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RESUMO

Avaliacdo da atividade gastroprotetora dos extratos etandlicos da casca do
caule e das raizes de Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex
Rowl (Cactaceae) em modelos animais. Glaubert Aires de Sousa. Orientador:
Prof. Dr. Francisco de Assis Oliveira. Dissertacdo de Mestrado. Programa de Péds-
Graduacdo em Farmacologia. Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais,
Universidade Federal do Piaui, 2013.

Pilosocereus gounellei (Cactaceae), conhecida como xique-xique, € utilizada
popularmente no tratamento de inflamacdes da prostata e les6es na pele. O objetivo
deste estudo foi avaliar, pela primeira vez, a atividade gastroprotetora dos extratos
etandlicos obtidos das cascas do caule e das raizes de P. gounellei (EECPG e
EERPG, respectivamente), em modelos agudos de lesdes gastricas em
camundongos e ratos, investigando seus possiveis mecanismos (Comité de Etica
em Experimentacdo Animal/UFPI n°® 077/11). Os animais tratados com EECPG ou
EERPG ndo apresentaram sinais de toxicidade aguda até a dose de 2 g/kg, v.o. No
modelo de lesbes induzidas por etanol absoluto, o tratamento com EECPG (100, 200
e 400 mg/kg, v.0.) atenuou significativamente as lesdes gastricas em 30%, 56% e
77%, respectivamente (p<0,001). O EERPG (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) também
reduziu significativamente as lesGes gastricas em 13%, 74%, 69%, respectivamente
(p<0,001). Usando o modelo de lesdes gastricas por isquemia e reperfusdo, o
EECPG (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) inibiu a &rea de lesdo géastrica em 20%, 70% e
63%, respectivamente (p<0,001). EERPG (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) inibiu as
lesdes gastricas de modo significativo em 82%, 87%, 85%, respectivamente
(p<0,001). No modelo de lesdes gastricas por estresse e retencado a frio o EECPG
(200, 200 e 400 mg/kg, v.0.) diminuiu significativamente as lesdes gastricas em 60%,
81% e 95,2%, respectivamente (p<0,001). EERPG (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.)
também atenuou significativamente as lesdes em 78%, 93%, 95%, respectivamente
(p<0,001). Na avaliacao do efeito de EECPG e EERPG (100, 200 e 400 mg/kg, i.d.)
sobre a secrecdo 4cida gastrica, utilizando o modelo de ligadura de piloro em ratos,
nao foi observado alteragdo no volume, no pH ou na acidez total do suco gastrico. O
tratamento com EECPG (200 mg/kg, v.0.) e 0 EERPG (200mg/kg, v.0.), em animais
submetidos a inducédo de lesdo gastrica por etanol apds pré-tratamento com N-
etilmaleimida, ibuprofeno e NG-nitro-L-arginina-metil ester, indicou uma possivel
participacdo dos grupos sulfidrilas nao-protéicos (GSH-NP), das prostaglandinas e
da via da NO-sintase, respectivamente. Estes dados sugerem que o EECPG e o
EERPG apresentam atividade gastroprotetora, com possivel participacdo dos grupos
sulfidrilas n&o proteicos (GSH-NP), das prostaglandinas e da via NO-sintase.

Palavras-chave: Cactaceae. Pilosocereus gounellei. Gastroprotecao.
Prostaglandinas. Oxido Nitrico. Grupos Sulfidrilas



ABSTRACT

Evaluation of the gastroprotective activity of the ethanol extract of the stem
bark and roots of Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex Rowl|
(Cactaceae) in animal models. Author: Glaubert Aires de Sousa. Superviser: Prof.
Dr. Francisco de Assis Oliveira. Master's thesis. Post-Graduation Program in
Pharmacology. Medicinal Plants Research Center, Federal University of Piaui, 2013.

Pilosocereus gounellei (Cactaceae), known as xique-xique, is popularly used to treat
prostate inflammation and skin lesions. The aim of this study was to evaluate, for the
first time, the gastroprotective activity of the ethanol extracts obtained from the stem
bark and roots of P. gounellei (EECPG and EERPG, respectively), in models of acute
gastric lesions in mice and rats and to investigate their possible mechanisms
(CEEA/UFPI N° 077/11). The animals treated with EECPG or EERPG showed no
signs of acute toxicity to the dose of 2 g/kg, p.o. In the model of gastric injury induced
by absolute ethanol, the treatment EECPG (100, 200 and 400 mg/kg, p.o.)
significantly attenuated the gastric lesions by 30%, 56% and 77%, respectively
(p<0,001). The EERPG (100, 200 and 400 mg/kg, p.o.) also reduced the gastric
lesions by 13%, 74%, 69%, respectively (p<0,001). Using gastric lesions model by
ischemia and reperfusion, EECPG (100, 200 and 400 mg/kg, p.o.) inhibited the
gastric lesion area by 20%, 70% and 63%, respectively (p<0,001). EERPG (100, 200
and 400 mg/kg, p.o.) inhibited significantly the gastric lesions by 82%, 87%, 85%,
respectively (p<0,001). In the model of gastric lesions induced by stress and cold
retention, the EECPG (100, 200 and 400 mg/kg, p.o.) significantly decreased gastric
lesions by 60%, 81% and 95%, respectively (p<0,001). EERPG (100, 200 and 400
mg/kg, p.o.) also significantly attenuated the lesions in 78%, 93%, 95%, respectively
(p<0,001). In the evaluation of EECPG and EERPG (100, 200 and 400 mg/kg i.d.) on
gastric acid secretion by using pylorus ligature model in rats, there was no change in
volume, pH and total acidity of gastric juice. In an attempt to elucidate the possible
mechanisms involved in the gastroprotective effect of EECPG (200 mg/kg, p.o.) and
EERPG (200mg/kg, po), animals were submitted to the induction of gastric lesions by
ethanol after pre-treatment with N-ethylmaleimide, ibuprofen and NG-nitro-L-arginine
methyl ester, demonstrating a possible role of non-protein sulfhydryl groups (NP-
GSH), prostaglandins and NO-synthase pathway, respectively. These data suggest
that EECPG and EERPG present gastroprotective activity, with participation of non-
protein sulfhydryl groups (NP-GSH), prostaglandins and NO-synthase pathway.

Keywords: Cactaceae. Pilosocereus gounellei. Gastroprotection. Prostaglandins.
Nitric Oxide. Sulfhydryl Groups.
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1. INTRODUCAO
1.1. FISIOLOGIA DA SECRECAO GASTRICA

A secrecao gastrica € um processo fisioldgico ininterrupto e complexo, onde
varios fatores centrais e periféricos contribuem para secrecdo de H' pelas células
parietais (JAIN et al.,, 2007). Compreende trés fases distintas: a fase cefalica,
controlada em parte pelo hipotdlamo e mediada pelo nervo vago, a qual é
estimulada por fatores tais como, pensamento, visdo, cheiro e sabor dos alimentos;
a fase géstrica, induzida pela exposicdo lumial dos nutrientes e distensdo do
estbmago, ocasionando a ativacdo de receptores sensoriais do corpo e do antro
gastrico; e a fase intestinal, estimulada pela distensdo mecéanica e pela presenca de
aminoacidos e peptideos provenientes do quimo (FRY, 2009; GOO; AKIBA,;
KAUNITZ, 2010). Quando os niveis de acido e pepsina anulam os mecanismos de
defesa da mucosa, ocorrem os danos gastricos. Como forma de evitar essas
desordens a secrecdo gastrica deve ser regulada por mecanismos neurais e
hormonais (SCHUBERT; PEURA, 2008).

1.1.2 CONTROLE DA SECRECAO GASTRICA

Os fatores enddcrinos (gastrina), neuronais (acetilcolina) e paracrinos
(histamina) sdo responsaveis por regularem a secrecdo de acido (Figura 1). Seus
receptores especificos (CCKj;, M3 e Hy, respectivamente) localizam-se na membrana
basolateral das células parietais no corpo e fundo gastricos (HOOGERWERF;
PASRICHA, 2006; SCHUBERT; PEURA, 2008).

A gastrina, que é produzida pelas células G do antro, é o indutor mais potente
da secrecao de acido. A liberacdo de gastrina é estimulada via receptores CCK; na
célula parietal e, principalmente, indiretamente pelos receptores CCK; nas células
enterocromafins (ECL), que liberam histamina e assim estimulam a secrecdo acida
ativando os receptores H; presentes nas células parietais (SCHUBERT, 2004).

A acetilcolina liberada do sistema nervoso entérico estimula diretamente a
secre¢cdo gastrica através da ativacado dos receptores muscarinicos M3 nas células
parietais, mediada pelo segundo mensageiro AMPc, ou de maneira indireta, através

da interacdo com receptores muscarinicos M; das células enterocromafins,
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promovendo a liberacdo de histamina, que estimula diretamente a célula parietal
(JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA , 2008).

Os receptores de histamina tém sido classificados em quatro grandes
subclasses: H;, H,, Hz e Hy, No estbmago, a histamina € principalmente estocada
em células enterocromafins, que residem na parte basal das glandulas oxinticas. A
estimulacdo parassimpatica resulta na liberacdo de histamina por células ECL,
localizadas no fundo gastrico. A histamina se liga a receptores H, presentes na
célula parietal, induzindo a liberacdo do acido. Ja sua ligagdo em receptores Hs,
acoplados em células D, inibe a secrecdo de somatostatina (SST), aumentando de
maneira indireta a secrecao acida (JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA , 2008).

N. Col.

, Gastrina . 1 g
....................................................... Histamina

Figura 1: Diagrama esqueméatico mostrando a agdo dos principais estimulos
sobre a célula parietal (P) secretora gastrica. (Andersson et al., 1999; Bitziou e

Patel, 2012)
Dentre as substancias que agem como inibidoras da secrecao 4cida gastrica
a mais conhecida € a somatostatina (SST), principal inibidor de secrecdo gastrica,
presente nas células D do estémago. Inibe a secrecdo acida atuando diretamente
nas células parietais pela inibicdo da enzima H'K'/ATPase, e indiretamente através
da inibicdo da secrecdo de histamina pelas células ECL e da secrecao de gastrina
pelas células G. A acdo da somatostatina € mediada via cinco subtipos de
receptores acoplados a proteina G, SSTR; a SSTRs (SCHUBERT, 2004). Ambos o0s

mecanismos ocorrem através da ativacdo de receptores de somatostatina SSTRy,
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localizados nas células ECL e parietal, sendo que este receptor esta acoplado a
proteina G inibitéria (Gi) (BAGGIO, 2004).

Existem também as prostaglandinas (PGs) que inibem a secrecdo de acido
por acdo direta na célula parietal ou indiretamente pela inibicdo da liberagdo de
gastrina (WALLACE, 2001 b). As PGs unem-se ao receptor de PGE;, na célula
parietal e ativam uma proteina G inibitoria (Gi), que inibe a enzima adenilato ciclase.
As PGs endogenas modulam a secrecédo acida pelo bloqueio do aumento de AMPc
estimulado por histamina dentro da célula parietal (ATAY et al., 2000). Sendo assim,
as prostaglandinas, importantes mediadores da inflamacdo e de outras fungbes
fisiologicas normais, desempenham um papel vital no estdbmago, onde mantém o
fluxo sanguineo, estimulam a secrecao de bicarbonato e muco, além de promover o
reparo das células da mucosa. A perda da protecdo, apoés inibicdo da sintese de
prostaglandinas, torna o estbmago vulneravel aos danos induzidos pela secrecao do
acido gastrico, tais como as Ulceras pépticas (HAYLLAR; BJARNASON, 1995;
BJORKMAN, 1998; HAWKINS; HANKS, 2000).

1.2. ULCERA PEPTICA

A Ulcera péptica é uma classificacdo ampla que compreende as Ulceras
gastricas e duodenais e pode ser caracterizada clinicamente pela presenca de uma
ou mais lesdes erosivas, que se estendem através da camada muscular a
submucosa, ou ainda mais profundamente em consequéncia da digestdo acido-
péptica dos tecidos. E um termo comumente utilizado para designar as lesdes de
origem multifatorial que atingem um consideravel nimero de pessoas em todo o
mundo e cujos fatores etioldgicos incluem estresse emocional, dieta inadequada,
fatores genéticos e, principalmente, uso continuo ou indiscriminado de AINEs e
infecgéo por Helicobacter pylori (JAIN et al., 2007; MUSUMBA et al., 2009).

Levando em conta o ponto de vista epidemiol6gico de sua importancia, a
Ulcera péptica € uma patologia bastante dindmica. Sua prevaléncia € dificil de ser
avaliada, devido a subjetividade dos seus sintomas e a semelhanca do quadro
clinico com outras patologias (VERAS, 2007). Os individuos acometidos podem
apresentar uma variedade de sintomas como dispepsia, dor epigastrica, desconforto
abdominal, vémitos e sintomas de refluxo. Além disso, a Ulcera péptica € a causa

mais comum de condigcbes mais complicadas, como a hemorragia e a Ulcera
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perfurativa que, por sua vez, estdo associadas com alta mortalidade e morbidade
(BARKUN; LEONTIADIS, 2010).

1.3. ETIOLOGIA

A Ulcera péptica esta entre as patologias mais graves do mundo. Inicialmente,
era considerada uma doenca de etiologia desconhecida, de evolucdo geralmente
cronica, com periodos de ativacdo e periodos de repouso, resultantes da perda
circunscrita de tecidos de regides do trato digestivo expostas a acdo agressiva do
suco acido-péptico (COELHO et al., 2005).

