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RESUMO

A espécie Hortia brasiliana Vand. Ex Dc. conhecida popularmente como “paratudo” é
utilizada popularmente em disturbios gastrointestinais e cicatrizante. Neste trabalho avaliou-
se a atividade gastroprotetora, cicatrizante e toxica de cascas de Hortia brasiliana. O material
vegetal foi coletado no Municipio de Mariana, Minas Gerais, e a exsicata depositada no
Herbario José Badini da Universidade Federal de Ouro Preto. Foram preparados extratos
etandlicos da casca da espécie estudada e realizados inicialmente estudos de classes de
metabdlitos secundarios bioldgicos onde foi verificado a presenca de alcal6ides, esterdides,
triterpenoides e taninos. O perfil cromatografico por CLAE sugeriu a presenca do alcaldide
Ruteocarpina. Para cumprir os objetivos propostos, foram preparadas formulagdes (dos
extratos etandlicos de Hortia brasiliana) do tipo suspensdo e nanoemulsdo utilizadas nos
testes de atividade farmacoldgicos em animais. As lesdes géastricas foram induzidas por Etanol
absoluto e AINEs sendo tratadas com as duas formulagfes em 3 doses.O modelo de inducéo
utilizando Etanol Absoluto conferiu para a suspensdo de Hortia brasiliana na dose de 100
mg/Kg menor éarea de lesdo formada (0,034+ 0,02 cm?) e menor indice de lesdo ulcerativa
(11,00£1,92). As lesdes utilizando a indometacina como agente ulcerante apresentou menor
4rea de lesdo formada (0,07+0,02)x10? cm?) e menor indice de les&o ulcerativa (6,83+2,60)
para o tratamento realizado com a formulacdo nanoemulsdo do extrato na dosagem de 100
mg/Kg. Para o estudo do poder cicatrizante em lesbes géstricas foi utilizado o modelo de
inducdo de ulcera por queimadura, tendo o &cido acético como indutor de lesdes,
apresentando a nanoemulsdo, dose de 100 mg/Kg, menor area total lesada (0,04+0,06 cm?). A
avaliacdo anti-secretora do extrato de Hortia brasiliana foi realizada utilizando o modelo de
ligadura do piloro ndo apresentando resultados significantes. A ranitidina e o omeprazol
foram os farmacos de referéncia nos estudos de atividade gastrica da espécie analisada. A
atividade sequestradora de radicais livres foi realizada mediante a reacdo do extrato da planta
com o radical livre DPPH, as analises permitiram concluir que a planta ndo possui atividade
antioxidante. O ensaio de letalidade utilizando Artemia salina sp apresentou DL50 igual a
190 pg/mL permitindo a previsdo da potencial atividade citotoxica da planta. Por fim foi
realizados estudos sobre a atividade antifingica do extrato etandlicos da planta, resultando em
uma CIM de 256 pg/mL para as espécies de C. Albicans, C. tropicalis, C. parapsilosis e C.
krusei.

Palavras Chaves: Hortia brasiliana , gastroprotecdo, Ulceras gastricas, antifingico .



ABSTRACT

The Hortia brasiliana Vand. Ex Dc species., popularly known as "paratudo” is commonly
used to treat gastrointestinal disorders and wound healing. In this work, we evaluated the
gastro-protective activity, healing and toxic properties of Hortia brasiliana. The plant
material was collected in the city of Mariana, Minas Gerais, and the voucher specimen was
deposited in the Herbarium José Badini Universidade Federal de Ouro Preto. Ethanolic
extracts were prepared from the bark of the aforementioned species and initial studies to
identify different biological classes of secondary metabolites present in the extract such as
alkaloids, steroids, triterpenoids and tannins were performed. The HPLC chromatographic
profile suggested the presence of alkali Ruteocarpina. To meet the proposed objectives, a
suspension type formulation and nanoemulsion type formulation were both prepared (from
ethanol extracts of Hortia brasiliana) and tested for pharmacological activity in animals. The
gastric lesions were induced by absolute ethanol and the NSAIDs were treated with both
formulations in 3 doses. The induction model using absolute ethanol gave for the suspension
of Hortia brasiliana at a dose of 100 mg / kg smaller lesions areas (0.034 + 0, 02 cm?) and
lower rates of ulcerative lesions (11.00 £ 1.92). In the case of ulcerating agent indomethacin,
smaller lesion areas were formed ((0.07 + 0.02) x10-2 cm?) and lower rates of ulcerative
lesion (6.83 £ 2.60) for the nanoemulsion-extract formulation at a dose of 100 mg / kg were
observed. The model employed for evaluating the potential to heal gastric lesions involves the
inducement of ulcers by burning, and using acetic acid as an inducer of injury. The
nanoemulsion at 100 mg / kg, lowered the total injured area to 0.04 + 0, 06 cm®. The
evaluation of the antisecretory properties of Hortia brasiliana extract was performed using
the pylorus ligation model which unfortunately did not show any significant
results. Ranitidine and omeprazole were the reference drugs used for the gastric activity
studies for the species analyzed. The free radical scavenging activity was carried out by the
reaction of the plant extract with the free radical DPPH. The analysis concluded that the plant
does not have antioxidant activity. The lethality test using Artemia salina sp presented LD 50
equal to 190 mg/mL allowing the prediction of potential cytotoxic activity of the
plant. Finally, studies on the antifungal activity of ethanolic extract of the plant were
conducted, resulting in an MIC of 256 mg / mL for the species Candida Albicans, Candida

tropicalis, Candida parapsilosis and Candida krusei.

