
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(ZACHARIAH et al., 2019). O tratamento no grupo dos machos, diminui os valores de HDL
de forma significativa, indicando um risco maior na incidéncia de aterosclerose nesse grupo,
apesar de ndo ter havido aumento de LDL. As fémeas, entretanto, contrariamente ao grupo dos
machos, apresentaram valores significadamente maiores de HDL, mostrando que 0 sexo
feminino, além de ndo sofrer interferéncia nesses valores, ainda foi capaz de aumentar esses

niveis, fornecendo assim, um grau maior de protecdo ao desenvolvimento de aterosclerose.

Assim, pode-se inferir que Th-EtOHcc é seguro. A DLsp de Th-EtOHcc para
administracdo oral em camundongos, foi estimada como >2000 mg/kg, e 0 mesmo foi incluido
na categoria 5, segundo a OECD 423 (2001). Assim, verificando a baixa toxicidade do extrato
e se baseando em trabalhos anteriores (RIBEIRO et al., 2018; CESARIO et al., 2018) realizados
com extrato de plantas do género Tocoyena, optou-se por usar as doses de 1, 10 e 50 mg/kg

para investigar o potencial gastroprotetor e cicatrizante do Th-EtOHcc.

Em um dos protocolos, o tratamento foi feito por 7 dias consecutivos nos animais, entéo,
fez-se oportuno também, verificar a toxicidade subcrénica de Th-EtOHcc nas doses testadas e
de sua fracdo metanolica Th-MeOHcc na dose de 50 mg/kg. N&o houve variagdes significativas
nos grupos de animais tratados, em nenhum dos parametros observados, quando comparados
ao grupo controle, exceto por diminuigdo dos valores de ALP no grupo tratado com a fracéo,

porém, ndo hé relatos de que a diminuigdo de niveis de ALP seja indicativo de toxicidade.

As JUlceras pepticas, conhecidas como ulceras gastricas ou ulceras intestinais,
representam as doengas mais comuns do sistema digestivo, que afeta cerca de 10% da
populacdo mundial, sendo uma causa significativa de morbidade e mortalidade entre os
individuos afetados (CERQUEIRA et al., 2012). Estudo epidemiologico aponta que
aproximadamente 500.000 novos casos de Ulceras gastrointestinais, sdo diagnosticados por ano
nos Estados Unidos (ADEFISAYO et al., 2017; CHENG et al., 2019). No Brasil, segundo o
Ministério da Saude, foram relatadas no ano de 2018, 11532 internacdes relacionadas a

presenca de Ulceras gastricas e duodenais com taxa de mortalidade de 9,86% (BRASIL, 2019).

Vérias classes de farmacos estdo incluidos no tratamento convencional de Ulcera
gastrica, entre eles: os inibidores da bomba de prétons, bloqueadores dos receptores
histaminicos , bloqueadores dos receptores M1, drogas que destrdem a barreira mucosa
e analogos das prostaglandinas (CERQUEIRA et al., 2012; CHEN et al., 2016 ). No entanto, o
uso desses medicamentos estd associado a efeitos colaterais graves, eficacia limitada e a

recorréncia de Ulcera gastrica apds o tratamento, tornando questionavel a sua eficacia e
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evidenciando a importancia de se procurar e desenvolver novas drogas antiulcerosas com menos
efeitos colaterais (ZHANG et al., 2018; CERQUEIRA et al., 2012; ADEFISAYO et al., 2017)
bem como, pesquisar novos fitoquimicos que sejam capazes de prevenir a Ulcera gastrica
(CHENG et al., 2019).

Atualmente o uso medicinal de extratos vegetais e ingredientes ativos para a prevengao
e tratamento de Ulceras tem se tornado crescente em todo o mundo (AZIZ et al., 2019). E muitas
sdo as plantas medicinais utilizadas na medicina popular para tratar distarbios gastrointestinais
que tiveram sua eficacia comprovada (ADEFISAYO et al., 2017), tais como: Byrsonima
intermedia A. Juss (SANTOS et al., 2019), Muntingia calabura (BALAN et al., 2015) Clematis
flammula L. (YOUS et al., 2018) Persea major (Meisn.) L.E. Kopp (Lauraceae) (SOMENSI
etal., 2017).