Hoje sabe-se que a patogenia € o resultado de um desequilibrio entre os
fatores de defesa da mucosa (tais como bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo
sanguineo, oxido nitrico, fatores de crescimento epidérmico) e fatores agressivos
gue compreendem o0s agentes quimicos, que podem ser endodgenos (HCI, pepsina e
bile ) ou exdgenos (etanol/AINES) e agentes bioldgicos (Helicobacter pylori). Essa
doenca esta associada ainda a outros fatores predisponentes relacionados a
condicbes de vida, tais como: habitos diarios inadequados, ingestdo de
determinados alimentos, idade, fumo, estresse, ansiedade, predisposicao
hereditaria, os quais atuariam conjuntamente reduzindo a defesa da mucosa gastrica
(GYAWALI et al., 2013).

1.4. MECANISMOS DE DEFESA DA MUCOSA GASTRICA

Como visto anteriormente, a integridade da mucosa gastrica é mantida devido
ao balanco entre fatores agressores e mecanismos de defesa (ABDEL-SALAM et al.,
2001).

Esses mecanismos de defesa sdo classificados em: pré-epitelial, epitelial ou
sub-epitelial. O mecanismo pré-epitelial consiste em evitar o contato direto dos
agentes lesivos com a mucosa gastrica, como por exemplo, a barreira formada por
muco, bicarbonato e fosfolipidios superficiais. O mecanismo epitelial serve como
uma segunda linha de defesa, as propriedades fisicas da membrana e os complexos
de juncbes organizados previnem a difusdo de H* para a mucosa. As células

epiteliais superficiais também protegem a mucosa por secretar muco e bicarbonato,
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participam da renovacgdo celular e iniciam respostas antioxidantes. O mecanismo
sub-epitelial envolve a motilidade gastrintestinal, células de defesa e o controle da

microcirculacdo sanguinea (MATSUI et al., 2011) (Figura 2).

@ Camada de muco ¢ bicarhonato

®

Celulas epltellals de superficle:
secretam muco, hicarbonato,
produzem prostaglandinas ¢
proteina do chogue térmico

P
=

@ Renovagao celular,
estimulada por farores de
crescimento (TGTa e IGF.1)
ateavés de receproves FGF

@ "Mare" alealina

Mastacitos Microcirculagio, mantida através
da continua produgdo de
Muscular da mucosa prostaglandinas, éxido nitrico,
protegendo as células endorelias
de injuria e previnindo a adesao

de plaquetas ¢ lencdeiros

o~ Nemvos @ Nervos sensorios, a mucosa
sensorios gastrica e vasos submucosos
sio invervados aferentes
. , primarias de nervos
® Prostaglandinas(PGE ¢ PGI) esta sensérios

envolvida com todos o5 mecanismos

de defesa da mucosa ¢ trabalkam

sinergicamente com o dxido nitrico

Veia submucosa

Figura 2: Mucosa Gastrica e Mecanismos de Defesa

Fonte: LAINE et al., 2008 — Adaptado

1.4.1. Defesa Pré-Epitelial

O primeiro nivel de defesa € constituido pelos fatores secretados no Iimen

incluindo &cido gastrico, muco, bicarbonato, imunoglobulinas e outras substancias
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antibacterianas como a lactoferrina (AL-JIBOURY; KAUNITZ, 2012). O &cido pode
ser visto como a primeira linha de defesa da mucosa, por causa de sua importancia
na reducéo da possibilidade de colonizacdo bacteriana no estbmago. Igualmente, o
muco secretado na superficie luminal tem um importante papel na prevencdo da
colonizagdo bacteriana e translocacdo (WALLACE, 2001a). O muco também tem um
papel importante na cicatrizacdo das Ulceras, acelerando a recuperacdo da mucosa
lesada (MAITY et al., 2003). O bicarbonato armazenado no muco conserva o pH
deste microambiente neutro, importante para prote¢cdo da mucosa contra o efeito de
varias substancias nocivas, entre as quais, 0 acido géastrico. A regulacédo fisioldgica
desta secrecdo envolve vérios fatores, como as prostaglandinas, oOxido nitrico,
peptideos e fatores neuronais (ALLEN; FLEMSTROM; 2005).

1.4.2. Defesa Epitelial

A préxima linha de protecdo da mucosa € constituida pelo proprio epitélio, que
se encontra logo abaixo da camada de muco e também é uma barreira de protecéo
contra difusdo passiva do &cido gastrico e da pepsina. Dispbe de um sistema eficaz
de reparo rapido, que envolve a produgéo de fatores tréficos como, por exemplo, o
fator de crescimento epidermal (EGF), garantindo a integridade da mucosa
(MIZUSHIMA, 2007; HIARATA et.al., 2009).

1.4.3. Defesa sub-epitelial

Outro fator que contribui para a protecédo gastrica é o suprimento de sangue
oxigenado para o estbmago, determinante para a integridade da mucosa gastrica. A
elevacdo do fluxo sanguineo é importante para a protecdo da mucosa gastrica,
guando a barreira protetora da mucosa do estdbmago é rompida e ocorre retrodifusdo
de H" para as células da mucosa (MAITY et al., 2003). Atribui-se o controle do fluxo
sanguineo gastrico principalmente as prostaglandinas endogenas (FUNATSU et al.,
2007). Todos os mecanismos de defesa e reparo dependem de um suporte eficiente
de fluxo sanguineo. Situacdes de isquemia comprometem a protecdo da mucosa
gastrointestinal e podem levar a proliferagdo bacteriana e doencgas sistémicas
(HOLZER, 2000)
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Outro fator importante na manutencédo da integridade da mucosa géstrica sao
as prostaglandinas (PGs) que sédo derivados de acidos graxos compostos por 20
carbonos. Sdo encontradas em todos os tecidos e Orgaos e estdo envolvidas em
uma variedade de funcgfes fisioldgicas e patologicas. Sao sintetizadas a partir de
diferentes &cidos graxos essenciais, entre eles, o acido araquidénico, através das
enzimas cicloxigenases (COX) (DEY; LEJEUNE; CHADEE, 2006).

Existem duas formas de cicloxigenase, a COX-1 e a COX-2. J4& foram
descritas variantes da COX-1 que retém a atividade enzimatica, uma das quais foi
chamada de “COX-3” (HOOGERWERF; PASRICHA, 2006). Enquanto a isoforma
COX-1 (constitutiva) produz a maior parte das prostaglandinas na mucosa gastrica
normal, a COX-2 (induzida) atua como um fator importante na cicatrizacdo das
Ulceras. Inicialmente acreditou-se que a COX-2 contribuia para a cicatrizacdo das
Ulceras unicamente através da producdo de prostaglandinas. Entretanto, estudos
sugerem que a inibicdo da COX-2 aumenta o tempo de cicatrizacdo das Ulceras
tanto por via dependente quanto independente de prostaglandinas (TARNAWSKI et
al., 2013).

As prostaglandinas possuem um papel importante mediando muitos aspectos
da defesa da mucosa gastrointestinal (MAITY et al., 2003). A principal consequéncia
da reducédo na producédo de PG, que pode contribuir para a patogénese da ulceracdo
da mucosa gastroduodenal, inclui a reducdo na secrecdo de muco, inibicdo da
secrecdo de HCOg, reducao no fluxo sanguineo da mucosa, alteracdo na estrutura
microvascular, e um aumento na secre¢cdo acida gastrica e de pepsinogénio
(FORNAI et al., 2005).

Outra substancia de importancia na protecéo gastrica € o oxido nitrico (NO),
reconhecido recentemente como um mediador fundamental nos mecanismos de
defesa géstrica, devido a sua habilidade de aumentar o fluxo sangliineo da mucosa
e a producdo de muco, além de inibir a aderéncia de neutrofilos as células
endoteliais (CORUZZI et al., 2000).

O oxido nitrico (NO) é sintetizado pela NO sintase (NOS) a partir do oxigénio
molecular (O,) e L-arginina. Existem trés isoformas conhecidas da NOS: uma forma
induzida - INOS (expressa em macréfagos, células de Kupffer, neutrofilos,
fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em resposta a estimulos

patolégicos como microrganismos invasores) e duas isoformas constitutivas (CNOS),
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gue estdo presentes em condicdes fisiologicas no endotélio (eNOS) e nos neurdnios
(nNOS) (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001).

Ainda que a producao de NO pela cNOS seja importante na manutencao da
integridade da mucosa gastrica, estudos demonstram que o NO atua de maneira
bifasica na resposta ulcerogénica da mucosa gastrintestinal dependendo da
isoforma da NOS, ou seja, o NO produzido pela cNOS apresentaria em efeito
protetor, e o NO originario da iNOS teria um efeito proulcerogénico (NISHIO et al.,
2006).

Ultimamente, o oOxido nitrico tem sido reconhecido como um mediador
fundamental nos mecanismos de defesa gastrica. Em varios estudos, foram
demonstrados que as lesbes na mucosa gastrica induzidas por agentes quimicos
séo reduzidas pela administracdo de NO e agravadas com a sua remocao. Efeito
este que pode estar ocorrendo devido ao aumento do fluxo sanguineo da mucosa
promovido pelo NO ou ainda por promover um aumento na liberacdo de muco
gastrico (BAYIR et al., 2006).

Estudos demonstraram que a administracdo de L-NAME (inibidor da NOS)
acentua as lesdes gastricas induzidas por etanol e aumenta a atividade da H*,K*-
ATPase, enquanto doadores de NO (nitroprussiato) reparam as lesfes induzidas por
etanol e inibem a atividade ATPasica em ratos (BULUT et al., 1999).

Outro mecanismo de defesa da mucosa gastrica € representado pelo sistema
antioxidante que representa a defesa do organismo contra as espécies reativas de
oxigénio (EROs) ,e sdo divididos em dois tipos principais: os enzimaticos e 0s nao
enzimaticos. As EROs geradas constantemente nas células pelo metabolismo do
acido araquidénico, ou em plaquetas, macréfagos e células musculares lisas
também podem contribuir de forma significativa para o dano na mucosa gastrica
(REPETTO; LESSUY, 2002). O anion superoéxido (O2), o radical hidroxil (OH) e o
peréxido de hidrogénio (H,O,) sdo moléculas altamente reativas que interagem
indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, como o DNA, as proteinas e
lipideos. Assim, defesas celulares antioxidantes sdo necessarias para manter a
homeostase celular (CNUBBEN et al., 2001).

O aumento dos niveis intracelulares de EROs, a diminuicdo das defesas
antioxidantes, ou ambos, resulta no estresse oxidativo, que pode ser prevenido tanto
por acdo enzimatica quanto por defesas antioxidantes quimicas. As enzimas que

promovem a primeira linha de defesa contra o O, e 0 H,O; incluem a superoxido
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dismutase (SOD), a catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx) (CNUBBEN et
al., 2001).

A superoxido dismutase (SOD) (BRZOZOWSKI et al., 2001), se apresenta
nas formas citoplasmatica, mitocondrial e extracelular. A SOD remove o O, do
ambiente celular pela conversao em H,0,, o qual € menos lesivo, e posteriormente é
metabolizado pela CAT em oxigénio e agua (MICHIELS et al., 1994); ou ainda, o
H,O, pode ser reduzido pela GPx, utilizando a glutationa reduzida (GSH) como
substrato (DICKINSON; FORMAN, 2002) (Figura 3).

Superdéxido A
Dismutase

O, " +0,""+2H" me— .0, + 0,

Catalase

H.O; + H,O, == 2 H.,O + O,

H,O, + 2 GSH """ 2 H.,O + GSSG

Figura 3: Reacdes catalisadas pelas enzimas superoxido dismutase (A), catalase(B)
e glutationa peroxidase (C), (adaptado de CNUBBEN et al., 2001).

A segunda linha de defesa antioxidante € realizada por alguns compostos de
moléculas quimicas pequenas, como os compostos sulfidrilicos ndo proteicos (SH-
NP), que sdo substancias que apresentam em sua composicdo grupamentos tiois (-
SH) (CNUBBEN et al., 2001). O GSH, por exemplo, € um tripeptideo com alta
capacidade doadora de elétrons devido ao grupamento tiol (-SH) na porcao cisteina.
Esta presente em grande quantidade na mucosa géastrica (KONTUREK et al., 2000),
onde desempenha importante papel na manutencdo da integridade gastrica,
particularmente quando as espécies reativas de oxigénio estdo envolvidas na
fisiopatologia do tecido lesado (KIMURA et al., 2001).

Os grupamentos sulfidrilicos podem atuar direta ou indiretamente em diversos
processos biologicos, tais como, sintese de proteinas, manutencdo do fluxo

sanguineo, integridade da camada de muco-bicarbonato gastrico e metabolismo
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(ROVER; HOEHR; VELLASCO, 2001). Dessa forma, enguanto 0os mecanismos
protetores e agressores permanecerem em equilibrio, a mucosa gastrica continuara
saudavel. Quando os fatores agressores excederem os fatores protetores ha a

necessidade do tratamento das lesGes gastricas.