Keywords: Hortia brasiliana, gastroprotecéo, gastric ulcers, antifungal.
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Introducéo

1.0 Introdugéo

A busca por alivio e cura de doencas pela ingestdo de ervas e folha talvez tenha sido
uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos naturais. As plantas sdo as fontes mais
difundidas e importantes de produtos biologicamente ativos, fornecendo estruturas quimicas
que permitem a pesquisa e descoberta de novos tratamentos para uma grande quantidade de
patologias. Pesquisadores da area de produtos naturais mostram-se impressionados pelo fato
desses produtos encontrados na natureza revelarem uma gama de diversidade em termos de
estrutura e de propriedades fisico-quimicas e biolégicas.

Estima-se que cinquenta por cento do total de medicamentos utilizados na clinica
médica sdo derivados de produtos naturais (GURIB, 2006). Portanto nota-se a importancia da
manutencdo e principalmente do estudo e exploragdo cientifica da biodiversidade de plantas
existentes no planeta.

Um fator importante na pesquisa com plantas medicinais é o estabelecimento de
critérios adequados para selecdo das espécies vegetais e para se obter sucesso na investigacdo
farmacologica, as informagdes etnoboténicas sdo fundamentais. O conceito de etnobotéanica
abrange o estudo das interrelacdes das sociedades humanas com a natureza. Seu carater
interdisciplinar e integrador ¢ demonstrado na diversidade de topicos que se pode estudar,
aliando os fatores culturais e ambientais, bem como as concepcdes desenvolvidas por essas
culturas sobre as plantas e o aproveitamento que se faz delas (OLIVEIRA et al., 2009). Esses
estudos sdo fundamentais, pois 0 acimulo de informacdes etnofarmacologicas ao longo do
tempo facilita a triagem de estudos permitindo a economia de tempo e dinheiro e valorizando
a cultura desenvolvida ao longo do tempo pelas comunidades pioneiras e regionais.

O Brasil é um dos paises que possuem uma das grandes fitodiversidades do mundo,
portanto esse potencial tem sido aproveitado para a elaboracdo de novos fitoterapicos. De
acordo com a legislacdo sanitaria brasileira, fitoterapico € o medicamento obtido empregando
se exclusivamente matérias-primas ativas vegetais. E caracterizado pelo conhecimento da
eficidcia e dos riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua
qualidade (Brasil, 2004a).

Os fitoterapicos sempre apresentaram uma parcela significativa no mercado de
medicamentos. O setor movimenta globalmente US$ 21,7 bilhdes por ano. No Brasil, ndo
existem dados oficiais atualizados, porém, estima-se que esse mercado gira em torno de US$
160 milhdes por ano. O fator de atracdo desse segmento € o ritmo de crescimento das vendas

internamente, mais de 15% anuais, contra 4% do que evoluem as vendas dos medicamentos
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sintéticos. Em toda a cadeia produtiva, o setor fitoterapico movimenta anualmente cerca de
R$ 1bilhdo (CARVALHO et al., 2008).

Os numeros de espécies estudadas e registradas na ANVISA indicam haver uma
necessidade urgente de investimentos em pesquisa envolvendo a avaliagdo da atividade
terapéutica, da eficacia e da seguranca de espécies medicinais brasileiras, e como
consequéncia desses estudos, o desenvolvimento dos fitoterapicos que as contenham. Portanto
as politicas apresentadas pelo governo deverdo basear suas diretrizes no incentivo a pesquisa e
desenvolvimento com relacdo ao uso de plantas medicinais e fitoterapicas, priorizando a
biodiversidade do pais. Além disso, estimular a ado¢do da Fitoterapia nos programas de sadde
publica, pois espera se, com isso, um aumento no nimero de medicamentos fitoterapicos

registrados, principalmente tendo como base as espécies nativas do Brasil.
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2. Revisdo da Literatura

2.1 Género Hortia

Hortia € um género da familia Rutaceae, pertencente a sub familia Toddalioideae,
subtribo Toddaliinae (ENGLER, 1931). O género é neotropical com distribuicdo desde o
Panama até os estados de Minas Gerais e S&o Paulo, e com grande predominancia de espécies
na regido da Amazoénia. O taxon é caracterizado por apresentar habito arbustivo ou arbéreo,
folhas concentradas nos apices dos ramos, inflorescéncias avermelhadas do tipo corimbo (ou
umbeliformrs) terminais, com flores rosaceas e frutos do tipo baga com presenca de inimeras
glandulas de 6leos (GROPPO et al, 2005).

Vandeli em 1788 foi o primeiro botanico a descrever o género Hortia, utilizando
exemplares enviados por Joaquim Veloso de Mirando, correspondente da Real Academia de
Ciéncia (Portugal), porém sem nenhuma espécie a ser classificada por ele. De Candolle
(1824), baseando-se nos estudos do género feitos por Vandeli, descreveu a espécie como
Hortia brasiliana Vand., com exemplares que foram coletadas na regido de Minas Gerais e
Rio de Janeiro e que possuiam folhas grandes e largas caracteristicas de espécies arboreas
(GROPPO et al, 2005).

Saint-Hilaire em 1824 ao descrever uma espécie arbustiva do cerrado de Goias e do
oeste de Minas Gerais classificou como hortia brasiliana. A mesma denominacao também foi
utilizada por Engler (1874) para classificar espécies arbustivas localizadas na regido central
do Brasil e uma nova espécie arbdrea também foi classificada como Hortia arborea Engl. O
nome de H. brasiliana é hoje corretamente aplicado a uma espécie arbdrea com distribuicéo
mais a leste do Brasil (GROPP et al, 2005).

2.2 Hortia brasiliana

Hortia brasiliana é uma arvore de 4 a 30 m de altura. Possuem flores de cor rdsea e
consisténcia coriacea, reunidas em densas inflorescéncias umbeliformes, terminais, com eixos
resistentes. Sua folhas sdo grandes, simples e lisas de com um comprimento médio de
aproximadamente 30 cm (BARBOSA, 1999) (GROPPO, 2010).