A espécie Tocoyena hispidula Standl., popularmente conhecida como flor-do-cerrado,
angelca e jenipapinho, € um arbusto ou subarbusto encontrado no Brasil nas regides Norte
(Pard) e Nordeste (Maranhdo e Piaui), utilizado como planta medicinal no combate a dor de
barriga e inflamacéo do Gtero (PIOVESAN; VIERA, 2018). No extrato etandlico do caule dessa
planta, ja foram identificadas algumas classes de fitoconstituintes com importantes acoes
farmacologicas comprovadas na literatura, tais como: cumarinas, iridoides, triterpendides,
raftoquinona, esteroides, y-pirona, cumarinas e polidlcool (SOUSA et al., 2018). Considerando
o valor medicinal e a baixa disponibilidade de dados cientificos para comprovar o efeito
gastroprotetor, o presente estudo foi realizado para avaliar as propriedades antiulcerosas do

extrato etanolico da Tocoyena hispidula Standl contra a Ulcera gastrica.

A Ulcera géastrica é ocasionada por multiplos fatores, em especial fatores externos
prejudiciais, como tabagismo, consumo excessivo de alcool, estresse, dieta inadequada e
ingestdo prolongadas de alguns medicamentos (ZHANG et al., 2018) que induzem
desequilibrio entre 0s mecanismos protetores e agressores do sistema gastrico com consequente
formacéo de Ulcera (AZIZ et al., 2019). Assim, optou-se por investigar o efeito gastroprotetor
do extrato etandlico da Tocoyena hispidula Standl e de sua fragdo metandlica utilizando

diferentes agentes ulcerativos e consequentemente, distintos mecanismos de agéo envolvidos.

O primeiro modelo utilizado, o de ulcera induzida por etanol absoluto em camundongos,
é um método rapido e facil de avaliar atividade antiulcerosa de qualquer extrato vegetal ou
ingrediente ativo e ¢ o mais comumente usado (AZIZ et al., 2019). Estudos anteriores

monstraram que o etanol em alta concentracéo pode erodir a mucosa gastrica diretamente dentro
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de 30-60 minutos apds ingestdo entrando rapidamente na mucosa, causando distdrbios
vasculares, resultando em hemorragia e lesfes gastricas (LIANG et al., 2018; SIDAHMED et
al., 2018), além de produzir danos gastricos diretos pode atuar ainda de maneira indireta, ao
induzir o recrutamento de leucdcitos, que estimula respostas inflamatorias, com aumento dos

niveis de muitas citocinas pré-inflamatorias (AZ1Z et al., 2019).

Os fatores patogénicos da Ulcera gastrica induzida pelo etanol sdo complexos, sabe-se
que, geralmente, envolve trés dimens@es: estresse oxidativo, apoptose e resposta inflamatéria
(LIANG et al., 2018).

A principal a¢do destrutiva do etanol esta relacionada ao excesso de Espécies Reativas
de Oxigénio (EROs) que ele estimula ao atingir a mucosa gastrica, tais como, anions
superdxido, radical hidroxila e peréxido de hidrogénio (YOO et al., 2018) capazes de acelerar

0 processo apoptotico das células, agravando o dano gastrico da mucosa (LIANG et al., 2018).