1.5. A TERAPEUTICA ATUAL DA ULCERA PEPTICA

Como forma de proteger a mucosa do acido gastrico, aumentar a cicatrizacao
e prevenir a recorréncia da ulcera, o controle farmacolégico da secrecéo acida se faz
necessario. As estratégias e agentes terapéuticos atualmente utilizados incluem: os
antiacidos, antagonistas de receptores H,, inibidores de bomba de protons, agentes
pro-cinéticos e citoprotetores da mucosa (NAM et al., 2011)

Os antiacidos, tais como o bicarbonato de sodio, carbonato de célcio,
hidréxido de aluminio, hidréxido de magnésio ou preparacdes combinadas, sédo
substancias amplamente utilizadas cujo mecanismo de acdo consiste na
neutralizacdo acida intraluminal (AIHARA et al., 2003). Apesar de serem efetivos e
de baixo custo (DRUGDDEX, 2010a), podem reduzir a biodisponibilidade oral de um
grande numero de farmacos e de minerais presentes em suplementos alimentares
(SRINIVAS, 2009; TAYLOR et al., 2010). Os efeitos adversos comuns incluem
nausea, distensdo abdominal, flatuléncia, diarreia e constipagéo (JAIN et al., 2007).

Os antagonistas dos receptores H, compreendem agentes como ranitidina,
cimetidina, famotidina e nizatidina. Sdo farmacos semelhantes a histamina, os quais
sdo amplamente prescritos para o tratamento de Ulceras pépticas, cujo mecanismo
de acdo consiste na inibicdo da secrecdo acida por competirem de modo reversivel
com a histamina pela ligacdo aos receptores H, e interferem muito pouco na funcéo
de outros tecidos que possuem receptores H,, desencadeando seus efeitos
principalmente sobre a fisiologia da secrecao gastrica (HOOGERWERF; PASRICHA,
2003).

Uma vez que os antagonistas de recepetor H, elevam o pH gastrico, inibem o
sistema enzimatico hepatico do citocromo P-450 e sofrem secrecao tubular renal, &
possivel que ocorram interacdbes medicamentosas com outros farmacos que
compartilham essas mesmas vias. Algumas dessas interacfes sdo clinicamente

relevantes, como é o caso da interacdo que ocorre com a teofilina e a varfarina,
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guando o sistema enzimatico do citocromo P-450 é inibido pela cimetidina e
ranitidina, situacdo na qual &€ necessario monitoramento terapéutico (SAX, 1987).

Os antagonistas dos receptores H, em geral sdo bem tolerados, com efeitos
adversos observados em apenas 1,5% dos pacientes, 0s quais abrangem confusao
mental, ginecomastia, nefrite intersticial, além de interagir com enzimas do complexo
enzimatico citocromo P450 (SHUBERT; PERUA, 2008).

Os inibidores de bomba de prétons (IBPs), compreendem agentes como
omeprazol, lanzoprazol, rabeprazol e pantoprazol, cujo mecanismo de acao consiste
na inibicAo da secre¢do acida em seu ultimo estagio, por inibicdo irreversivel da
H'/K*-ATPase na membrana canicular das células parietais. Esses farmacos
apresentam boa especificidade e atividade, sendo considerados, em estudos
clinicos, superiores aos antagonistas de receptor H, em doses padrdo (BROWN et
al.,, 2006; LEONTIADIS et al.,, 2007; MALFERTHEINER et al., 2009). Contudo,
existem limitacdes como a necessidade de sua administracdo antes de uma refeicdo
para que o efeito maximo seja atingido. Para que a inibicdo ocorra, as bombas de
prétons precisam ser expressas nas células parietais, e essa expressdo s6 ocorre
guando essas células estdo ativamente secretando o &cido, por exemplo, antes de
uma refeicdo. Essa limitacdo pode ter efeito significativo na adeséo do paciente ao
tratamento. Além disso, os IBPs sdo degradados em meio acido e, por isso, sédo
administrados em formula¢des que protegem o farmaco até seu local de absorcéo, o
duodeno. A essa caracteristica se atribui a auséncia do inicio rapido do efeito, que é
uma propriedade desejavel no alivio sintomatico (WALLACE; FERRAZ, 2010).

Embora sejam considerados relativamente seguros (TOLIA; BOYER, 2008;
THOMSON et al.,, 2010), os farmacos antissecretores podem apresentar como
inconveniente a supressdo acida extrema. A baixa concentracdo de acido pode
desencadear infecgBes entéricas como febre tifoide, colera e disenteria (JAIN et al.,
2007). Alguns estudos ainda sugerem que a hipoacidez, associada ao uso
prolongado de IBPs, pode aumentar o risco de fraturas 0sseas em pacientes idosos
com baixo consumo de calcio (YU et al., 2008). Também s&o descritos como efeitos
adversos com o uso prolongado a hipergastrinemia, aumento da hiperplasia de
pélipos gastricos e adenocarcinoma em pacientes susceptiveis, além de efeito
‘rebote” na secrecgéo acida quando o tratamento € interrompido (MCCARTHY, 2010).

A busca de outros agentes, além das drogas que promovem a neutralizacéo

ou inibicdo da secrecdo acida para a cicatrizacdo da uUlcera tem aumentado. Os
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agentes pré-cinéticos atuam sobre diversos receptores para estimular o
esvaziamento gastrico. Ja os agentes citoprotetores sdo capazes de potencializar 0s
mecanismos de protecdo da mucosa e/ou proporcionar uma barreira fisica sobre a
superficie da ulcera (HAWKINS; HANKS, 2000)

Os agentes pro-cinéticos, tais como, o cloridrato de metoclopramida, a
bromoprida e a domperidona sdo antagonistas dopaminicos do receptor D, que
estao localizados no tubo digestivo. O blogueio principalmente deste receptor resulta
em maior quantidade do neurotransmissor acetilcolina (ACh) na sinapse, que é
responséavel pelo fechamento e manutencéo do ténus do esfincter esofégico inferior,
evitando o refluxo gastrico, além de contribuir para o esvaziamento esofagico e
gastrico (OH; PASRICHA, 2013)

Dentre 0s agentes citoprotetores mais conhecidos estd o misoprostol, um
analogo estavel de prostaglandina E1 (PGE1) que inibe a secre¢cdo acida gastrica,
tanto basal quanto a que ocorre em resposta aos alimentos, a histamina,
pentagastrina e cafeina através de uma acéao direta sobre a célula parietal (RANG et
al., 2007). Mantém a barreira da mucosa gastrica e o fluxo sanguineo da mucosa
(HAWKINS; HANKS, 2000). Foi demonstrado que o misoprostol é efetivo na
profilaxia da ulcera gastrica em pacientes submetidos a tratamentos com AINEs
(BALLINGER, 1994; LAINE et al., 2008). No entanto, esse farmaco apresenta efeitos
adversos como diarreia e colicas abdominais, sendo seu uso restrito principalmente
devido ao seu efeito abortivo (JAIN et al., 2007).

Outro agente citoprotetor é o sucralfato que consiste num complexo de
hidréxido de aluminio e sacarose que exerce efeito protetor direto na mucosa
gastrica ao inibir a hidrdlise proteica mediada por pepsina. Foram propostos como
mecanismos de citoprotecdo a estimulacdo da sintese de PGs, absorcdo de pepsina
e estimulacdo da producéo local de fator de crescimento epidermal (EGF) (JAIN et
al., 2007). Apresenta boa efetividade no tratamento de ulceras gastricas, no entanto,
guanto ao alivio da dor, é inferior aos antagonistas-H, e aos IBPs. Como o sucralfato
nao € absorvido é considerado relativamente seguro apesar de poder interferir na
absorcdo de outros farmacos (ex.: varfarina, fenitoina, tetraciclina) (DRUGDEX,
2010Db).

Quando a Ulcera péptica esta associada a infec¢do por H. pylori, o tratamento
e feito através de uma combinacao de inibidores de bomba protdnica ou antagonista

de receptor H, com dois antibioticos por um periodo de 7 a 10 dias, sendo que a
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tendéncia atual é tratar inicialmente durante apenas sete dias (MALFERTHEINER et
al., 2009).

Deste modo, apesar dos grandes progressos com o aparecimento de novas
terapéuticas, refletindo na diminuicdo de morbidade e mortalidade dos pacientes, a
abordagem farmacoldgica da Ulcera péptica ainda ndo é satisfatéria, uma vez que na
maioria das vezes os farmacos se restringem a atuar de maneira sintomatica e
paliativa, sendo que a situacao ideal seria a busca da cura.

Nesse contexto, os produtos destinados para o tratamento das desordens
gastricas sdo muito procurados na pratica da automedicagdo. Embora existam varios
medicamentos bastante utilizados no tratamento de distlrbios gastrintestinais,
muitos destes farmacos produzem variados efeitos adversos. Assim, os produtos
derivados de plantas medicinais ttm mostrado resultados promissores no tratamento
das doencas gastrintestinais (SCHMEDA-HIRSCHMANN; YESILADA, 2005), seja
como fonte de desenvolvimento de novas ferramentas farmacolégicas ou como

produto adjuvante no tratamento das Ulceras gastricas (ARRIETA et al. 2003).

1.6. PRODUTOS NATURAIS E ATIVIDADE GASTROPROTETORA

Por muitos séculos o uso de plantas medicinais foi 0 Unico recurso terapéutico
disponivel para indmeros grupos étnicos e, hoje em dia, as plantas ainda séo
utilizadas na medicina tradicional para tratar, aliviar ou prevenir muitas doencas
(KAILEH et al., 2007). Atualmente, cerca de 50% dos medicamentos sao de origem
sintética e cerca de 30% sao de origem vegetal, isolados ou produzidos por semi-
sintese, ou seja, advém direta ou indiretamente de produtos naturais (RODRIGUES,
2008). Atropina, &cido salicilico, artemisinina, digoxina, morfina, reserpina, taxol,
tubocurarina, vincristina e vinblastina sao alguns exemplos de farmacos derivados
de plantas medicinais. A grande maioria dessas drogas obtidas a partir de plantas foi
descoberta através da investigacdo das curas tradicionais e conhecimentos
populares (GILANI, 2005).

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacdo mundial
utilizam préticas tradicionais nos seus cuidados basicos de saude e 85% destes
utilizam plantas ou preparacfes destas. Entretanto, poucas plantas (menos de 10%)

tém estudos cientificos para validagcdo de sua qualidade, seguranca e eficacia
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(CALIXTO, 2005). A América Latina abrange grande parte da biodiversidade
mundial, e o Brasil detém aproximadamente de 15 a 20% de todas as plantas e
micro-organismos existentes. Apesar disso, estima-se que ndo mais do que 25.000
espécies de plantas no mundo tem sido objeto de algum tipo de investigacédo
cientifica (CALIXTO, 2005). Embora o Brasil possua a mais rica biodiversidade do
mundo, nosso pais ndo tem uma atuacdo destacada no mercado mundial de
fitoterapicos, ficando inclusive atras de paises menos desenvolvidos
tecnologicamente (YUNES et. al., 2001).

Em contraste ao desenvolvimento de drogas sintéticas que requerem alto
custo e varios anos de pesquisa necessarios para o0 seu desenvolvimento, a
producao de fitoterapicos demanda consideravelmente menos dinheiro e mostra ser
perfeitamente possivel em paises em desenvolvimento, como o Brasil (CALIXTO,
2000). Sobretudo na regido Nordeste, o uso de plantas medicinais e preparagdes
caseiras assume importancia fundamental no tratamento das patologias que afetam
as populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia da assisténcia médica, a
influéncia da transmissédo oral dos habitos culturais e a disponibilidade da flora
(RATES, 2001). Este fato aliado a escassez de estudos farmacolégicos para a
maioria das espécies vegetais demonstra o enorme potencial do estudo de plantas
para a descoberta de novas moléculas terapeuticamente uteis (FOGLIO et al.,
2006).

E possivel encontrar na literatura trabalhos que demonstram a ac&o
gastroprotetora de plantas medicinais e de substancias isoladas a partir destas
(BROZOZOWSKI et. al., 2005; NAVARRETE et. al., 2005; NARAYAN et. al., 2005;
ANDREDO et. al., 2006; DA ROCHA LAPA et. al., 2007). Os compostos obtidos a
partir de plantas medicinais com atividade antiulcerogénica apresentam estruturas
guimicas diversas e distintos mecanismos de a¢do. Nesse contexto, as plantas
medicinais e as substancias isoladas como os terpenos, xantonas, flavondides,
alcaldides, glicosideos, saponinas e polissacarideos, apresentam importancia como
agentes terapéuticos, visto sua ampla utilizacdo na medicina popular, no tratamento
de desordens gastricas tais como Ulceras gastricas e gastrites (SCHMEDA-
HIRSCHMANN; YESILADA, 2005).

Neste sentido, estudos anteriores comprovaram a eficacia de alguns produtos
naturais para o tratamento de doencgas gastrintestinais. Por exemplo, a capsaicina

(derivada de pimentas do género Capsicum) protegeu a mucosa gastrica em
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voluntarios sadios que fizeram uso de acido acetilsalicilico (YEOH et al., 1995). O
extrato obtido a partir das folhas e frutos de Sapindus saponaria L., rico em
triterpenos pentaciclicos, demonstrou possuir atividades antiulcerogénica e
antisecretoria gastricas (MEYER et al., 2002). A diidro-epideoxiartenuina b, isolada
de Artemisia annua, apresentou acao antiulcerogénica, estimulando a producéo de
muco através do aumento dos niveis gastricos de prostaglandinas (FOGLIO et al.,
2002; DIAS, 2004). Ja& pacientes tratados com extrato de Maytenus ilicifolia
(espinheira-santa) por 28 dias apresentaram melhora significativa em relacdo ao
grupo placebo, no que diz respeito a sintomatologia dispéptica global, e
principalmente nos sintomas de azia e gastralgia (SANTOS-OLIVEIRA et al, 2009).
Muitas outras espécies vegetais sdo empregadas popularmente como Calendula
officinalis L. (caléndula) e Matricaria recutita L. (camomila), utilizadas devido as suas
atividades anti-inflamatoria, antitlcera géstrica e antiespasmaddica (SARTORI, et. al.
2003). PreparagOes farmacéuticas contendo extratos de folhas de Peumus boldus
(boldo) séo popularmente empregadas devido a suas propriedades digestivas, tais
como, estimulante de secrec¢des gastricas, facilitando a digestdo, antidispéptico e
antiespasmodico (JIMENEZ; SPEISKY 2000).