E a Unica espécie do género encontrada no leste do Brasil. Ocorre dos estados de

Pernambuco e Bahia até o Rio de Janeiro. Ao longo da costa brasileira essa espécie cresce em
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Floresta Atlantica (Florestas Ombrofilas e restingas). No interior habita florestas mesofilas do
Planalto e florestas submontanas no intervalo da Serra do Espinhaco em Minas Gerais e
Bahia. Pode ser encontrada em altitudes de 50 m.s.m na costa ou em mais de 100 ms.m no
interior do pais. Esta espécie & muito frequente em Floresta Atlantica de Minas Gerais
principalmente na Bacia do Rio Doce (GROPPO et al, 2005) (GROPPO, 2010)

Figura 1: Hortia brasiliana, flores e inflorescéncia
Fonte :www.tropicos.org/name28100200

Posicdo taxonbmica

Classe: Equisetopsida C. Agardh

Subclasse: Magnoliidae Novak ex Takht.
Superordem: Rosanae Takht.

Ordem: Sapindales Juss. ex Bercht. & J. Presl
Familia: Rutaceae Juss.

Género: Hortia Vand.

Espécie: Hortia brasiliana Vand. ex DC.
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Fonte: www.tropicos.org/name28100200
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Figura 2: Distribuicdo Hortia brasiliana e Hortia oreadica
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$48) EAIE 3] 2 e P AB=terty

H ()_R TIA L brasiliensis ,.Il. arborea.

Figura 3: Familia Rutaceae Série 3 Tribo Toddalieae Benth. & Hook. Género Hortia Vand.
Hortia arborea Engl. Hortia brasiliana Vand.

Fonte: http://florabrasiliensis.cria.org.br/makepdf

Vol. XII, Part 11, Fasc. 65, Prancha 38. Publicado em 01-Set-1874
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2.3 Etnofarmacologia

A familia Rutaceae é predominantemente formada por arvores e arbustos tropicais com
géneros de importancia em horticulura (Citrus), silvicultura (Chloroxilon, Flindersia
,Zanthoxilum) e medicina(Pilocarpus,Agathosma). Consistem de cerca de 1.600 espécies,
distribuidas entre 150 géneros, dentre os quais 0s mais conhecidos sdo Evodia, Hortia,
Zanthoxylum, Phellodendron, Tetradium,Spiranthera, Vepris, Metrodo , Bouchardatia e
Fagara com espécies até agora relatada que produzem o alcaldide rutaecarpina. Como 0 nome
do composto indica, as principais fontes do alcaldide quinazolidinico rutaecarpina sdo as
Rutaceae (LEE, et al., 2008).

Poucas informag6es se encontram registrados na literatura em relagdo ao uso tradicional
e a atividade farmacoldgica do género Hortia. O levantamento etnofarmacoldgico realizado
no municipio de Mariana (MG, Brasil) revelou que a populagéo local utiliza cascas de Hortia
brasiliana, conhecida pelo nome popular de ‘“Paratudo” para o tratamento disfuncGes
estomacais e no controle da Diabetes.

Outras espécies do género Hortia, como Hortia arborea, Hortia oreadica e Hortia
badini, sdo utilizadas para o alivio dos disturbios gastricos tendo a mesma denominacéo de
paratudo. Tais atividades bioldgicas atribuidas a estas plantas estdo correlacionadas a
presenca de compostos quimicos, metabolitos secundarios, biossintetizados pelas mesmas. Os
alcaloides indolopiridoquinazolinico formam um grupo muito especifico de compostos
encontrados em representantes tropicais da familia Rutaceae (D'YAKONOV e
TELEZHENETSKAYA, 1997).

O primeiro trabalho encontrado na literatura sobre os constituintes fitoquimicos do
género Hortia foi realizado por Pachter et al (1960). Os estudos mostraram que partes dos
alcaloides encontrados foram do tipo indolopiridoquinazolinico e furoquinolinico, tipicos da
familia Rutaceae. Dictamina, Hortiamina, Rutaecarpina, Skimmianina foram os compostos

quimicos isolados do extrato etandlico de cascas de Hortia arborea (PACHTER et al., 1960).
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Figura 4: Estruturas quimicas de Hortia arborea
Fonte : PACHTER, et al., (1960)

Jacob e cols. (1987) isolaram em raizes de Hortia regia Sandwith. seis metabdlitos
secundarios pertencentes as classes dos alcaldides, cumarinas e terpenos. As estruturas
isoladas e caracterizadas foram os alcaloides rutaecarpina, skimmianina. Também foram
encontrados nesse estudo 0s metabolitos secundarios, metil-5-metoxi-2,2-dimetil-1-2H-
benzopirano-6-propanoato, o tetranortriterpenoide guianina, 6,7- dimetoxicumarina e por fim
o (+)-metil (E,E)-10,11-dihidroxi-3,7,11-trimetil-2,6 dodecadienoato.

Através de estudos fitoquimicos realizados no extrato etandlico da mesma espécie
estudada por Jacob e cols. (1987) foram isolados e realizado a elucidacdo estrutural de um
novo derivado tiramina, designado hortiamide, juntamente com 5- metoxi-2,2-dimetil-1-

benzopirano-6-acido propanoico isolado pela primeira vez. (TINTO, 1992).
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i
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Hortiamide

CO,CH,
OCH 4

5-metoxi-2,2-dimetil-1-benzopirano-6-acido propanoico

Figura 5: Estruturas quimicas de Hortia regia
Fonte: (TINTO, 1992)

Dois tetranortriterpenos, sendo um inédito e dois novos derivados do acido cindmico

foram obtidos da madeira de Hortia colombiana. Em adicdo foram também isoladas as

substancias aloxantoxiletina, nerolidol, epoxinerolidol, trés conhecidos derivados do &cido

cindmico e duas amidas (SOARES et al, 2002).
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>%&