A resposta inflamatoria, esta associada a um desequilibrio entre as citocinas pro e anti-
inflamatorias, culminando em elevacao dos niveis de citocinas pro-inflamatérias, estas, quando
elevadas, podem mediar a inflamacéo local, induzindo dano a mucosa gastrica, provocando
colapso no mecanismo de defesa antioxidante enddgeno e apoptose (LIANG et al., 2018). A
administracdo de etanol também esta associada a modulacdo da via do 6xido nitrico (NO).
Etanol induz reducdo dos niveis de NO com consequente diminuicdo da permeabilidade
vascular e supressdo do fluxo sanguineo para a mucosa gastrica, resultando em hipdxia, necrose
hemorragica e reducédo da secrecdo de muco gastrico o que provoca auemento no fluxo de Na*/

K* e secrecédo de pepsina e perca de H" no limen gastrico (AZIZ et al., 2019)

Assim, como uma dose em alta concentracdo de alcool em modelo animal, pode induzir
a Ulcera, em humanos, a ingestdo excessiva de alcool, também pode danificar a mucosa gastrica
por lesar diretamente as células endoteliais vasculares da mucosa , interromper a continuidade
das células, induzir a formagdo de EROs e citocinas inflamatorias, e causar isquemia local da
mucosa gastrica, sendo esse portanto, um modelo que mostra grande semelhanca a Ulcera
gastrica aguda em humanos e portanto, comumente usado para estudar a patogéneses e terapias
para a doenca ulcerativa humana (YOO et al., 2018; ZHANG et al., 2018; AZIZ et al., 2019)

O presente estudo mostrou que Th-EtOHcc promoveu um efeito gastroprotetor contra a
acao lesiva do etanol de forma significativa em todas as doses testadas, sugerindo que ele possui
alguma atividade citoprotetora adaptativa, envolvendo mecanismo local e inespecifico, sendo

este, o principal modelo capaz de rastrear drogas com essa fungdo (SOUSA et al., 2018).
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A citoprotecdo promovida por Th-EtOHcc foi semelhante a observada por
carbenoxolona, um potente citoprotetor que tem como principal mecanismo de acdo a
capacidade de elevar a quantidade de muco gastrico (BICKEL; KAUFFMAN Jr, 1981). O muco
gastrico € uma barreira semipermeadvel que reveste e protege a mucosa gastrica, sendo
considerada a primeira linha de defesa do estbmago contra fatores agressores (CONE, 2009),
que além de ser uma barreira a acdo lesiva do acido luminal, também possui atividade
antioxidante (REPETTO; LLESUY, 2002). Assim, o enfraquecimento dessa barreira, é
diretamente responsavel pela lesdo gastrica, e ja € bem conhecido, que o etanol absoluto destroi
a camada de muco gastrico para entdo alcancar a mucosa e iniciar o processo de leséo
(SIDAHMED et. al 2018).

Assim, fez-se interessante verificar se o Th-EtOHcc possui tal mecanismo de agédo. O
modelo escolhido para tal investigacdo foi o de ligadura do piloro, no qual, a administracéo
intraduodenal da carbenoxolona, usado como controle positivo, foi capaz de aumentar 0 muco
significativamente em comparacdo ao grupo veiculo em 89% semelhante ao observado em
outros trabalhos que utilizaram o mesmo protocolo, como o de Silva (2017) e de Oliveiraetal.,
(2012) em que o tratamento com carbenoxolona 100 mg/kg aumentou 0 muco em 98% e 70%,

respectivamente, em comparacao ao veiculo.

Observou-se que o tratamento com Th-EtOHcc na dose de 10 mg/kg foi capaz de
preservar o muco gastrico, bem como aumentar a quantidade de muco de maneira significativa
em 168% quando comparado ao grupo controle negativo, e também em comparacgdo ao grupo
tratado com a carbenoxolona na dose de 100 mg/kg, evidenciando que um dos mecanismos de
acdo envolvidos na gastroprotecdo € a producdo de muco na parede gastrica, acdo essa que se
mostrou até mais potente que a do controle positivo. Bickel e Kauffman Jr (1981), corroboram
nossos achados, uma vez que mostraram que a espessura da barreira de muco que recobre a
mucosa gastrica é dinamica, sendo sujeita a aumentar ou diminuir sob diferentes condigcdes
fisiologicas ou estimulos externos (medicamentos, substancias especificas, outros). Tal acao,
pode estar relacionada a presenca de grande quantididade de terpendides ja identificados no
extrato. A literatura aponta que muitos compostos dessa classe apresentam atividade
gastroprotetora comprovada, com diferentes autores relatando que o possivel mecanismo
relacionada a gastroprotecdo dessa classe pode incluir principalmente o reforgo de fatores
defensivos da mucosa géstrica, em vez da inibicdo dos fatores agressivos (SANCHEZ et al.,
2006).
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Porém, além do aumento na barreira de muco, outros mecanismos, relacionados a
composicgdo fitoquimica de Th-EtOHcc, podem estar envolvidos na gastroprotegdo, tais como
possivel acdo antioxidante e anti-inflmatoria, pois foram identificadas classes de
fitoconstituintes que possuem essa agdo, como iridoides e cumarinas (FREITAS et al., 2011;
PIOVESAN; VIERA, 2018)