Substancias, obtidas a partir de plantas, com atividade antiulcerogénica,
exercem seus efeitos estimulando os fatores de protecdo da mucosa gastrica,
aumentando a sintese de prostaglandina e/ou estimulando a secre¢cdo de muco e
bicarbonato, ou ainda inibindo a secrecdo acida (BORRELLI; 1ZZO, 2000; LEWIS;
SHAW, 2001).

Deste modo, a confirmacdo ou negacdo da presenca de atividade
farmacologica em plantas consideradas pela populacdo como uteis, por exemplo,
para o tratamento de disturbios géastricos e de motilidade do trato gastrintestinal,
muito contribuiria para uma aplicacdo mais racional, segura e econdmica de suas
propriedades terapéuticas, especialmente para as populacdes de baixa renda
(MATOS, 1998). Assim, ensaios farmacologicos e toxicoldégicos sdo necessarios
para plantas medicinais, a fim de orientar melhor seu uso, pois 0 conhecimento
inadequado da dose, da parte empregada e das propriedades terapéuticas de
espécies vegetais, pode acarretar sérios problemas ao individuo. Em face do
exposto, faz-se necessario o desenvolvimento de novas opcgoes terapéuticas para o
tratamento da Ulcera gastrica. Neste contexto destaca-se Pilosocereus gounellei

(xiquexique) planta da familia das cactaceas utilizada pela populacdo para o
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tratamento de processos inflamatdrios, mas que apresenta em sua composi¢cao
compostos quimicos da classe dos triterpenos, esteroides e alcaloides, relacionados

a presenca de atividade gastroprotetora em outras plantas (SOUZA; SILVA, 2006).

1.7. Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex Row|

A familia Cactaceae pertence a ordem Caryophyllales, que possui cerca de 15
familias (JUDD et al. 1999). Compreende aproximadamente 124 géneros e
aproximadamente 1.440 espécies de distribuicdo quase exclusivamente neotropical
(HUNT et al., 2006). No Brasil, a familia Cactaceae esta representada por cerca de
37 géneros e 233 espécies (ZAPPI et al. 2007, CALVENTE, 2010). Dentre os
maiores géneros no Brasil destacam-se: Rhipsalis (35 espécies brasileiras no total
de 37), Melocactus (21 espécies) e Pilosocereus (38 espécies brasileiras no total de
48 espécies) (HUNT et al., 2006).

A espécie Pilosocereus gounellei (A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex Rowl,
popularmente conhecido como “xiquexique”, “alastrado”, € uma cactacea de tronco
ereto com galhos laterais afastados e descrevendo suavemente uma curva ampla
em direcdo ao solo. Seus ramos sao compostos por fortes espinhos de coloragao
verde-opaca, atingindo altura de 3,75m, com diametro da copa variando entre 1,45 a
3,27m. Suas flores s&o tubulosas com 15 a 17 cm de comprimento de cor branca. E
uma espécie endémica do Nordeste do Brasil, ocorrendo desde o Maranhéo até a
Bahia, sendo comumente observada nas areas mais secas do semiérido nordestino,
em solos rasos, em cima de rochas e se multiplica regularmente, cobrindo extensas
areas da caatinga (CAVALCANTI; RESENDE, 2007).

Seu uso medicinal pela populacdo do semiarido se faz pela ingestdo do cha,
obtido pela decoccdo das raizes, contra inflamacdes na prostata (AGRA et al.,
2008), mas também pelo uso da pomada do miolo macerado das partes aéreas em
lesBes na pele, dentre outros (ANDRADE, MARQUES, ZAPPI, 2006). Em estudos de
caracterizacao fitoquimica, observou-se, na polpa de xiquexique, a presenca de
cumarinas, flavonéides e tracos de saponinas (MEIADO et al., 2009). A figura 04
ilustra detalhes da espécie de Pilosocereus gounellei.
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Figura 4: Pilosocereus gounellei
Fonte:(http://obiomacaatinga.blogspot.com.br/2013/01/xique-xique-pilocereus-
gounellei.html)

1.8. CONSTITUINTES QUIMICOS ISOLADOS DO Pilosocereus gounellei

A andlise fitoquimica com as cascas do caule de Pilosocereus gounellei
permitiu até momento o isolamento de triterpenos, esteroides e feofitinas, e das
raizes foram isolados alcaloides (SOUZA; SILVA, 2006).

Os triterpenos possuem inumeras atividades biologicas, entre as quais se
destacam: cardioprotetora (SUDHAHAR, et al. 2007), gastroprotetora (PERTINO, et
al. 2007), anti-inflamatéria (MEDEIROS, et al. 2007), antitumoral (BRAGA, et al.
(2007), leishmanicida (DELGADO-MENDEZ, et al. 2008) e anti-hiperglicémica
(SATO, et al. 2007).

Na literatura sdo descritos efeitos antiulcerogénicos de triterpenos isolados de
varias espécies vegetais. Por exemplo, a resina de Protium heptaphyllum é rica em
triterpenos pentaciclicos do tipo a- e [-amirina, que possuem atividade
gastroprotetora em varios modelos de lesdes gastricas (OLIVEIRA, 2005).
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Podemos citar também, que o extrato obtido a partir das folhas e frutos de
Sapindus saponaria L. rico em triterpenos pentaciclicos, apresentou significante
atividade secretoria no modelo do piloro ligado em ratos, diminuindo o volume da
secrec¢do gastrica, a concentracdo de &cido cloridrico e o pH (MEYER et al., 2002).
Além disso, espécies nativas da floresta atlantica, como Maytenus aquifolium,
Soroceae bomplandii e Zolernia ilicifolia, conhecidas como “espinheiras santas”, sdo
tradicionalmente utilizadas como analgésicas e antiulcerogénicas. Dentre o0s
principais constituintes foram encontrados triterpenos, 0s quais podem estar
relacionados com a gastroprotecao observada nestas plantas, seja por aumento dos
fatores de protecdo como a estimulacio ou manutencdo da sintese de
prostaglandinas em altas concentracdes ou pela atividade antioxidante (GONZALEZ
et al., 2001).

Estudos descrevem ainda efeito gastroprotetor de alcaléides. Por exemplo, o
extrato das inflorescéncias de Senecio brasiliensis apresentou efeito gastroprotetor
em diversos modelos animais devido a presenca de alcaloides pirrolizidinicos
(TOMA et al.,2004). Algumas espécies do género Berberis contém matrina e
oximatrina, alcaloides que também possuem atividade gastroprotetora (LEWIS;
HANSON, 1991).

Vérios esterdides tem demonstrado possuir atividade antitlcera (BORRELLI,
1ZZ0O, 2000; LEWIS; HANSON, 1991; NAVARRETE et al.,2002). Estudos mostraram
gue € necessaria a presenca do grupamento hidroxila na posicao C-3 de esterbides
e de triterpenos para que exercam a atividade antitlcera (NAVARRETE et al., 2002).
Por exemplo, ja foi relatado que esterdides do tipo ecdisterona e rubrosterona estéao
presentes na espécie Pfaffia glomerata e ambos possuem o grupamento hidroxila
em C-3 responsavel pela atividade antitlcera (SHIOBARA et al.,1993).

Sabendo-se do potencial farmacolégico dos compostos isolados do EECPG e
EERPG citados acima, do uso medicinal pela populagéo e tendo em vista que néo
h& relatos sobre a atividade antitlcera do Pilosocereus gounellei na literatura, é
importante o estudo com esta espécie para avaliar sua possivel atividade
gastroprotetora. Desta forma, o presente trabalho teve como objetivo estudar a
atividade gastroprotetora dos extratos etandlicos obtidos, respectivamente, a partir
das cascas do caule e das raizes de Pilosocereus gounellei (EECPG e EERPG) em
modelos agudos de lesGes gastricas em camundongos e ratos, investigando seus

possiveis mecanismos de agao.
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2.0. OBJETIVOS

2.1. Objetivos Gerais

Investigar a presenca de atividade gastroprotetora dos extratos etandlicos
obtidos a partir das cascas do caule e das raizes de Pilosocereus gounellei
(A. Weber ex K. Schum.) Bly. Ex Rowl (Cactaceae) (EECPG e EERPG,
respectivamente), em modelos agudos de lesdes gastricas em camundongos

e ratos e seus possiveis mecanismos de agao.

2.2. Objetivos Especificos

Determinar a toxicidade aguda dos extratos EECPG e EERPG em

camundongos;

Averiguar o efeito do EECPG e EERPG em modelo agudo de Ulcera gastrica

induzida por etanol absoluto em camundongos;

Investigar o efeito do EECPG e EERPG em modelo de Ulcera gastrica por

isquemia e reperfuséo;

Avaliar o efeito de EECPG e EERPG em modelos de Ulcera gastrica por

estresse e retencao a frio em ratos;

Estudar o efeito do EECPG e EERPG sobre a secre¢do gastrica (volume, pH
e concentracdo de ions hidrogénio), através do modelo de ligadura de piloro

em ratos;

Determinar a participagdo de grupos sulfidrilas no possivel efeito
gastroprotetor do EECPG e EERPG, utilizando o modelo de Ulcera gastrica
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induzida por etanol absoluto em ratos pré-tratados com N-etiimaleimida
(NEM).

e Avaliar a participacdo das prostaglandinas no possivel efeito protetor gastrico
do EECPG e EERPG, no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol

absoluto em camundongos pré-tratados com Ibuprofeno.

e Determinar a participacdo da via oxido nitrico sintase (NOS) na possivel
citoprotecdo do EECPG e EERPG, utilizando o modelo de Ulcera gastrica
induzida por etanol absoluto em camundongos pré-tratados com NG-nitro-L-

arginina-metil-éster (L-NAME).
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3.0. MATERIAL E METODOS

3.1. Animais utilizados

Foram utilizados Camundongos Swiss de ambos os sexos (25-35 g) e ratos
Wistar de ambos os sexos (180-250 g), de 3 a 4 meses de idade, provenientes do
biotério setorial do Nucleo de Pesquisas em Plantas Medicinais (NPPM) da
Universidade Federal do Piaui — UFPI, mantidos a temperatura de 24 + 1° C e ciclo
de claro e escuro de 12 h com agua e racao a vontade. Os animais foram colocados
em jejum de 18 h antes da realizagdo dos experimentos. A eutanasia foi realizada
com sobredose anestésica (tiopental sddico, 100 mg/kg, i.p.). Nos protocolos
envolvendo cirurgia, os animais foram anestesiados por uma associacdo de
cloridrato de xilazina (5 mg/kg) e cloridrato de cetamina (45 mg/kg) intramuscular,
sendo refeita a anestesia sempre que o animal apresentasse sinais de recuperacao,
de com acordo com a recomendacao do médico veterinario professor Dr. Rozeverter
Moreno Fernandes (CRMV-PI 0290) e resolugcéo N° 1000, de 11 de maio de 2012.
Todos os protocolos foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentac&o
Animal — CEEA/UFPI, com o nimero de parecer 077/11.

3.2. Coleta do material botanico

A espécie Pilosocereus gounellei foi coletada no municipio de Boa Vista - PB,
em novembro de 2010. Sua identificacdo botanica foi realizada pelo Prof. Dr.
Leonardo Pessoa Felix (DF/CCA/UFPB) sendo uma exsicata depositada no Herbario
Prof. Jaime Coelho de Morais do Centro de Ciéncias Agrarias da Universidade
Federal da Paraiba (CCA/UFPB) sob o codigo 15.437.

3.2.1. Processamento da planta

O material coletado (raiz e caule) foi desidratado em estufa com ar circulante

a 40 °C durante 72 horas. Em seguida, as raizes e caules foram triturados
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isoladamente em moinho mecanico fornecendo 1.370 g do p6 da raiz e 2.080 g do

p6 do caule (Esquema 1l e 2).

3.2.2. Obtencéo do extrato etandlico

Os pos do caule e da raiz (2.078,92 g e 1.370 g, respectivamente) foram
submetidos isoladamente a maceragcédo durante 72 horas a temperatura ambiente,
utilizando-se como liquido extrator etanol a 95%, e o0 processo repetido
exaustivamente, resultando nas respectivas solugdes extrativas, que foram filtradas
e concentradas em evaporador rotativo, obtendo-se 105,29 g do extrato etandlico
bruto do caule e, 27,0 g do extrato etandlico bruto da raiz (Esquema 1 e 2,

respectivamente).

P6 do caule
(2.080 g)

- Maceragao 72h com Etanol
- Concentracao sob presséao reduzida

Extrato Etanolico
EECPG
(105,299)

Esquema 1: obtencgdo do extrato etandlico bruto do Caule de Pilosocereus gounellei
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P64 da raiz
(1. 370 g)

- Maceracao 72h com Etanol
- Concentracao sob presséao reduzida

Extrato Etandlico
EERPG
(27,0 9)

Esquema 2: obtencdo do extrato etandlico bruto da raiz de Pilosocereus gounellei

3.2.6. Diluicdo do Extrato e das drogas

Todas as solucdes foram preparadas imediatamente antes de cada experimento,
utilizando-se como veiculo Tween 80 a 2% em solucdo salina 0,9%. As
concentracfes dos extratos de Pilosocereus gounellei e farmacos foram ajustadas
de acordo com o tratamento para administracdo em um volume de 5 mL/kg para

ratos e 10 mL/kg para camundongos.