3

H5CO COOCH 4

1) 3-Metil-[2-metoxi-6’,6” dimetilpirano(2°,3’:3,4) fenil]-propionato

2) 3-Metil[ 2,6-dimetoxi-6’,6’-dimetilpirano(2°,3°:3,4)-fenil]-propionato
3) 3-[2,6-dimetoxi-6,6’-dimetilpirano(2°,3’:3,4)-fenil]-acido propidnico
4) 3-[2,5-dimetoxi-6’,6’-dimetilpirano(3°,2°:3,4)-4cido fenilpropidnico
5) 3-Metil[2,5-dimetoxi-6’,6’-dimetilpirano(3°,2’:3,4)-fenil-propionato

Figura 6: Estruturas quimicas de derivados de acido diidrocinamico de Hortia colombiana

Fonte : SOARES et al, (2002)
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Figura 7 : Estruturas quimicas de Hortia colombiana
Fonte : SOARES et al, (2002)

Figura 8: Estruturas quimicas de limonoides Hortia colombiana
Fonte : SOARES et al, (2002)
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O estudo fitoquimico realizado por Severino et al, (2009) com as espécies de Hortia
brasiliana, Hortia oreadica e Hortia superba conduziu ao isolamento de algumas classes de
metabdlitos secundarios como derivados do &cido diidrocindmico e cindmico, cumarina,
alcaldides e limondides. Neste trabalho seis derivados do &cido diidrocindmico, foram
isolados sendo que quatro substancias ja descritos na literatura para o género Hortia e o acido
3-fenil-[2’,5’-dimetoxi-(3°,4°-0:5",6"*)-2"",2* -dimetilpirano]propiénico  inédito para a
espécie Hortia. oreadica. Também foi isolada uma cumarina, ja conhecida na literatura como
5-metoxiseselina, um derivado do &cido cinamico e dois limondides.

Neste mesmo estudo foram isolados quatro alcaldides, sendo, dois
indolopiridoquinazolinicos (rutaecarpina e 7,8 desidrorutaecarpina), um furoquinolinico
(dictamina) e um piranoquinolona (N- metilflindersina). O alcaléide 7,8-desidrorutaecarpina
ainda ndo havia sido relatado para o género Hortia.Todos 0s metabdlitos isolados estdo

representados na tabela 1.

Tabela 1 O estudo fitoquimico das espécies de Hortia brasiliana, Hortia oreadica e Hortia
superba

Estrutura Nome Classe Espécie
encontrada

Acido 3-fenil-[2°,6’-
dimetoxi-(3°,4-0:5",6")-
2”’.2”’dimetilpirano]propionico. Hortia brasiliana

(folhas)

Acido diidrocinamico
Hortia oreadica
(tronco)

3- fenil-[2’-metoxi-(3°,4’-

0:57,67°)-2,2” Hortia brasiliana

dimetilpirano]propionato de (folhas)

metila.

Acido diidrocinamico Hortia oreadica
(tronco)
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3-fenil-[2°,6’-dimetoxi-(3°,4°-
0:5,,’6,3)_27,’2,,
dimetilpirano]propionato de
metila.

Acido diidrocinamico

Hortia oreadica
(folha)

3-fenil-[2°,5’-dimetoxi-(3°,4’
0:577’67’)_2?7’277
dimetilpirano]propionato de
metila.

Acido diidrocinamico

Hortia brasiliana
(folhas)

Hortia oreadica
(tronco)

3-fenil-[2’-metoxi-(3°,4°
0:5”,67”)_277’2’7
dimetilpirano]propi6nico

Acido diidrocinamico

Hortia oreadica
(tronco)

acido 3-fenil-[2°,5’-dimetoxi
(3”4’_0:5,,’677)_2’9’297
dimetilpirano]propidnico

Acido diidrocinamico

Hortia oreadica
(tronco)

5-metoxiseselina

Cumarina

Hortia oreadica
(tronco)

Acido 3,4-dimetoxi
a(3,hidroxi-4
carbometoxifenil)cindmico

Acido Cinamico

Hortia oreadica
(tronco)
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Estrutura

Nome /Classe

Espécie encontrada

Rutaecarpina

(Alcaldide
indolopiridoquinazolinico)

Hortia brasiliana (tronco
e folhas)

Hortia oreadica (tronco
e folhas)

Hortia superba
(tronco)

7,8-desidrorutaecarpina

(Alcaldide
indolopiridoquinazolinico)

Hortia oreadica (tronco )

Dictamina

(Alcaloide
furoquinolinico)

Hortia oreadica (tronco
e folhas)

Hortia superba
(tronco)

N-metilflindersina

(Alcaldide
piranoquinolona)

Hortia superba
(tronco)

Guianina Hortia oreadica (tronco
e folhas)
Limondide
~ Hortiolida E Hortia oreadica (tronco
”Cﬁ e folhas)
R Limondide

Hortia superba
(tronco e folhas)

Fonte : SEVERINO et al, (2009)

29



Revisdo da Literatura

2.4 Atividade Bioldgica dos Metabolitos Encontrados no Género Hortia

A familia Rutaceae possui espécies frequentemente utilizadas para o tratamento de
disturbios gastrointestinais, como dor abdominal, regurgitacdo acida, ndusea, diarréia, hérnia
(Li, 1996). Os estudos fitoquimicos relatam que os alcaldides indolopiridoquinazolinico
presentes em espécies desta familia, estdo relacionados a varias atividades farmacoldgicas
incluindo a atividade gastroprotetora e antitllcera. Como exemplo, o alcaldide Rutaecarpina
isolado na familia Rutaceae nos géneros Evodia, Hortia, Zanthoxylum, Phellodendron,
Tetradium, Spiranthera, Vepris, Metrodorea, Bouchardatia e Fagara da familia Rutaceae
(JANUARIO, et al., 2000) tem demonstrado possuir diversas agdes bioldgicas, incluindo
antiinflamatérios (YAROSH et al., 2006), cardioprotetora (HU et al., 2003), anti-
hipertensivos (DENG et al., 2004), antitrombdticas (SHEU et al., 2000) e anti-Helicobacter
pylori (TOMINAGA et al., 2002).