O segundo modelo de Ulcera avaliado para evidenciar gastroprotecdo foi o de isquemia
e reperfusdo (I / R) em ratas. A I/R causa a interrupcao do suprimento sanguineo ao tecido do
estdbmago, seguida pela reintrodugdo do sangue na area afetada, o que promove efeitos
destrutivos sobre a mucosa gastrica sendo um modelo que mimetiza lesdo induzida por estresse
presente em varios contextos clinicos, tais como trauma e cirurgia de grande porte, e tem sido
relatada como sendo aliviada significativamente por compostos antioxidantes (SANTOS, et
al.,2019). E caracterizada por um nimero de alteracBes microvasculares e da mucosa, tais
como: inchaco das células endoteliais, entupimento capilar, redugdo prolongada do fluxo

sanguineo gastrico e disfuncdo da barreira de muco. (VILLEGAS et al., 2004).

Durante o processo de isquemia, o tecido sofre lesdo devido a privacao de oxigénio para
as células que podem sofrer apoptose, entretanto, quando se promove a reoxigenacao do tecido
com essas celulas ainda viaveis, as mesmas iniciam um processo de elevada producédo de EROs,

sendo esta a principal causa da leséo provocada pela reperfusdo (VILLEGAS, et al., 2004).

O mecanismo de acdo envolvido nesse tipo de lesdo esta principalmente ligado ao
sistema xantina-oxidase (XO), gerador de radicais livres, que é operativo dentro da célula
endotelial isolada mesmo na auséncia de neutréfilos. Na isquemia, o ATP é degradado em
hipoxantina e a xantina desidrogenase é convertida em XO, na reperfusdo, a XO catalisa a
conversdo da hipoxantina em acido Urico com a liberacdo de radicais superéxido e H202. Pela
reacdo Haber-Weiss catalisada por ferro, esses radicais de oxigénio podem ser convertidos em
radical hidroxilo altamente citotoxico, iniciando o processo de peroxidagéo lipidica e liberacdo
de mediadores inflamatorios que recrutam e ativam leucécitos polimorfonucleares (CABEZA
etal., 2001). A reperfusdo € a responsavel por agravar a lesdo da mucosa, resultando em espécie
reativas de oxigénio e nitrogénio, mediadores inflamatorios e quimiotaxia de células
inflamatorias (SOUSA, et al., 2018).

Nesse modelo, Th-EtOHcc foi capaz de promover protecdo gastrica significativa nas
doses de 10 e 50 mg/kg, levando a forte hipGtese de que sua protecdo, possivelmente esta

relacionada a acdo de compostos com efeito antioxidantes, que no modelo de I/R pode envolver
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tanto a acdo de enzimas, como pode atuar diretamente sequestrando radicais livres do meio
(FREITAS et al., 2011).

O estresse oxidativo € um fator essencial na patogénese da ulcera gastrica, portanto,
torna-se relevante investigar plantas ou compostos naturais que apresentem atividade
antioxidante na avaliacdo terapéutica de alteragdes gastricas (CESARIO, et al., 2018b). Muitas
pesquisas com planta medicinais que investigam gastroprotecdo mostram que a planta testada
tem atividade antioxidante, tais como: Gmelina arbdrea (LAURENCE et al., 2016) Tocoyena
formosa leaves (Cham. & Schlecht) K. Schum (CESARIO et al., 2018b) Mallotus
roxburghianus L. (Muell.) (SAGUN et al., 2017), entre outros.