3.3. Drogas e Reagentes

Utilizou-se Alcool etilico P.A. 99,6% (Quimex, Brasil); Carbenoxolona (Sigma,
U.S.A); Cimetidina (Tagamet) (Glaxo Smithkline, Brasil); Cloridrato de Xilazina
injetavel 10mL (Syntec, Brasil); Cloridrato de Cetamina injetavel 10mL (Syntec,
Brasil); Ibuprofeno (Sigma, U.S.A); N-acetilcisteina (Fluimucil) 200 mg granulado
Zambon (Brasil); N-etilmaleimida; NG-nitro-L-arginina-metil-éster Sigma (USA); L-
arginina (Sigma,USA); Tween 80 (Sigma, USA).
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3.4. Equipamentos Laboratoriais

Os equipamentos laboratoriais utilizados foram: Agitador de tubos (VORTEX,
AP 56 PHOENIX); Balanca Analitica (modelo — AR2140) (OHAUS, U.S.A); Balanca
Digital para pesar animais (Plenna, U.S.A); Centrifuga (Sigma Laboratory
centrifuges, U.S.A); Freezer; Homogeinezador (Marconi, Bosch, Piracicaba, Brasil);
pH-metro digital (Tecnal, Brasil).

3.5. Atividade Farmacolégica
3.5.1. Toxicidade Aguda

3.5.1.1. Avaliacédo da Toxicidade Aguda em Camundongos e Determinacao da
DLso

Para a avaliacdo da toxicidade aguda do EECPG e EERPG, seguindo as
diretrizes da OECD (Organization for Economic Co-operation and Development),
Guideline 423, foram utilizados 6 camundongos Swiss, pesando entre 25-30 g,
distribuidos em grupos de 03 machos e 03 fémeas e tratados com uma dose Unica
de 2.000 mg/kg do EECPG e EERPG por via oral. Os animais foram mantidos em
caixas, em sala com ciclo claro-escuro de 12 horas e temperatura de 24 + 1° C.
Permaneceram em jejum 18 horas antes da administracdo dos extratos e voltaram a
receber racdo e agua somente 4 horas apos a administracdo dos extratos (BRITO,
1994). Foram observados nos primeiros 30, 60, 120, 180 e 240 minutos e a cada 24
horas durante 14 dias, observando-se o aparecimento de parametros tais como
alteracdo da locomocao, frequéncia cardiaca e respiratoria, piloerecéo, diarréia,
sialorréia, hipnose, convulsdes. O numero total de mortos em cada grupo foi
guantificado até o final de um periodo de 14 dias para se estimar a dose letal média
(DLsg) seguindo as diretrizes OECD Guideline 423/2001.

3.5.2 Avaliacéo da Atividade Gastroprotetora

3.5.2.1. LesbBes Gastricas Induzidas por Etanol Absoluto

Apos jejum de solidos de 18 h, os camundongos foram divididos em grupos e

tratados por via oral, com veiculo (Tween 80 a 2% em solucdo salina 0,9%,
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0,1mL/10 g), EECPG (100, 200 e 400 mg/kg), EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) ou
carbenoxolona 100 mg/kg (controle positivo). Uma hora apds os tratamentos as
lesbes gastricas foram induzidas pela administracdo oral de etanol absoluto (0,2
mL/animal). Decorridos 30 min. apds a administracdo do etanol, os animais foram
eutanasiados com sobredose anestésica (tiopental sédico, 100 mg/kg, i.p.). Seus
estbmagos foram retirados e abertos pela curvatura maior e entdo lavados com
solucdo salina (NaCl 0,9 %) e comprimidos entre dois vidros de relégio para uma
melhor visualizacdo. A area de lesdo gastrica glandular foi determinada com o
auxilio de um programa de planimetria (mm?) computadorizada (ImageJ®).
(ROBERT et al., 1979).

3.5.2.2. Lesbes gastricas Induzidas por Isquemia e Reperfusdo em Ratos

Ratos foram colocados em jejum de 18 horas com livre acesso a agua; foram
tratados por via oral com o veiculo (Tween 80 a 2% em solucado salina 0,9%, 0,5
mL/100 g), EECPG (100, 200 e 400 mg/kg), EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) ou N-
acetilcisteina (NAC 200 mg/kg). Trinta minutos depois os animais foram
anestesiados por uma associagao de cloridrato de xilazina (5,0 mg/kg) e cloridrato
de cetamina (45 mg/kg) intramuscular. Apés 1 hora do tratamento, foi feita uma
incisdo de aproximadamente 3 cm do lado esquerdo do abdomen. A artéria aorta foi
localizada e, posteriormente, a artéria celiaca, a qual foi obstruida por 30 minutos
usando um “clamp” microvascular. Transcorridos 30 minutos da isquemia, retirou-se
o “clamp” para permitir a reperfusdo da mucosa gastrica por 60 min (UEDA et al.,
1989). A seguir, os animais foram eutanasiados, os estdmagos retirados e abertos
pela curvatura maior e entdo lavados com solucao salina (NaCl 0,9 %). A area de
lesdo gastrica glandular foi determinada por planimetria (mm? (ROBERT et al.,
1979; YOSHIKAWA et al., 1989).

3.5.2.3. LesBes Gastricas Induzidas por Estresse (imobilizacédo e frio) em Ratos

Ratos submetidos a jejum por 18 horas foram tratados por via oral com

veiculo (Tween 80 a 2% em solucéo salina 0,9%, 1mL/100 g), EECPG (100, 200 e
400 mg/kg), EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg). Apés 1
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hora, os animais foram anestesiados por uma associacao de cloridrato de xilazina (5
mg/kg) e cloridrato de cetamina (45 mg/kg) intramuscular, contidos em tela plastica,
e colocados em camara fria (3 £ 1°C) durante 3 h. ApGs este periodo, os animais
foram eutanasiados e as lesdes gastricas avaliadas de acordo com a metodologia
descrita por Senay; Levine (1967).

3.5.2.4. Avaliacdo da Atividade Antissecretora Acida - Ligadura de Piloro

Apbs um periodo de jejum de sélidos de 18 horas com acesso livre a
agua, os ratos foram anestesiados e colocados em decubito dorsal em uma placa de
isopor. Através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, foi localizado o
estbmago e procedido a ligadura do piloro com linha. Durante a cirurgia, por via
intraduodenal, os animais receberam o veiculo (salina 0,9%, 0,1 mL/10 g); EECPG
(200, 200 e 400 mg/kg); EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) ou cimetidina (100 mg/kg).
A seguir, a parede abdominal foi suturada. Quatro horas apoés a cirurgia, 0s animais
foram eutanasiados e seus estbmagos removidos. O esodfago foi fechado através do
pincamento para evitar perda do material secretado. O o6rgdo foi lavado
externamente com &agua, seco em gaze e aberto ao longo da curvatura menor
(SHAY et al., 1945). A mucosa foi lavada com 3 mL de agua destilada, recolhendo-
se 0 suco gastrico e o lavado em tubos de ensaio para a centrifugacao (1500 rpm
durante 30 minutos). Apos a centrifugacdo, o volume gastrico foi quantificado em
proveta e a acidez total (mEg/H+/mL.4h) foi quantificada por titulagdo simples com
NaOH 0,1 N (DOMER, 1971). Para determinar o ponto de viragem utilizou-se um pH-
metro digital.

3.5.2.5. Efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG na Les&o Géastrica Induzida
por Etanol: Papel dos Grupos Sulfidrilas ndo Proteicos (NP-SH)

Ratos receberam por via intraperitoneal, N-etilmaleimida (NEM, 10 mg/kg), um
inativador dos grupos NP-SH, ou veiculo (Tween 80 a 2% em solug&o salina 0,9%,

1mL/100 g) trinta minutos antes do tratamento oral com veiculo, EECPG (200



41

mg/kg), EERPG (200 mg/kg) ou N-acetilcisteina (200 mg/kg). Depois de 1 h, lesdes
gastricas foram induzidas através da administracdo de 1 mL de etanol absoluto por
animal (MATSUDA et al, 1999). Trinta minutos ap0s a administracao do etanol, os
animais foram eutanasiados e os estdmagos removidos e abertos pela curvatura
maior e a area de lesdo gastrica glandular foi determinada por planimetria (mm?)
(BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

3.5.2.6. Efeito Gastroprotetor do EECPG e EERPG na Lesdo Gastrica Induzida

por Etanol: Participacéo das Prostaglandinas

Camundongos foram colocados em jejum por 18 h com livre acesso a agua;
os animais foram divididos em grupos: o primeiro foi tratado com veiculo (Tween 80
a 2% em solucao salina 0,9%, 0,1mL/10 g) ou EECPG (200 mg/kg) ou EERPG (200
mg/kg) por via oral ou misoprostol (50 upg/kg, v.0.), em segundo momento novos
grupos foram tratados (v.0.) com ibuprofeno (100 mg/kg) 1 h antes da administracéo
da salina (0,9 %), EECPG (200 mg/kg); EERPG (200 mg/kg) ou misoprostol (50
Hag/kg). Apés 1 h dos tratamentos, todos os animais receberam etanol absoluto (0,2
mL) para a indugcao das lesdes, 30 min depois, os animais foram eutanasiados e
seus estbmagos removidos e a area de leséo gastrica glandular foi determinada por
planimetria (mm?) (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

3.5.2.7. Efeito Gastroprotetor do EECPG e EERPG na Les&o Gastrica Induzida
por Etanol: Papel do Oxido Nitrico

Camundongos foram colocados em jejum por 18 h com livre acesso a agua;
os animais foram divididos em grupos: o primeiro conjunto de grupos foi tratado com
veiculo (Tween 80 a 2% em solu¢éo salina 0,9%, 0,1mL/10 g), EECPG (200 mg/kg)
ou EERPG (200 mg/kg) por via oral; e por via intraperitoneal, L-arginina na dose de
600 mg/kg. O outro conjunto de grupos foi pré-tratado por via intraperitoneal com
NG-nitro-L-arginina-metil-éster (L-NAME, 20 mg/kg), um inibidor da NO-sintase e
decorridos 30 minutos deste tratamento, todos os animais foram tratados com
veiculo, EECPG (200 mg/kg) ou EERPG (200 mg/kg) por via oral; e L-arginina (600

mg/kg, i.p.). Apés uma hora, para os extratos, e 30 minutos, para L-arginina; foi
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administrado etanol absoluto (0,2 mL por animal) a todos os grupos. Decorridos
trinta minutos apés a administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados. Seus
estbmagos foram retirados e abertos pela curvatura maior e entdo lavados com
solucdo (NaCl 0,9 %) (OLINDA et al., 2008). A area de lesdo géstrica glandular foi
determinada por planimetria (mm?) (BHARGAVA; GUPTA; TANGRI, 1973).

3.6. Andlise Estatistica.

Os dados obtidos foram expressos como média + erro padrdao da media
(MzEPM), dessa forma as médias experimentais foram comparadas utilizando-se a
analise de variancia (ANOVA) e a significancia entre os grupos foi estabelecida pelo
teste de multipla comparacéo de Student Newman Keuls. A significancia minima foi

aceita em nivel de p<0,05.



4.0. RESULTADOS

4.1. TOXICIDADE AGUDA

4.1.1. Avaliacdo da Toxicidade aguda em Camundongos e Estimativa da DLsg

do EECPG e EERPG em Camundongos

O EECPG e EERPG na dose de 2.000 mg/kg, via oral, em camundongos nao
demonstraram nenhum sinal de toxicidade evidente e ndo provocaram morte dos

animais, dentro de 4 horas e a cada 24 horas durante 14 dias, sendo possivel

estimar que a DLso dos extratos é maior que 2g/kg, via oral (Tabelal).

Tabelal: Toxicidade aguda do extrato etandlico do caule e da raiz de Pilosocereus gounellei (EECPG e

EERPG), na dose de 2 g/kg, via oral. (0) Sem efeito; (-) efeito diminuido; (+) efeito aumentado.
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4.2. Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora

4.2.1. Efeito Gastroprotetor do EECPG e EERPG na Lesdo Gastrica Induzida
por Etanol Absoluto em Camundongos

O etanol absoluto administrado por via oral (0,2 mL/animal) promoveu
intensos danos a mucosa gastrica sob a forma de erosdes hemorragicas no grupo
de animais que recebeu apenas veiculo (Tween 80 a 2% em solucdo salina 0,9%,
0,1mL/10 g). A area de lesédo gastrica glandular no grupo controle foi de 13,54 +
0,71. O EECPG reduziu significativamente (p<0,001) as lesdes gastricas nas doses
de 100, 200 e 400 mg/kg (9,55 + 1,06; 5,95 + 0,24 e 3,1 £ 0,91, respectivamente),
obtendo-se efeito gastroprotetor de 30%, 56% e 77%, respectivamente, em relacao
aos animais tratados com veiculo (Gréafico 1).

De forma semelhante, o EERPG reduziu o percentual de lesdo nos animais
submetidos ao protocolo de lesbes gastricas induzidas por etanol. O EERPG nao
reduziu as lesbes géstricas de modo significativo para dose de 100 mg/kg (12,48 +
1,35), mas reduziu de modo significativo (p<0,01) as lesdes gastricas na dose de
200 mg/kg (3,70 £ 1,76) e também diminuiu significativamente (p<0,001) na dose de
400 mg/kg (4,4 £ 1,00) quando comparadas ao grupo veiculo (14,3 = 2,69). Obtendo-
se protecao de 13%, 74%, 69%, respectivamente, em relacdo aos animais tratados
com veiculo (Grafico 2).