Estudos realizados em animais demonstraram importantes atividades gastroprotetora
dos alcaloides indolopiridogquinazolinico, em especial a Rutaecarpina em lesdes induzidas por
aspirina e estresse. A sua atividade protetora esta relacionada a um fortalecimento da barreira
mucosa e a promogao da sintese de NO (Oxido Nitrico) na mucosa do estdmago, regulando a
microcirculacdo da mucosa gastrica, mantendo a integridade desta camada protetora, em
colaboracdo com as protaglandinas e neurdnios sensoriais (Tepperman e Whittle, 1992;
Whittle et al, 1990). A estimulacdo, pelos alcaldides indolopiridoquinazolinico, da liberacéo
de CGRP (Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina) endogenos através da ativacdo dos
receptores vaniloides tambem atua aumentando a sintese de NO. Outro mecanismo referente
a protecdo promovida pela Rutaecarpina é devido a reducdo dos niveis da enzima Dimetil
Arginina Assimétrica (que € um inibidor enddgeno circulante da enzima responsavel pela
sintese de Oxido Nitrico) estimulando a liberacdo do Peptideo Relacionado ao Gene da
Calcitonina e de NO (WANG et al., 2005 ) (XIAO YU, WU, et al., 2006).

Estudos indicaram que Rutaecarpina exerce efeito hipotensor isolado em ratos,
dilatando anel aortico.As acbes sdo em grande parte dependente do endotélio envolvendo
fluxos de Ca?*, mobilizagdo e liberacdo de NO (WANG et al., 1996). Outro provavel
mecanismo responsavel pela hipotensdo arterial é devido a ativagdo no endotélio via Ca® *-
oxido nitrico-GMPc reduzindo o tdnus de musculos lisos (WANG et al., 1999). Em trabalhos
com este metabolito isolado da Evodia rutaecarpa, foi avaliado que a capacidade

antiinflamatoria esta relacionado com a inibicdo seletiva da enzima Ciclooxigenase-2 (Cox-
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2), inibindo a producéo de PGD; em células da medula 6ssea de camundongos (MOON et al.,
1999).

Outos metabdlitos secundarios como os alcal6ides furoquinolinicos como dictamina, y-
fagarina, skinmianina presentes em plantas do género Hortia, em experimentos in vitro
inibiram a atividade da enzima fosfodiesterase 5 (PDE5A), especifica para GMPc, sendo
responsavel pela atividade de hidrélise que sofre 0 GMPc dentro dos tecidos (NAM et al.,
2005).

Extratos brutos de Hortia oreadica, forneceram quatro derivados do 4&cido
diidrocindmico, que foram isolados do extrato n-hexanico, bem como as substéncias guianina
e dictamina, isoladas do extrato em diclorometano. Os extratos brutos e as substancias
isoladas foram avaliados frente a alguns patégenos bucais com o objetivo de investigar a
atividade antibacteriana. Os resultados demonstraram que o limonoide guianina apresentou
grau de inibicdo contra os microorganismos orais S. sobrinus, S. mutans, S. mitis, e L. casei
.Este resultado ¢é devido a presenca de dois grupos ésteres na estrutura, bem como do anel
furano, podendo contribuir para a atividade inibitoria do limondide (SEVERINO et al, 2009 ).
Esta classe de substancia & bem conhecida por apresentar muitas fungGes biologicas, tais
como inseticidas, citotoxicas, antiinflamatorias, e atividades antimalaricas (VASANTH e
KUNDU, 1991).

O alcaloide furoquinolinico dictamina mostrou interessantes valores de Concentracao
Inibitéria Minima (CIM) contra 0s microrganismos S. sanguinis, S. mutans, e L. casei. A
presenca do anel furano contribui para a atividade inibitéria do alcaldide contra os
microrganismos citados, sendo Gtil para o desenvolvimento de novos agentes que poderiam

ser usados para reduzir a carie dentéria e a formacéo de placa (SEVERINO et al., 2009).

2.5 Fisiologia do Trato Gastrintestinal

O trato gastrointestinal é constituido pelo tubo digestivo e suas glandulas secretoras
anexa sendo estruturalmente caracterizado como um tubo muscular derivado do mesoderma
com um epitélio especializado se estendendo desde a faringe posterior até o anus. S&o
responsaveis pela digestdo e absorcdo dos nutrientes, funcionando também como barreira
seletiva de protecdo entre o meio externo e o interno. Trata-se de um ambiente dinamico que
permite a entrada de nutrientes enquanto restringe a de antigenos, toxinas e microrganismos,
respondendo a agentes potencialmente prejudiciais, num processo de defesa da mucosa.
(WALLACE, 2008).
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O estbmago é delimitado pelos esfincteres gastro-esofagico (es6fago) e pildrico
(duodeno), a mucosa géastrica representa a camada de revestimento interno do estdmago
compreendendo a maior parte da parede deste 6rgdo. E coberta internamente por uma camada
simples de células epiteliais colunares, com nucleos bem desenvolvidos. A maior parte desta
camada do estdbmago € ocupada pelas glandulas géstricas situadas na superficie luminal do
revestimento epitelial. Células epiteliais constituem o epitélio de revestimento que cobre a
superficie interna do estbmago estando em contato direto com o lumen. Estas células sdo
irregulares com formato de piramide e nlcleo ovéide, as porcGes apicais dessas células sdo
ocupadas por densos granulos que produzem muco. As células principais estao localizadas nas
bases das glandulas gastricas, células parietais sdo grandes em tamanho, de formato esférico
ou piramidal, com citoplasma acidofilo e ndcleo central e esférico. As células
enteroenddcrinas sdo pequenas com formato conico ou piramidal. O citoplasma dessas células
contém granulos secretores na regido basal com nucleos esféricos. (KHATTAB e KHATTAB,
2007)