Drogas que desempenham atividade antioxidante, geralmente também apresentam
atividade anti-inflamatoria, pela inibicdo da producdo de muitos mediadores inflamatorios tais
como o fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina um beta (IL-1p) (SHEHATA et
al., 2018).

O aumento na liberacdo de citocinas pré-inflamatérias, promove insulto oxidativo ao
tecido devido ao aumento na formacao de superdxido, provocando um desequilibrio entre a
capacidade pré-oxidante e anti-oxidante enddgeno, ocasionando efeito prejudicial a integridade
do tecido, com surto de apoptose e ativacdo de neutrofilos durante a ulceracdo gastrica, sendo
um dos principais contribuintes para os danos nos tecidos. (VERMA; KUMAR, 2017; LIANG
et al., 2018). Portanto, considerando-se que tanto 0 modelo de Ulcera por etanol, quanto de
Ulcera por I/R estimulam intensa liberagdo de mediadores inflamatorios recrutando células
inflamatorias que agravam a leséo, fez-se interessante investigar se Th-EtOHcc possui acéo
anti-inflamatoria local, visto que acdo anti-inflamatdria, € uma caracteristica benéfica para o
tratamento de Ulceras gastricas. Para isso, dosou-se a concentracdo de citocinas pro-
inflamatorias: fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina um beta (IL-1pB), presente
na mucosa do estbmago lesionado. TNF-o € o principal quimioatrator para neutrofilos, com
papel chave na inflamacdo, capaz de induzir vasodilatacdo, permeabilidade vascular e
recrutamento de celulas inflamatorias (VERMA & KUMAR, 2017), quando associado a IL-1p
induz atividades enzimaticas como a 6xido nitrico sintase, fosfolipase A2, ciclooxigenases e
proteases que estimulam moléculas de adesdo nas células endoteliais e promovem a adesdo de
neutrofilos (VILLEGAS, et al., 2004).

O pré-tratamento com Th-EtOHcc foi capaz de reduzir significativamente a

concentracdo de TNF-a e IL-1p presentes no tecido, mostrando que O extrato apresenta
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atividade anti-inflamatéria como um dos seus mecanismos de acdo envolvido na
gastroprotecdo. Tal acdo pode estar relacionada a compostos triterpendides presentes em sua
composicgéo, que sdo compostos de conhecida agdo anti-inflamatoria na literatura, tais como f-
amirina, lupeol e lupenona identificados na espécie que mostraram em outros trabalhos acédo
anti-inflamat6ria com diminuig&o da concentracédo das citocinas TNF-o e IL-1 (SOUSA et al.,
2018b; SHEHATA et al., 2018; XU et al., 2018). Bem como, a presenga de cumarinas, como a
escopoletina, que também tem atividade anti-inflamatdria comprovada na literatura, também
com reducdo de niveis de TNF-a e IL-1p em diferentes processos inflamatorios (SOUSA et al.,
2018b; YAO et al, 2012; JAMUNA et al., 2015)

Além do efeito preventivo contra agentes agressores da mucosa, € interessante que o
efeito protetor esteja atrelado a ac¢des curativas no tecido gastrico, embora, nem sempre as
plantas medicinais que tém acdo protetora possuam também atividade curativa (SANTOS, et
al., 2019). Assim, optou-se por investigar acdo cicatrizante no modelo de Ulcera cronica
induzida por &acido acético 80%. O processo de cura desse tipo de Ulcera quimica é muito
semelhante ao processo de regeneracdo e formacao de cicatriz observada em Ulceras gastricas
em humanos (MAGIEROWSKI et al., 2017), sendo o modelo considerado mais préximo da
doenca humana em termos de caracteristicas patolégicas e do processo de cicatrizagdo
(ALMEIDA et al., 2019) com dano que se estende até a camada muscular, ultrapassando a
camada de muco e a submucosa (BONAMIN et al., 2011)