A carbenoxolona (100 mg/kg), farmaco de referéncia, também inibiu
significativamente (p<0,001) as lesdes gastricas. E sua protecdo gastrica no
experimento com EECPG foi de 2,3 + 0,54 (protecdo de 83%) (Grafico 1). J& para o
EERPG foi de 1,62 + 0,22 (protecdo de 89%), quando comparados ao veiculo
(Gréfico 2).
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Gréfico 1: Efeito do EECPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesGes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média de (n=6) e representam a
area das lesdes em mm?. Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solucao salina 0,9%,
0,1mL/10 g), EECPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou carbenoxolona (100 mg/kg). Os valores sdo expressos em
média + EPM. **p<0,01; ***p<0,01 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).
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Gréfico 2: Efeito do EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesGes gastricas induzidas por etanol absoluto em
camundongos. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média de (n=6) e representam a
area das lesdes em mm?. Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solucao salina 0,9%,
0,1mL/10 g), EERPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou carbenoxolona (100 mg/kg). Os valores sdo expressos em média
+ EPM. **p<0,01; ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).
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4.2.2. Efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG sobre as Lesdes Géstricas
Induzidas por Isquemia e Reperfusdo em Ratos

Apds 30 min de isquemia e 1 h de reperfusdo, os animais que receberam
apenas veiculo mostraram elevada area de lesdo (mm?) da mucosa gastrica (4,84 +
0,65). O EERPG néao diminuiu as lesdes gastricas para dose de 100 mg/kg (3,86 +
0,59), mas inibiu de maneira significativa (p<0,001) as lesdes gastricas para as
doses de 200 e 400 mg/kg (1,46 + 0,14 e 1,78 £ 0,38, respectivamente), obtendo-se
protecdo de 20%, 70% e 63%, respectivamente, em relagdo aos animais tratados
com veiculo (Grafico 3).

O EERPG nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg, promoveu reducdo
significativa (p<0,001) do percentual das lesées na ordem de 2,04 = 0,25, 1,46 +
0,13, 1,72 £ 0,29 com protecdo de 82%, 87%, 85%, respectivamente quando
comparado ao grupo veiculo (11,14 £+ 1,00) (Grafico 4).

N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg), farmaco de referéncia, promoveu inibigdo
significativa (p<0,001) das lesBes gastricas: a area de protegdo gastrica nos
experimentos com EECPG foi de 1,30 + 0,29 (73%) e com EERPG foi de 1,54 = 0,55

(86%), quando comparados ao veiculo (Graficos 3 e 4).
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Grafico 3 - Efeito do EECPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesdes gastricas induzidas por isquemia e reperfusao
em ratos. Os resultados estédo expressos como média + erro padrao da média de (n=6) e representam a area das
lesbes em mm?Z. Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solucao salina 0,9%, 1mL/100
g), EECPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou NAC (200 mg/kg). Os valores sdo expressos em média + EPM.
***p<0,001 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).
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Gréfico 4- Efeito do EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesdes géastricas induzidas por isquemia e reperfusao
em ratos. Os resultados estédo expressos como média + erro padrdo da média de (n=6) e representam a area das
lesdes em mm?. Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solucao salina 0,9%, 1mL/100
g), EERPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou NAC (200 mg/kg). Os valores sao expressos em média + EPM.
***n<0,001 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).

4.2.3. Efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG sobre as LesGes Gastricas
Induzidas por Estresse e Retencédo a Frio em Ratos

No modelo de lesdo gastrica induzida por estresse (imobilizacdo e frio) os
resultados demonstraram que o EECPG (100, 200 e 400 mg/kg, v.0.) reduziu a area
de lesdes gastricas de maneira significativa (p<0,001) (0,56 + 0,07, 0,26 + 0,09, 0,06
+ 0,03, respectivamente), obtendo-se protecdo de 60%, 81% e 95,2%,
respectivamente, em relacdo aos animais tratados com veiculo (1,40 £ 0,16) (Grafico
5).

De forma semelhante, o EERPG reduziu o percentual de lesdo nos animais
submetidos ao protocolo de lesbes gastricas induzidas por estresse e retencao a frio
em ratos. As doses de EERPG utilizadas, 100, 200 e 400 mg/kg, promoveram
reducdo significativa (p<0,001) do percentual de leséo de 3,12 + 0,36 no grupo
veiculo para 0,70 + 0,07; 0,22 £ 0,03 e 0,17 £ 0,07 com protecédo de 78%, 93%, 95%

mm?2, respectivamente (Gréfico 6).
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A cimetidina (100 mg/kg), droga padrdo, também foi capaz de reduzir de
forma significativa (p<0,001) as lesGes gastricas nos experimentos com EECPG e
EERPG para 0,02 + 0,02 (protecdo de 98,6%), quando comparados ao veiculo
(Gréficos 5 e 6).
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Gréfico 5 - Efeito do EECPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesbes gastricas induzidas por estresse e retencao a
frio em ratos. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média de (n=6) e representam a area
das lesdes em mm®. Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solucdo salina 0,9%,
1mL/100 g), EECPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou Cimetidina (100 mg/kg). Os valores sao expressos em média +
EPM. ***p<0,001 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).
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Grafico 6 - Efeito do EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre lesBes gastricas induzidas por estresse e retencdo a
frio em ratos. Os resultados estéo expressos como média + erro padrdo da média de (n=6) e representam a area
das lesdes em mm?2 Os animais receberam, por via oral: veiculo (Tween 80 a 2% em solugdo salina 0,9%,
1mL/100 g), EECPG, 100, 200 e 400 mg/kg ou Cimetidina (100 mg/kg). Os valores séo expressos em média +
EPM. **p<0,001 vs veiculo (ANOVA, teste Student Newman Keul).
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4.2.4. Efeito do EECPG e EERPG sobre o Volume Géstrico, pH e Acidez
Titulavel em Ratos Submetidos ao Modelo de Ligadura de Piloro

N&o houve reducado dos valores médios do volume géstrico no grupo tratado
com EECPG nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg (6,80 £ 0,30, 5,93 + 0,22; 6.94 +
0,60 mL, respectivamente), quando comparado ao grupo controle veiculo (7,50 +
0,53 mL). EECPG (100; 200 e 400 mg/kg) também n&o foi capaz de modificar
significativamente o pH da secrecado gastrica (3,03 + 0,37, 3,23 £ 0,42, 2,14 + 0,49,
respectivamente) em comparacao ao controle (4,97 £ 0,94), assim como nao reduziu
significativamente a acidez titulavel da secrecdo gastrica (0,52 + 0,07, 0,29 + 0,05,
0,66+ 0,44, respetivamente) ao comparar com o grupo veiculo (0,35 + 0,07
mEqg/ml/4h). Cimetidina (100 mg/kg), droga padrdo, inibiu de forma significativa
(p<0,01) o volume (4,46 = 0,50), elevou (p<0,05) o pH (7,06 = 0,69) e diminuiu
significativamente (p<0.01) a acidez titulavel da secrecdo gastrica (0,037t 0,026)
guando comparada ao veiculo (Tabela 2).

De forma semelhante, o EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) n&o reduziu 0s
valores médios do volume gastrico (4,10 + 0,20, 5,00 + 0,39, 5,88 = 0,79 mL,
respectivamente), quando comparado ao grupo controle veiculo (6,00 0,35). Nas
mesmas doses EERPG nao modificou o pH da secrec¢éo gastrica (2,23 £ 0,23, 2,93
+ 0,36, 2,69 + 0,17 respectivamente) em relacdo ao grupo veiculo (3,14 + 0,37)
(Tabela 2). As doses de 100, 200 e 400 mg/kg do EERPG também né&o diminuiram
a acidez titulavel da secrecédo gastrica (0,13 + 0,02, 0,11 + 0,01, 0,18 + 0,01,
respectivamente) quando comparado ao grupo tratado apenas com veiculo (0,009 +
0,006 mEg/ml/4h). Por outro lado, cimetidina (100 mg/kg) reduziu parcialmente
(p<0,05) o volume (3,98 = 0,4), elevou significativamente (p<0,001) o pH (6,80 +
0,55) e diminuiu significativamente (p<0,001) a acidez (0,009 + 0,006) quando

comparada ao grupo veiculo (Tabela 2).
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Tabela 2: Efeito do EEPG e EERPG (100, 200 e 400 mg/kg) sobre volume géstrico,

pH e acidez titulavel em Ratos Submetidos ao Modelo de Ligadura de Piloro

Volume pH Acidez

Tratamento (mL) (ppm) (mEqg/ml/4h)
Veiculo 7,50 + 0,53 457 +£0,94 0,35+ 0,07
EECPG 100 mg/kg 6,80 + 0,30 3,03+0,37 0,52 +£0,07*
EECPG 200 mg/kg 5,93 + 0,22 3,23+0,42 0,29 £ 0,05
EECPG 400 mg/kg 6,94 + 0,60 2,14 +0,49 0,66 + 0,04**
Cimetidina 100 mg/kg 4,46 + 0,50** 7,06 + 0,69* 0,037 +0,026**
Veiculo 6,00 £ 0,35 3,14 £ 0,37 0,15 + 0,02
EERPG 100 mg/kg 4,10 + 0,20 2,23+0,23 0,13+0,02
EERPG 200 mg/kg 5,00 £ 0,39 2,93+0,36 0,11+0,01
EERPG 400 mg/kg 5,88 £ 0,79 2,69+0,17 0,18 +0,01
Cimetidina 100 mg/kg 3,98 + 0,40* 6,80 + 0,55*** 0,009 £ 0,006***

Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 6 animais. A diferenca entre

os grupos foi verificada através da analise de varidncia (ANOVA) seguida do Teste Newman Keuls

*p<0,05 vs veiculo; ** p<0,01 vs veiculo; ***p <0,001 vs veiculo.

4.2.5. Efeito Gastroprotetor do EECPG e EERPG na Lesado Gastrica Induzida

por Etanol: Papel dos Grupos Sulfidrilas ndo Proteicos (NP-SH) Gastricos

Os resultados obtidos mostram que nos grupos previamente tratados com

veiculo (Tween 80 a 2% em solucédo salina 0,9%, 1mL/100 g) e depois tratados com
EECPG (200 mg/kg, v.0.), EERPG (200 mg/kg, v.0.) ou NAC (200 mg/kg, v.0.),
houve uma reducdo significativa na area de leséo gastrica para 22,48 = 1,60; 22,26 +

3,53 e 13,68 + 1,88 respectivamente, quando comparada ao controle (36.78 + 2,57).
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Nos grupos pré-tratados com NEM, o efeito protetor do EECPG (200 mg/kg, v.0.),
EERPG (200 mg/kg, v.0.) ou NAC (200 mg/kg, v.0.) foi parcialmente revertido (36,65
+ 1,13 e 33,18 £ 1,51 e 28,83 + 2,21, respectivamente) quando comparado ao
controle (55,21 + 2,67) (Grafico 7).
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Grafico 7: Efeito do EECPG e EERPG na dose de 200 mg/kg e da N-acetilcisteina (NAC 200 mg/kg) apos pré-
tratamento com N-etilmaleimida (NEM) no modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto em ratos. Os
dados estdo expressos como média + E.P.M., *p<0,05 vs veiculo, ***p<0,001 vs veiculo, # p< 0.001 vs EERPG,
#p vs EECPG, " p VS NAC (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

4.2.6. Efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG na Lesdo Gastrica Induzida por

Etanol: Participacdo das Prostaglandinas

Os grupos tratados com EECPG (200 mg/kg, v.0.), EERPG (200 mg/kg, v.0.)
ou misoprostol (50 pg/kg, v.0.) apresentaram uma diminui¢do significativa (p<0,001)
na injaria gastrica provocada pelo etanol (10,68 + 2,49; 10,94 + 3,35; 6,31 = 1,34,
respectivamente) quando comparados ao grupo controle veiculo (27,34 + 2,40)
(Grafico 8).

O pré-tratamento com ibuprofeno (100 mg/kg, v.0.) promoveu reversao

significativa (p<0,01) na gastroprotecdo exercida por EECPG (25,44 + 3,53) e
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EERPG (24,28 + 2,92). O misoprostol (15,17 + 2,44) também teve seu efeito
gastroprotetor parcialmente revertido (p<0,05) pelo pré-tratamento com ibuprofeno

guando comparado ao grupo controle veiculo (41,23 + 1,70) (Grafico 8).
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Gréfico 8: Efeito do Extrato Etandlico do caule e da raiz de Pilosocereus gounellei (EECPG e EERPG) na dose
de 200 mg/kg e do misoprostol (50 pg/kg) apods pré-tratamento com Ibuprofeno no modelo de lesbes gastricas
induzidas#por etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M., **p<0,001 vs
veiculo; * p<0.01 vs EERPG; ™ p<0.01 vs EECPG; * p<0.05 vs misoprostol (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).

4.2.7. Efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG na Lesao Gastrica Induzida por
Etanol: Papel do Oxido Nitrico

Os resultados obtidos mostram que no grupo controle, o etanol absoluto
produziu lesdes gastricas (17,16 + 2,72) que foram reduzidas significativamente
(p<0,01) nos grupos de animais tratados com o EECPG (200 mg/kg), EERPG (200
mg/kg) ou L-arginina (600 mg/kg) (5,95 = 0,24; 5,28 + 2,09 e 6,18 = 1,14,
respectivamente) (Grafico 9).