2.5.1 Anatomia Funcional do Estdmago

O estdmago € composto por 3 areas que compdem a estrutura anatdbmica do 6rgédo
(fundo, corpos e antro) e 2 regides funcionais onde se localizam as glandulas oxinticas e
pildricas. A area onde se localizam as glandulas oxinticas € marcada pela presenca das células
parietais ou oxinticas, compreendendo 80% do 6rgdo, areas do fundo e corpos do estdmago.
Ja a regido delimitada pela presenca das glandulas piloricas é formada pelas células G
produtoras de gastrina que compreende 20% do 6rgdo (antro estomacal) (JOSEPH, et al.,
2003).

Alguns autores acreditam que a regido da cérdia € uma zona de transicdo de 0-9
milimetros entre a mucosa do es6fago e a mucosa oxintica do estbmago, existindo como uma
regido anatdmica normal ou area que se desenvolveu como resultado de refluxo gastrico
anormal. Autopsia e estudos endoscdpicos sugerem que mucosa da cardia estd ausente em
mais de 50% da populacdo (CHANDRASOMA, 2005).
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Figura 9:Anatomia funcional da mucosa géstrica
Fonte: (SCHUBERT, 2011)

A area da glandula oxintica é formada por unidades tubulares verticais que consistem
em uma regido apical, um istmo e a area glandular propriamente dita esta localizada na regido
inferior da unidade. As células progenitoras da unidade gastrica, localizadas no istmo, dao
origem a todas as células epiteliais géastricas. As células produtoras de muco migram para o
limen gastrico, acima das células progenitoras. Em contrapartida, as células parietais
secretoras de &cido migram para porgdes inferiores e médias da glandula oxintica. Em ratos e
humanos células zimogénicas estdo localizadas predominantemente na base das glandulas e
secretam pepsinogénio e leptina, também secretada por células parietais (JIANG, et al., 2002)
(BADO, et al., 1998).

Célula neuroenddcrina produz uma série de agentes de sinalizacdo hormonal e paracrina
presentes dentro da glandula com as seguintes fungdes fisiologicas: (1) Células
Enterocromafins (CE) produtoras do Peptideo Natriurético Atrial (ANP), serotonina e
adrenomedulina; (2) Ceélulas Enterocromafins-Like (ECL) produtoras de histamina, (3)
Células D produtoras de somatostatina e amilina e (4) Células Gr produtoras de grelina e
obestatina. Células D produtoras de somatotastina possuem prolongamentos citoplasmaticos
que terminam nas proximidades das células parietais e células enterocromafins-like (ECL).
Este acoplamento anatdmico esta relacionado funcionalmente com a restricdo direta exercida
pela somatostatina sobre a secrecdo de acido ou indireta inibindo a secre¢do de histamina.
Células D produtoras de Somatostatina também estdo presentes nas glandulas pil6ricas, nesta
regido, elas exercem uma inibicdo parécrina sobre a secrecdo de gastrina a partir das células

G. A glandula pil6rica também contém células enterocromafins (CE) produtoras do peptideo
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natriurético atrial (ANP), células Gr (produtoras grelina e obestatina), e células endécrinas
(SCHUBERT e PEURA, 2008).

2.5.2 Anatomia Neuronal do Estdmago

O estbmago é inervado por uma rede neuronal denominada de Sistema Nervoso
Entérico (SNE), formado por neurbnios intrinsecos eferentes e neurdnios extrinsecos
aferentes. Em ratos, a maior parte da inervacgdo intrinseca neural do estdmago se origina no
plexo mioentérico, o plexo submucoso contém apenas um pequeno nimero de neurénio. Em
seres humanos, o plexo submucoso é claramente definido. O nervo vago contém 80% a 90%
das fibras aferentes e apenas 10% a 20% de fibras eferentes. As fibras eferentes sdo pré-
ganglionares e controlam as células parietais ou células neuroenddcrinas através de sinapses
com neurbnios poés-ganglionares do SNE. Os neurbnios pds-ganglionares contém uma
variedade de transmissores, incluindo a Acetilcolina (ACh), Peptideo Liberador de Gastrina
(GRP), Polipeptideo Intestinal Vasoativo (VIP), Ciclase Pituitaria Ativando-Polipeptideo
(PACAP), Oxido Nitrico e Substancia P (SMITH, et al., 2001).

No estbmago de ratos e humanos, as fibras nervosas contendo peptideo relacionado ao
gene da calcitonina (CGRP) sdo de origem extrinseca, ou seja, 0s corpos celulares estdo
localizados fora do estdbmago. Neurdnios pdés-ganglionares do SNE regulam a secre¢do acida
diretamente através da liberacdo de ACh, e ou indiretamente, modulando a secrecdo de
gastrina a partir das Células G, somatostatina pelas Células D, histamina produzidas pelas
células ECL e do Peptideo Natriurético Atrial (ANP) a partir de Células Enterocromoafins
(GREEN e DOCKRAY, 1988)(SCHUBERT e PEURA, 2008).