A cicatrizacdo da Ulcera é um processo orquestrado que envolve o preenchimento da
falha na mucosa com células epiteliais e do tecido conjuntivo, para isso, € necessario que ocorra
proliferacdo celular, migracdo, diferenciacdo, regeneragdo, angiogénese ativa e deposicao
de matriz extracelular , levando a formagcdo de cicatriz (SANTQOS, et al., 2019). Os mecanismos
envolvidos sdo complexos e envolvem reepitelizacdo, restauracdo de glandulas e aumento da
angiogénese no leito da ulcera, para isso, € necessario o envolvimento da atividade de muitas
vias moleculares, hormonios gastrointestinais e fatores fisiolégicos como PGs enddgenas,
citocinas pro-inflamatdrias, como IL-1p e TNF-a, Oxido nitrico vasoativo (NO), fator de
crescimento tumoral (TGF-f), aumento da expressdo de receptor de fator de crescimento
epidérmico (EGFr) e abundancia de fator de crescimento endotelial vascular A (VEGFA)
angiogénico (ALMEIDA et al., 2019; MAGIEROWSKIET al 2017).

Nesse modelo, os resultados apresentados mostraram que o tratamento durante 7 dias

com cimetidina foi capaz de reduzir as Ulceras significativamente, assim como Th-EtOHcc em
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todas as doses testadas, bem como, sua fracdo metandlica Th-MeOHcc na dose de 50 mg/kg, o
que leva a sugerir que os fitoconstituintes que apresentam agdo anti-tlcera estdo presentes nessa
fracdo. Essa atividade pode estar associada a presencas de compostos como a escopoletina, uma
cumarina ja evidenciada na literatura com agédo tanto preventiva como curativa para Ulcera
gastrica, com mecanismos que envolve aumento de agentes protetores, acdo antioxidante e
antiinflamatéria (SOUSA et al., 2018b; MAHATTANADUL et al., 2011), bem como pela
presenca de outras cumarinas como isofraxidina; triterpendides como lupenona, lupeol, B-
amirina, germanicol, acido acetil oleanolico; e iriddides como a e B-gardiol, morindolideo e
genipina que estdo presentes na planta e podem esta contribuindo pra acdo cicatrizante da

planta, por possuirem inimeras a¢6es benéficas ja comprovadas (SOUSA et al., 2018b).

O acido acetico induz o processo de ulceragdo por multiplos processos, nos quais, a acao
inicial se da pela deplecdo do conteudo de muco da parede géastrica, deplecdo essa que é
associada a producdo excessiva de radicais livres que ocasionam dano a mucosa devido a
elevacdo do estresse oxidativo. Portanto, é conclusivo dizer que o aumento na camada de muco
observado pelo protocolo de ligadura do piloro, também é um mecanismo de citoprotecdo que
atua no processo de cicatrizacdo do Th-EtOHcc. Outro mecanismo na cicatrizacao € o de acao
anti-inflamatoria, também observada em protocolo anterior pela diminuicdo da expresséo e
liberacdo de citocinas pro-inflamatoria, responsaveis por prejudicar a mucosa gastrica (SOUZA
etal., 2016)

Ha relatos que, mesmo apds a cicatrizacdo da Ulcera, neutrofilo e macréfagos persistem
dentro e abaixo do epitélio regenerado, esses macrofagos aumentam a producao de citocinas
pré inflamatorias levando a quimiotaxia e acimulo de neutrofilos, estes, liberam proteases e
EROs que lesam o tecido cicatrizado e induzem a recorréncia da ulcera (ARAKAWA et al.,
2012; BOEING, 2015; SANTOS, et al., 2019). Em nosso estudo histoldgico observou-se que
0s animais que receberam apenas veiculo, apresentaram resultados condicente com o observado
macroscopicamente, com intensa presenca de células inflamatérias, os animais tratados com
Th-EtOHcc nas dose de 10 e 50 mg/kg, bem como os tratados com Th-MeOHcc na dose de 50
mg/kg apresentaram resposta também condicente com o achado macrosopico, semelhante ao
observado no grupo tratado com cimetidina na dose 200mg/kg, com presenca minima ou
auséncia de células inflamatdrias. Entretanto, os animais que receberam Th-EtOHcc na dose de
1 mg/kg, embora macroscopicamente tenham apresentando uma boa cicatrizacao,
microscopicamente, 0 dano ainda estava bastante intenso, ndo diferindo estatisiticamente do