O pré-tratamento com L-NAME (20 mg/kg, i.p.) atenuou significativamente
(p<0,001) a inibicdo da lesdo gastrica promovida pelo EECPG (200 mg/kg), EERPG
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(200 mg/kg) ou L-arginina (600 mg/kg), para 27,30 = 2,47; 23,40 = 2,78 e 28,10 +

3,82, respectivamente quando comparado ao grupo tratado com veiculo. (Gréfico 9).
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Gréfico 9: Efeito do Extrato Etandlico do caule e da raiz de Pilosocereus gounellei (EECPG e EERPG) na dose
de 200 mg/kg e da L-arginina (600 mg/kg) apds prétratamento com L-NAME no modelo de lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos. Os dados estdo expressos como média + E.P.M., **p<0,01 vs
veiculo; " p<0.001 vs EERPG; “* p<0.001 vs EECPG; " p<0.001 vs L-Argininal (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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5.0. DISCUSSAO

A diminuicdo na producdo de acido géastrico bem como o estimulo dos
mecanismos protetores da mucosa gastrica sdo 0s principais objetivos da terapia
das Ulceras pépticas (VYAWAHARE et al., 2009). Existem varios medicamentos
sintéticos disponiveis para o tratamento de Ulceras (BHATTACHARYA et al., 2007).
No entanto, apesar de sua eficacia clinica, seus eventuais efeitos colaterais,
interagbes medicamentosas e altos indices de reincidéncia representam um grande
empecilho na terapéutica (UYANIKOGLU, et al.,, 2012). Além disso, é importante
destacar que a introducdo de novos medicamentos para o tratamento de Ulceras
demanda um alto custo financeiro (SOUZA, 2008).

Em virtude destes motivos, nos ultimos anos tem crescido o interesse por
novas alternativas terapéuticas para o tratamento da Ulcera géastrica. Neste contexto
as plantas medicinais surgem como atrativas fontes de novos medicamentos,
mostrando resultados promissores nesse tratamento.

Pilosocereus gounellei, popularmente conhecida como Xxiquexique, €
empregada pelos agricultores em periodos de seca na alimentagdo de ruminantes, o
gue evidencia a importancia dessa cactacea como reserva estratégica para 0S
sistemas pecuarios do semiarido. Seu uso medicinal pela popula¢do do semiarido se
faz pela ingestdo do cha, feito pela decoccédo das raizes, contra inflamacfes na
prostata (AGRA et al., 2008), mas também pelo uso da pomada do miolo das partes
aéreas macerado em lesdes na pele (ANDRADE, MARQUES, ZAPPI, 2006).

Em estudos de caracterizagcdo fitoquimica, observou-se, na polpa de
xiguexique, a presenca de cumarinas, flavonodides e tracos de saponinas (MEIADO
et al., 2009). A andlise fitoquimica realizada com as cascas do caule de Pilosocereus
gounellei permitiu até o momento o isolamento de triterpenos, esteroides e feofitinas.
E das raizes foram isolados alcaloides (SOUZA; SILVA, 2006), o que demonstra o
grande potencial desta espécie medicinal como fonte alternativa para o tratamento
de Ulceras.

Algumas de suas ac¢fes ja foram comprovadas cientificamente, no entanto,
observa-se que seu uso para alivio e cura de problemas gastricos pela populacéo,
ainda nao foi estudado, e aliado a necessidade da descoberta de novas terapias, 0

objetivo deste trabalho foi avaliar, a partir de metodologias padronizadas e
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validadas, a acdo dos extratos etandlicos da casca do caule e das raizes de
Pilosocereus gounellei na protecdo gastrica.

Os resultados obtidos nessa investigacdo mostram, pela primeira vez, que o
EECPG e o0 EERPG, apresentam atividade gastroprotetora em diferentes modelos
de Ulcera géastrica em camundongos e ratos.

Antes da realizacdo de testes experimentais para verificar o possivel efeito
gastroprotetor de EECPG e EERPG avaliou-se sua toxicidade aguda.

Sabe-se que procedimentos clinicos com plantas medicinais tém sido
amplamente utilizados desde os primordios da histéria humana, muitas vezes sem
restricbes e de forma indiscriminada (VENDRUSCOLO et al., 2005). No entanto, o
uso popular, e mesmo o tradicional, ndo é suficiente para validar eticamente as
plantas medicinais como medicamentos eficazes e seguros (TUROLLA;
NASCIMENTO, 2006; AGRA et al.,2007; 2008). E fundamental o estabelecimento da
seguranca, eficacia e garantia da qualidade destas preparacfes, pois seu uso
inadequado, sem 0 conhecimento toxicolégico necessario, pode originar efeitos
adversos retardados e/ou assintomaticos (VENDRUSCOLO et al., 2005).

Os estudos toxicologicos tém entre muitas finalidades, contestar a ideia
errbnea de que produtos fitoterapicos, por serem naturais, sdo isentos de efeitos
toxicos ou adversos, e que o0 uso popular de plantas medicinais é suficiente para
validar a eficacia destes medicamentos (LAPA, 2001; CRAVEIRO et al., 2008;
MARLIERE et al., 2008; SILVEIRA et al., 2008).

Segundo Marize (2006) a toxicidade aguda € utilizada para avaliar extratos de
plantas medicinais de acordo com seu potencial de letalidade ou sinais toxicos.

O estudo foi iniciado com a realizacdo da triagem farmacoldgica
comportamental utilizando a metodologia preconizada por Almeida et al (1999), com
objetivo de identificar as possiveis alteragcdes em nivel do SNC e SNA produzidas
pelos EECPG e EERPG (OECD, 2001). Foi observado que o EECPG e o0 EERPG na
dose uUnica de 2000 mg/kg ndo provocou nenhuma alteracdo comportamental dentro
dos parametros avaliados.

Por néo ter ocorréncia de morte dos animais, foi possivel estimar que a DLsg €
maior que 2g/kg. Dessa forma, foi possivel escolher com seguranca as doses do
EECPG e EERPG para realizagcéo da investigacdo da atividade gastroprotetora. A
escolha das doses esta de acordo com o preconizado por Souza Brito (1994), que

diz que as doses utilizadas para extratos brutos em triagens farmacoldgicas nao
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devem ultrapassar 1000 mg/kg. Esses resultados permitiram escolher com
seguranca as doses do EECPG e EERPG para realizacdo da investigacdo da
atividade gastroprotetora dos extratos obtidos de Pilosocereus gounellei.

Assim, para uma avaliacdo inicial da atividade do EECPG e EERPG, quanto
aos seus efeitos gastroprotetores, foi realizado uma triagem farmacoldgica,
utilizando como agente lesivo da mucosa gastrica, o etanol.

O modelo de inducédo de Ulceras gastricas por etanol absoluto promove
lesdes necréticas de maneira multifatorial, predominantemente na porcao glandular
do estdmago, provocando gastrite aguda, levando a hiperemia, edema, hemorragia,
Ulcera, dentre outros danos (PAN et al., 2008) sendo, por isso, largamente utilizado
para induzir Ulcera gastrica em animais (SHEEBA; ASHA, 2006). O etanol é capaz
de alcancar o epitélio da mucosa através do rompimento da barreira muco-
bicarbonato e suas acdes celulares refletem uma ruptura da parede dos vasos
sanguineos, sendo as hemorragias a consequéncia das lesdes gastricas observadas
nesse modelo (FRANKE; TEYSSEN; SINGER, 2005).

As lesdes causadas pelo etanol na mucosa gastrica devem-se a disturbios na
microcirculacdo da mucosa, isquemia e ao aparecimento de EROs, desgranulacao
dos mastacitos, inibicdo da sintese de prostaglandinas e diminuicdo da producéo de
muco (MATSUHASHI, et al., 2007).

O processo de formacdo de EROs durante a vasoconstriccdo causa serias
mudancas em nivel celular induzindo a morte da célula. Como as espécies de
oxigénio (EROs) sao extremamente reativas, atacam principalmente os constituintes
celulares, como &cido nucléico, proteinas ou lipideos e também induzem a
peroxidacao lipidica, levando a formacdo de compostos téxicos, como aldeido e
novos EROs (KAHRAMAN et al.,, 2003). Além disso, promovem aumento da
permeabilidade vascular, provocando lesdes visiveis na mucosa, havendo uma
diminuicdo da funcdo da barreira mucobicarbonato e do grupamento sulfidrilico ndo-
protéico (GSH), ocorrendo o aparecimento de congestao e hemorragia (REPETTO,;
LLESUY, 2002).

Os resultados demonstraram que tanto o EECPG quanto o EERPG foram
capazes de proteger significativamente a mucosa gastrica dos camundongos,
através da reducédo das lesbes no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol

absoluto. Este resultado esta de acordo com GURBUZ et al., (2000), que utilizando
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extrato dos frutos de M. charantia, ricos em triterpenos e alcaldides, por via oral,
observou que este protegeu a mucosa gastrica dos danos causados pela
administracdo aguda do etanol. Esses resultados indicaram que 0Ss compostos
ativos, presentes no EECPG e EERPG, tais como triterpenos e alcaloides, podem
agir de algum modo, regulando a estimulacdo dos sistemas antioxidantes,
diminuindo a peroxidacéo lipidica, aumentando a producdo de 6xido nitrico com
restabelecimento do fluxo sanguineo local, de prostaglandinas constitutivas, muco e
bicarbonato, além de melhora na regeneracdo das células epiteliais gastricas (LA
CASA et al., 2000; BILICI et al., 2002; REPETTO et al., 2003).

Dando continuidade a pesquisa, investigou-se a participacdo de mecanismos
antioxidantes na gastroprotecdo exercida pelo EECPG e EERPG. Sabe-se que as
espécies reativas de oxigénio (EROs) participam da patogénese de lesGes agudas
na mucosa gastrica induzida pelo etanol, estresse e AINEs (BAYIR et al., 2006).
Diante dessa constatacdo passamos a investigar, com maior detalhamento, a
capacidade do EECPG e EERPG sobre o efeito produzido pelos EROs na
ulcerogénese aguda induzida por isquemia e reperfusao (I/R).

A isquemia constitui um processo bastante lesivo. Com a reperfusao do tecido
isquémico pode ocorrer uma seérie de complicacbes, que podem aumentar as lesdes
teciduais, além de provocar alteracdes sistémicas. Essas alteracfes sdo agravadas
ainda mais com a reperfusdo, pois esta desencadeia o acumulo de EROs, que
atacam e lesam as membranas celulares, atraem neutréfilos e promovem a liberacao
de mediadores inflamatérios, causando injurias teciduais (RIBEIRO; YOSHIDAW,
2005).

Durante o periodo de isquemia ocorre diminuicdo do aporte de oxigénio para
o tecido acometido, levando a inibicdo da fosforilacdo oxidativa mitocondrial e a
gueda da producéo e estoque de adenosina trifosfato (ATP). No entanto, o estoque
de ATP continuaria sendo consumido e degradado a adenosina difosfato (ADP) e
adenosina monofosfato (AMP) e, posteriormente, em adenosina, inosina e
hipoxantina. A falta de energia celular causaria a faléncia da bomba de
sodio/potassio (Na'/K*-ATPase) e, devido a faléncia da bomba, pode haver maior
acumulo de Na' intracelular e perda de K* para fora da célula, com consequente
edema celular. Ao mesmo tempo, estaria ocorrendo influxo do fon Ca** no citosol,
onde este acumulo provocaria a ativacdo da protease calpaina que, por sua vez,

promoveria a quebra de uma ponte peptidica da enzima xantina desidrogenase
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(XD), levando a formacdo da enzima xantina oxidase (XO), que necessita de
oxigénio para realizar a conversao da hipoxantina em xantina. Durante a reperfuséo,
a hipoxantina sera entdo oxidada a xantina, e esta, em acido urico, tendo como
subproduto dessa reacdo a formacdo de &anion superdxido (O;). O radical
superéxido promove a liberacdo do ion ferroso da ferritina, o qual reage com o
peroxido de hidrogénio (H,0,), formando radical hidroxila (OH"), que é altamente
toxico (RIBEIRO; YOSHIDAW, 2005).

De acordo com os resultados obtidos no procedimento de isquemia
ocasionada em ratos por “clampeamento” da artéria celiaca seguida de reperfusao,
houve uma reducdo na area gastrica ulcerada em animais tratados com EECPG e
EERPG em relacdo ao controle (veiculo). Resultado semelhante foi observado pela
droga padrao utilizada, N-acetilcisteina (NAC), que funciona como inibidor da
formacdo de EROs. Segundo Ribeiro e Yoshidaw (2005), uma série de fatores
podem contribuir na gastroprotecdo evidenciada por I/R, sendo eles enzimaticos
hidrossollveis como superoxido dismutase, catalase e glutationa peroxidase (SOD,
CAT, GPx), lipossoluveis (tocoferéis, carotendides e quinonas), bloqueadores de
leucotrienos. Assim, com base nos resultados, sugere-se que constituintes quimicos
presentes nos EECPG e EERPG exercem uma protecdo da mucosa estomacal
podendo envolver atividade antioxidante (GRANGER; KORTHUIS, 1995).

O préximo passo desse trabalho foi investigar o efeito gastroprotetor do
EECPG e EERPG frente as lesdes ulcerativas agudas induzidas pelo estresse por
imobilizagé&o a frio.