2.5.3 Regulacio Neuroenddcrina da Secrecdo Acida Gastrica.

Uma variedade de sinais neuroenddcrinos, paracrinos e enddcrinos bem como produtos
quimicos luminal regulam a secrecdo de acido gastrico incluindo a gastrina, histamina, a
grelina, o glutamato, Peptideo Ativador da Adenilato-Ciclase (PACAP) e somatostatina. A
secrecdo de acido gastrico € um processo continuo e complexo controlado por multiplos
fatores centrais (neurais) e periféricos (enddcrino e paracrino). Cada fator se refere a um
evento fisioldgico final comum, a secrecdo de H™ pelas células parietais, as quais esto

localizadas no corpo e o fundo gastrico. Os fatores neuronais (acetilcolina), paracrinos
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(histamina) e endocrinos (gastrina) desempenham papéis importantes na regulacdo da
secrecdo &cida. Seus respectivos receptores especificos (receptores Ms, Hp, CCKy) foram
identificados anatomicamente e ou farmacologicamente na membrana basolateral da célula
parietal. Existem duas vias principais de sinalizacdo da célula parietal: a via dependente do
AMP ciclico e a via dependente de Ca**. A histamina utiliza a primeira via, enquanto a
gastrina e a acetilcolina exercem seus efeitos por meio da Gltima. A via dependente do AMP
ciclico resulta na fosforilacdo das proteinas efetoras da célula parietal e a via dependente do
Ca’* leva a um aumento do Ca*" citosélico. Ambas as vias ativam a H*,K*- ATPase (a bomba
de proton) resultando na secrecdo acida estomacal(SCHUBERT, 2004) (DONGB e
KAUNITZ, 2006).

2.5.3.1 Histamina

Histamina, produzida em células ECL pela descarboxilacido de L-histidina pela enzima
Histidina Descarboxilase (HDC), estimula diretamente a célula parietal ligando-se a
receptores H, acoplados a ativagdo da Adenilato Ciclase e geracdo de AMPc . A histamina
também estimula a secrecdo de acido indiretamente atraves da ligacdo aos receptores Hs
inibindo a somatostatina e portanto estimulando a secrecdo de acidos pela liberagdo de
histamina. A estimulacéo da secrecdo de histamina é realizados pela Gastrina, PACAP, VIP e
grelina, enquanto que a somatostatina, CGRP, prostaglandinas, peptideo YY (PYY) e
galanina inibem sua secrecdo. ACh ndo tem efeito direto sobre a secrecdo de histamina
(SCHUBERT e PEURA, 2008).

2.5.3.2 Gastrina

Gastrina, produzida pelas células G, das glandulas pildrica, estimula a secre¢édo de acido
gastrico e o crescimento das células da mucosa. Gastrina é secretada em resposta a agentes
quimicos (pH e proteina) e mecéanica (distensdo). Estimulos que atuam diretamente sobre a
célula G ou indiretamente via liberacdo de mensageiros de células neuroenddcrinas adjacentes
e neurotransmissores do sistema nervoso entérico. As acles de gastrina sdo mediadas
principalmente pela ativacdo dos receptores CCK-2, receptor acoplado a proteina G ou
receptor de gastrina. Gastrina estimula secrecdo &cida principalmente pela liberacdo de
histamina pelas Células ECL (SCHUBERT e PEURA, 2008).
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Gastrina e colecistoquinina (CCK) possuem uma sequéncia carboxi-terminal
pentapeptidica idéntica (-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NH2). Essas duas classes possuem receptores
caracterizados como CCK-1 e CCK-2. Receptores CCK-1 sdo especificos para
colecistoquinina, enquanto receptores CCK2 reconhecem tanto a colecistoquinina (CCK)
como a gastrina com alta afinidade para ambas. Os receptores CCK2 foram identificados em
humanos nas células parietais e células enterocromoafins (ECL), onde sdo acoplados a
ativacdo da fosfolipase C acarretando a liberacdo de célcio intracelular (KULAKSIZ, et al.,
2000) (TARI, etal., 1997.).

Acredita-se que a acdo principal da gastrina na célula parietal é devido a sua
sensibilizacdo em outros secretagogos atraves de sinalizacdo cruzada ou interacdo sinérgica
entre as vias de sinalizacdo. Ativacdo do receptor CCK-2 na célula ECL com a liberagdo de
histamina é atualmente considerada a principal via pela qual gastrina estimula a secrecdo de
acido. Gastrina regula a secre¢éo e sintese de histamina por um padrdo bifasico. A primeira
fase envolve liberagdo de histamina armazenada. A segunda fase refere-se envolve uma
aumento na atividade e expressdo da Histidina Decarboxilase (HDC), enzima responsavel
pela producdo de histamina pela descarboxilacdo da L-histidina (ZANNER, et al., 2002).

ACh, Peptidio Liberador de Gastrina (GRP), secretina, agonistas de receptores
adrenérgicos B3/p2, calcio, aminoacidos aromaticos e bebidas alcodlicas produzidas por
fermentacdo estimulam, enquanto que a somatostatina, galanina e adenosina inibem a
secrecdo de gastrina. Além dessas substancias, pelo menos dois caminhos regulam a sua
secrecdo. O primeiro € mediado via liberacdo de somatostatina, ativada pelo pH intragastrico
baixo ativando os neurdnios CGRP estimulando a secrecdo de somatostatina que inibira a
secrecdo de gastrina. O segundo envolve uma via paracrina qual gastrina estimula diretamente
somatostatina e assim atenua sua prépria secrecdo (SCHUBERT e PEURA, 2008).