grupo veiculo. Esse resultado, evidenciou que a dose de 1 mg/kg, embora tenha aparentando
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cicatrizar a ulcera, ndo € uma boa dose pra ser utilizada no tratamento, por ndo ser capaz de
tratar internamente a Ulcera, podendo ao fim do tratamento, ocasionar a recorréncia da mesma.
Entretando, as doses de 10 e 50 mg/kg de Th-EtOHcc, bem como a dose de 50 mg/kg de Th-
MeOHcc se mostraram ser tdo eficazes quanto a cimetidina na dose de 200 mg/kg, e portanto,

mais potente que a mesma.

No processo de cicatrizagdo, varios eventos ocorrem de maneira ordenada para que
aconteca reconstituicdo do tecido. Na fase final de remodelacdo do tecido, o colageno
desempenha papel fundamantal na reorganizacdo tecidual, sendo a proteina de maior
abundancia envolvida na fase de cura dos tecidos conjuntivos, por isso, na fase final do processo
de cicatrizacao do epitélio gastrico, os colagenos do tipo I, Il e IV, tém sua sintese estimulada
e se encontram aumentados (DE MELLO; PISSINATTI; FERREIRA, 2010; SOUZA, et al.,
2016; VIANA et al., 2019). Os resultados obtidos mostraram que houve aumento significativo
da deposicéo das fibras de colageno tipo I e 111 nos animais tratados com cimetidina 200mg/kg,
Th-EtOHcc nas doses de 10 e 50mg/kg e Th-MeOHcc na dose de 50 mg/kg, enquanto que o
grupo que recebeu apenas veiculo, ou tratamento de Th-EtOHcc na dose de 1mg/kg néo
apresentaram aumento de coldgeno demonstrando auséncia de regeneracdo epitelial
corroborando com os dados histolégicos observados, e mostrando que Th-EtOHc tem como
outro mecanismo de acdo na cicatrizacdo, o aumento da deposicdo de fibras de coladgeno

importante no processo de remodelacéo tecidual.

Diante dos resultados obtidos, evidenciou-se o efeito gastroprotetor e cicatrizante do
Th-EtOHcc frente aos fatores ulcerdgenicos, etanol, processo de isquemia e reperfusdo e acido
acetico. Th-EtOHcc ndo apresentou toxicidade aguda ou cumulativa ao tratamento consecutivo
de 7 dias. Seu efeito gastroprotetor envolve mecanismos relacionados com o0 aumento de fatores
protetores da mucosa gastrica, como a manutencdo/aumento do muco gastrico, possivel acdo
antioxidante e acdo anti-inflamatoria. O efeito cicatrizante gastrico promovido pelo Th-EtOHcc
também esté relacionado com a producdo de muco gastrico, com intensificacdo do reparo
tecidual e estimulo a reepitelizacdo, com aumento da deposicao de fibras de coldgeno. Assim,
o presente trabalho mostrou Th-EtOHcc como um potencial extrato antiulcerogénico e
cicatrizante de forma inédita, fornecendo novas perpespectivas pra futuros estudos mecanisticos

e de toxicidade mais aprofundados.
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6 CONCLUSOES

v" Th-EtOHcc ndo apresenta toxicidade em modelo agudo e tratamento consecutivo de 7

dias das doses de 1, 10 e 50 mg/kg;

v' Th-EtOHcc possui efeito antiulcerogénico em modelos classicos de lesbes gastricas;

v' Acdo anti-inflamatéria e aumento de muco gastrico estdo entre 0s mecanismos

envolvidos no efeito gastroprotetor de Th-EtOHcc;

v" Th-EtOHcc e Th-EtOHcc possuem acéo cicatrizante de Glcera gastrica no modelo de