O modelo de inducédo de lesbes gastricas induzidas por estresse tem sido
bastante utilizado para avaliar os papéis de varias estruturas anatémicas,
neurotransmissores, horménios e mudancas fisiolégicas no processo ulcerogénico
(OVERMIER; MURISON, 2000). A imobilizagdo e o frio sdo responsaveis por
alteracdes no sistema nervoso central (SNC), causando hiperfuncionamento gastrico
dependente do nervo vago e mediado pela liberacdo do horménio liberador de
tireotropina (TRH). Esse hiperfuncionamento gastrico, assim como no modelo de
ulcera induzida por etanol, altera os niveis de bicarbonato da mucosa, a motilidade
gastrica, o fluxo sanguineo gastrico, a hipersecrecdo géastrica e 0s niveis de
substancias enddégenas (prostaglandinas, glicocorticdides, catecolaminas e
histamina), provocando a diminuicdo da vitalidade celular gastrica e de capilares,

levando a necrose e ao desenvolvimento de ulceras (TANAKA et al., 2007).
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Ratos pré-tratados com EECPG ou EERPG apresentaram protecdo de suas
mucosas contra as lesdes gastricas em todo segmento glandular do estémago.

Esses resultados indicaram que metabdlitos ativos como alcaloides e
triterpenos, presentes nesses extratos, podem agir por regular a producao excessiva
de &cido gastrico causado pelo estresse; podem ainda, interferir com a acdo dos
mediadores responsaveis pela secrecdo acida aumentada, inibindo sua liberacdo ou
bloqgueando seus receptores especificos; por ultimo, podem auxiliar na integridade
da mucosa gastrica. Possivelmente o EECPG e EERPG tenham influencia no
aumento da producdo de muco e bicarbonato da mucosa e/ou restabelecam a
integridade vascular que mantém o fluxo sanguineo local, o que se constitui em acéo
gastroprotetora (LAKSHMI et al. 2009).

Deste modo, na tentativa de reforcar os resultados até entdo obtidos
passamos a investigar, através do modelo de ligadura do piloro, a possivel atividade
antissecretora dos extratos vegetais (EECPG e EERPG), através da sua
administracdo intraduodenal. A utilizacdo desta via € importante para investigar a
atividade sistémica de drogas, evitando o contato direto das substancias testes com
a mucosa gastrica dos animais (BARBASTEFANO, 2007). Ao realizar a ligadura de
piloro, as ulceracbes sdo formadas também em decorréncia da hipersecrecéo
gastrica. Acredita-se que esta hipersecre¢do 4cida seja estimulada por reflexo vago-
vagal, em decorréncia da distensdo gastrica provocada pelo aumento do volume
gastrico devido a obstrucdo do piloro. Este procedimento estimula a secrecao do
hormonio gastrina, cuja funcdo no trato gastrico € estimular as células parietais a
secretar HCI (BAGGIO et al.,2003).

Neste modelo sdo avaliados parametros bioquimicos do suco gastrico tais
como a concentracao total de acido, pH e volume do contetdo gastrico. Tanto o
EECPG quanto o EERPG néo produziram alteragfes significativas em nenhum dos
parametros citados. Portanto, 0 mecanismo pelo qual os extratos de Pilosocereus
gounellei protegem a mucosa gastrica possivelmente ndo envolve mecanismo anti-
secretorio.

Na tentativa de determinar uma possivel acdo antioxidante do EECPG e
EERPG, avaliamos a participa¢do dos grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) no
efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG em modelo de Ulcera induzida por etanol,
na auséncia e na presenca de N-etiimaleimida (NEM), um composto organico

derivado do acido maléico, que bloqueia os grupos NP-SH, bloqueando a sua acéo
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protetora (RASTOGI; PATNAIK; DIKSHIT, 1998; MATSUDA; LI; YOSHIKAWA,
1999).

A glutationa (GSH) € um tripeptideo composto de glutamato, glicina e cisteina.
A atividade antioxidante da GSH é mediada por dois mecanismos: primeiro, 0 GSH
pode diretamente remover EROs; segundo, ela pode funcionar como um substrato
para a glutationa peroxidase (GPX), eliminando peréxido de hidrogénio e
hidroperéxidos no citosol e mitocéndrias (HUBER; ALMEIDA, 2008). A participacao
da glutationa nos mecanismos de defesa da mucosa gastrica tem sido alvo de
pesquisas ha bastante tempo. Observa-se gque, tanto no homem como nos animais,
0 GSH esta presente em altas concentracdes no estbmago quando comparado com
outros 0Orgdos, sugerindo seu papel protetor como um composto antioxidante
enddgeno (MILLER et al., 1985; MUZUI; DOTEUCHI, 1986).

Normalmente, o GSH atua como um sequestrador de EROs e de substancias
toxicas presentes no TGI, produzidas durante a alimentacdo (SHIRIN et al., 2001).
Sob condi¢des de estresse oxidativo, como no tratamento com etanol, as espécies
reativas de oxigénio sdo reduzidas pelo GSH com a concomitante formacao de
glutationa oxidada (GSSG). Além da sua acdo como um antioxidante quimico, o
GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como um cofator da
glutationa peroxidase na reducao de peroxidos, o que também resulta na formacao
de GSSG (CNUBBEN et al., 2001).

Neste experimento, foi observado que o EECPG e EERPG reduziram as
lesbes provocadas por etanol, no entanto houve diferenca significativa em seu efeito
nos grupos pré-tratados com salina 0,9 % e com NEM. Esse aumento no percentual
de leséo provocado pela presenca de NEM nos grupos tratados com o EECPG e
EERPG, demonstra que os grupos NP-SH possivelmente participem da protecéo
gastrica promovida por esses extratos. Além disso, esses dados obtidos conseguem
corroborar estudos onde se demonstrou o0 papel antioxidante atribuido a
constituintes quimicos possivelmente presentes nos EECPG e EERPG (RASTOGI;
PATNAIK; DIKSHIT, 1998; MATSUDA; LI; YOSHIKAWA, 1999).

Tendo por base a capacidade gastroprotetora exercida pelos EECPG e
EERPG no modelo de Ulcera induzida por etanol, utilizou-se este mesmo modelo
para avaliar a participagdo das prostaglandinas, através do pré-tratamento com
ibuprofeno (TAKEDA et al., 2004). Neste protocolo, os animais foram pré-tratados

com ibuprofeno (100 mg/kg), medicamento anti-inflamatoério ndo esteroidal (AINE), e
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inibidor n&o seletivo da cicloxigenase (COX-1 e COX-2), antes da administragao do
etanol absoluto (CAPONE et al., 2007).

A COX-1, fisiolégica, promove a producéo de prostaglandinas as quais estao
envolvidas na citoprotecdo da mucosa gastrica, enquanto a COX-2, induzivel, esta
relacionada a processos inflamatérios (WALLACE, 2001a). Sabe-se que a inibicdo
de COX-1 promove a reducédo da secrecdo de muco e bicarbonato e o aumento da
acidez gastrica, através da diminuicdo na producdo de prostaglandinas (PGs)
(WALLACE, 2001a). A diminuicdo dos niveis de PGs compromete a barreira mucosa
gue é composta de muco e bicarbonato, facilitando a formacao de lesdes causadas
pelas secre¢des gastricas (acido cloridrico e enzimas) (SUZUKI et al., 2000).

Para avaliarmos uma efetiva participagcdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do EECPG e EERPG, utilizamos o misoprostol, um analogo das
prostaglandinas do tipo E1 (PGE1), bem como ibuprofeno, um inibidor da sintese de
PGs. Os resultados obtidos mostram que o misoprostol (50 pg/kg, v.o.) inibiu
significativamente o aparecimento das lesdes gastricas quando comparado com o
controle veiculo. Esse resultado reflete os dados obtidos na literatura, os quais
demonstram que o aparecimento de Ulceras induzidas por etanol € inibido pela
liberacdo de prostaglandinas endogenas na superficie da mucosa gastrica
(HOLLANDER et al., 1984). O misoprostol inibe a secre¢do de acido gastrico, tanto
no estado basal quanto em respostas a alimentos, histamina, pentagastrina e
cafeina, através de uma acdo direta sobre a célula parietal. Igualmente, essa
substancia aumenta o fluxo sanguineo da mucosa e a secre¢cdo de muco e
bicarbonato (HAWKEY, 2000). Tanto o efeito gastroprotetor promovido pelo EECPG
e EERPG quanto pelo misoprostol, foram revertidos pelo pré-tratamento com
ibuprofeno (100 mg/kg, v.0.), sugerindo que as PGs possuam um papel importante
no mecanismo gastroprotetor desses extratos. A partir destes resultados, é possivel
sugerir que EECPG e EERPG modulem a secrec&o géastrica ou promovam aumento
na liberacdo de PGs e consequentemente, aumento no fluxo sanguineo gastrico, na
producdo de muco e bicarbonato.

Estudos indicam que o oxido nitrico (NO) é outro fator relevante reconhecido
como um mediador fundamental nos mecanismos de defesa da mucosa gastrica por
promover vasodilatagdo e a produgcdo de muco, e de inibir a aderéncia de neutrofilos
as células endoteliais (BAGGIO, 2004).
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O NO é sintetizado via enzima 6xido nitrico sintase (NOS) a partir de oxigénio
e L-arginina. O L-NAME inibe a enzima 6xido nitrico sintase, diminuindo assim o
fluxo sanguineo da mucosa gastrica, e a atividade da superoxido dismutase,
ocasionando um aumento das espécies reativas de oxigénio, além de diminuir a
cicatrizacdo de Ulcera géastrica em ratos, sugerindo a participacdo do NO na
protecao gastrica (TODA; HERMAN, 2005).

Sabendo-se da participacdo do NO na protecado gastrica, foi verificado se a via
NOS esta envolvida de alguma forma na possivel citoprotecdo gastrica do EECPG e
EERPG no modelo de ulcera induzida por etanol.

Os resultados do experimento com o inibidor da NOS (L-NAME 20 mg/kg,
i.p.), demonstram uma possivel participacdo do Oxido nitrico no efeito gastroprotetor
de ambos os extratos (EECPG e EERPG).

Com base nos resultados obtidos até o momento, pode-se sugerir que as
acOes protetoras gastricas produzidas pelo EECPG e EERPG podem envolver mais
de um mecanismo de acédo, entre eles a participacdo dos grupos sulfidrilas néo-
protéicos, das prostaglandinas e da o6xido nitrico sintase (NOS). Visto que nao
existem dados na literatura sobre o estudo antiulcerogénico de Pilosocereus
gounellei, os dados desta investigacdo fornecem, pela primeira vez, base
farmacologica para a utilizacdo popular desta espécie no tratamento de lesdes
gastricas. Desta forma, pode-se concluir que os extratos do caule e das raizes
(EECPG e EERPG) sao efetivos gastroprotetores, com semelhantes perfis de acao
gue indicam a presenca e/ou concentracdo dos mesmos principios ativos em ambos

0s extratos.
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6.0. CONCLUSOES

A investigacao realizada com o EECPG e EERPG obtidos da casca do caule e

das raizes de Pilosocereus gounellei, respectivamente, nos permite concluir que:

e Os EECPG e EERPG nao exibiram potencial toxico, tendo em vista que néo
foi possivel estabelecer sua DLsy; em camundongos até a dose de 2000mg/kg.

e Os EECPG e EERPG exibiram atividade gastroprotetora contra lesdes
induzidas por etanol absoluto em camundongos.

e EECPG e 0 EERPG exerceram protecdo gastrica no modelo de isquemia e
reperfusdo (I/R) em ratos, sugerindo uma possivel participacdo de
mecanismos antioxidantes.

e O EECPG e EERPG exibiram atividade gastroprotetora contra lesdes
induzidas por estresse e retencao a frio em ratos

e EECPG e 0 EERPG nao apresentaram reducao na acidez titulavel, no volume
de secrecédo gastrica e ndo elevou o pH no modelo de ligadura de piloro em
ratos.

e EECPG e o EERPG possui uma possivel acdo antioxidante envolvendo a
participacdo dos grupos sulfidrilas ndo protéicos

e A participagdo das prostaglandinas esta entre 0s provaveis mecanismos
envolvidos no efeito gastroprotetor do EECPG e EERPG.

e A via NO-sintase parece estar envolvida na gastroprotecédo evidenciada pelo
EECPG e EERPG

e Os resultados obtidos nesse estudo fornecem evidéncias de acgao
gastroprotetora do EECGP e do EERPG. Essa atividade possivelmente esta
relacionada a mecanismos citoprotetores cabendo uma maior investigacao
guanto aos mecanismos antioxidantes. O que justifica a continuidade dos
estudos com esta planta a fim de melhor esclarecer as vias pelas quais o

Pilosocereus gounellei exerce seu efeito.
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7.0. PERSPECTIVAS

A fim de aprofundar o estudo da atividade antiulcerogénica do EECPG e EERPG
obtido a partir das cascas do caule e das raizes de Pilosocereus gounellei,
proporcionando um maior conhecimento sobre a atividade farmacoldgica da espécie,

entao nos propomos a:

e Investigar o envolvimento dos receptores TRPV1 sensiveis a capsaicina no
efeito gastroptotetor dos extratos EECPG e EERPG;

e Averiguar o efeito dos extratos EECPG e EERPG em modelos de ulcera
cronica, como o acido aceético;

e Avaliar a participacdo das enzimas mieloperoxidase, superoxido dismutase,
catalase, gluatationa peroxidase e do malondialdeido em modelos de
isquemia/reperfusao;

e Determinar a concentracdo de muco aderido a parede gastrica no efeito
gastroprotetor do EECPG e EERPG em modelo de ligadura de piloro em
ratos.

e Realizar andlise histopatologica da mucosa gastrica de camundongos e ratos.

e Estudar os constituites quimicos da espécie Pilosocereus gounellei.
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