Glcera crbnica induzida por acido acético 80%;

v" Acdo anti-inflamatoria, aumento de muco e aumento da deposi¢do de fibras de colageno

estéo entre os mecanismos de acdo envolvidos no efeito cicatrizante de Th-EtOHcc;

v' Aumento na deposicdo de fibras de colageno esta entre 0os mecanismos de acdo
envolvidos no efeito cicatrizante de Th-MeOHcc.
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7 PERSPECTIVAS

Na perspectiva de continuar o presente estudo da atividade gastroprotetora de Th-

EtOHcc, é importante:

v Investigar possivel acdo gastroprotetora das fragdes hexanica, acetoacética, cloroférmica e
metandlica do extrato estudado nos diferentes modelos de Ulcera apresentados no presente

trabalho;

v Investigar o mecanismo de acéo envolvido na gastroprotecdo do extrato e fracdo estudados,
por meio da investigacdo do envolvimento das prostaglandinas (PGs), éxido nitrico (NO)
e canais de potassio sensiveis ao ATP em modelos de indugdo aguda de lesdes gastricas;

v' Determinar a atividade antioxidante da Tocoyena hispidula Standl, através de sua acédo
sobre os niveis de grupos sulfidrilas ndo proteicos, a atividade da catalase, glutationa
reduzida (GSH), a enzima Superéxido Dismutase (SOD), e parametros de estresse
oxidativo, como peroxidacdo lipidica (LPO) e atividade de mieloperoxidase (MPQO) em

modelos de inducdo aguda de lesdes gastrica;
v Avaliacdo dos niveis séricos de somatostatina, gastrina e PGE2;

v Investigacdo do envolvimento da bomba H*/K*-ATPase
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ANEXO I - FOLHA DE APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE
ANIMAIS

MINISTERIO DA EDUCACAO
'UNIVERSIDADE FEDERAL DO PIAUI
PRO-REITORIA DE PESQUISA E INOVACAO
COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

Campus Universitario Ministro Petronio Portela, Bairro Ininga, Teresina, Piaui, Brasil; CEP: 64049-550
Telefone (86) 3215-5734 _e-mail: ceeapi@ufpi.edu.br

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada “Avaliagdo da atividade gastroprotetora de Tocoyena
em roedores”, registrada n° 413/17, sob a responsabilidade da Profa. Dra. RITA DE CASSIA
MENESES OLIVEIRA do Programa de Pés-Graduagdo em Farmacologia/CCS/UFPI que
envolve a produgé@o, manutengéo ou utilizagdo de animais pertencentes ao filo Chordata, subfilo
Vertebrata (exceto humanos), para fins de Pesquisa Cientifica- encontra-se de acordo com os
preceitos da Lei n° 11.794, de 8 de outubro de 2008, do Decreto n°® 6.899, de 15 de julho de
2009, e com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle de Experimentagdo Animal
(CONCEA), e foi Aprovado pela Comisséo de Etica no Uso de” Animais (CEUA/UFPI) da
Universidade Federal do Piaui, em Reunido na presente data 27/04/2018.

Finalidade ( ) Ensino (X) Pesquisa Cientifica

Vigéncia da Autorizagéo Maio/2018 a Fevereiro/2019
Espécie/Linhagem/raca Camundongo heterogénico/swiss

Rato heterogénico/wistar
N° de Animais 474

318
Peso/ Idade 25-30g

180-220g
Sexo 237 Machos e 237 Fémeas

159 Machos e 159 Fémeas
| Origem Biotério Setorial da UFPI

eresma 27 de Abr|I de 2018
ILO -5 Ao /lw SKQ ) WK/@U/\&
Profa Dra Waldllleny RIbeII’O de AraupJ\/Ioura ~

Vice- Coordenadora da CEUA/UFPI