Gastrina € também um horménio trofico, receptores CCK2 foram localizados na area
progenitora das glandulas oxinticas. A hipergastrinemia cronica induz a proliferacéo direta de
células entercromoafins e de células parietais, através do acdo autdcrina ou paracrina de
fatores de crescimento, tais como heparina de ligacdo do fator de crescimento epidérmico,
fator amfiregulina, fator o de crescimento transformador, metaloproteinases. Gastrina atua
diretamente nas células ECL para induzir hiperplasia, displasia e, finalmente, neoplasia
exclusiva em roedores (JAIN e SAMUELSON, 2006).
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Histamina

Bomba de prétons

Figura 10:Modelo ilustrando receptores das células parietais e transducao de sinais
Fonte: (SCHUBERT, 2011)

2.5.3.3 Grelina

A grelina é um hormonio gastrointestinal identificado no estdmago do rato, em 1999,
por Kojima et al. Foi primeiramente, isolada da mucosa oxintica do estdmago, produzida
predominantemente, pelas células Gr do trato gastrointestinal e em menores quantidades pelo
sistema nervoso central, rins, placenta e coracdo. Dentre as acdes perifericas do ligante natural
do receptor GHS, destacam-se a estimulacéo da secre¢édo acida e mobilidade gastrica em ratos
e 0 esvaziamento gastrico em humanos (SILVA, et al 2008).

Além dos constituintes dos alimentos, a secretina, estimulacdo vagal, estimulacdo
elétrica gastrica e endotelina 1 e 3, estimulam a secrecao de grelina, sendo esta inibida pela
gastrina, somatostatina, colecistoquinina, insulina e L-glutamina. Pacientes infectados por
Helycobacter pylori apresentam baixos niveis de grelina circulante e alguns estudos relatam

um aumento na circulacdo grelina apos a erradicacdo da bactéria (SCHUBERT, 2011).

2.5.3.4 Acetilcolina (Ach)

A acetilcolina (ACh), liberada dos neurénios p6s-ganglionares do sistema nervoso entérico
(SNE) estimula diretamente a secrecdo de &cido através da ativacdo dos receptores Ms
presentes nas células parietais. A via de sinalizacdo dos receprotes Mz assim como 0S
receptores CCK2 ativam fosfolipase C, com a geracdo de trisfosfato de inositol e liberacéo de

calcio intracelular. Ach também estimulam a secrecéo acida indiretamente ativando receptores
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M, e My das células D inibindo a secrecdo de somatostatina, eliminando assim a restrigdo
exercida por esse peptideo sobre a gastrina, células enterocromoafins (ECL) e células parietais
(SCHUBERT e HOU, 2007).

2.5.3.5 Glutamato

O aminodcido glutamato atua como um neurotransmissor excitatorio no SNC dos
mamiferos, ativando seus receptores NMDA e cainato, apds administracdo intra cérebro
ventricular, estimulando a secrecdo acida gastrica (SCHUBERT, 2002). Glutamato é um dos
aminoacidos mais abundantes nos alimentos, recentemente foi revelado que o glutamato da
dieta possui fungBes no trato gastrointestinal. Em experimentos utilizando ratos foi
demonstrado, em culturas primarias de células D da mucosa gastrica, que as células secretoras
de somatostatina sdo células candidatas a detec¢do de glutamato no estdmago. Considerando-
se que a somatostatina € um dos principais reguladores negativos das fung¢ées gastrica, sugere-
se que partes dos efeitos do glutamato no estdmago pode ser explicado pela supressdo dos
efeitos inibitorios da somatostatina, estimulando a secre¢édo gastrica. O glutamato atua como
um agonista para os receptores sensoriais T1R1/T1R3 e receptores metabotropicos (mGIuRs)
(NAKAMURA, et al., 2011).

2.5.3.6 Somatostatina

No estdmago, as células secretoras de somatostatina estdo intimamente acoplados a suas
células-alvo(células parietais, células enterocromoafins e células de gastrina) seja diretamente
através de processos citoplasmaticos ou indiretamente via circulacdo local. Somatostatina
presente nas células D da mucosa gastrica oxintica e pildrica inibe diretamente a secrecdo de
acido de uma forma paracrina, a partir das células parietais. A acao indireta é realizada pela
inibicdo da secrecdo de histamina pelas Células Enterocromoafins (ECL) e secrecdo de
gastrina, a partir das Células G. As acdes inibitdrias na secrecdo gastrica da somatostatina sao
mediadas pela ligacdo aos receptores acoplados a proteina G, em cinco subtipos, conhecidos
como SSTR1 a SSTR5. (SAMUELSON e HINKLE, 2003).

Gastrina, Peptideo Liberador de Gastrina (GRP), Peptideo Vasoativo Instetinal (VIP),
Peptideo Ativador da Adenilato Ciclase Pituitaria (PACAP), agosnistas o/ adrenérgicos,

Secretina, Peptideo Natriurético Atrial (ANP), Adrenomedulina, Amilina, Adenosina e
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Peptideo Relacionado ao Gene da calcitonina (CGRP) estimulam, enquanto que a ACh e o
Interferon-y inibem a secrecdo de somatostatina. Com um aumento da acidez luminal a via
envolvendo a liberacdo de somatostatina age para atenuar a secre¢do &cida nas regifes do
antro e fundo géastrico (SCHUBERT, et al., 1988) (SCHUBERT e PEURA, 2008).

2.5.3.7 Peptideo Relacionado ao Gene Calcitonina

O Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina (CGRP) é um neuropeptideo com 37
aminoacidos que é codificada produtos do Gene da Calcitonina. Pertence a esta familia de
peptideos a Adrenomedulina (AM), Amilina e a Calcitonina. Embora estes peptideos ndo tém
um alto nivel de homologia de aminoéacidos, eles compartilham vérias atividades bioldgicas .
No estdmago, 0 CGRP esté contido nas terminacGes periféricas dos nervos aferentes sensiveis
a capsaicina. Quando &cido gastrico e outros produtos quimicos nocivos, como a capsaicina,
entram em contato com a mucosa gastrica 0 CGRP é liberado a partir das terminacoes
nervosas, exercendo diversos efeitos biologicos. CGRP tem efeitos gastroprotetor da mucosa
em lesBes experiemtais induzidas por etanol, indometacina e aspirina. Em estudos realizados
em ratos, os efeitos gastroprotetores estdo relacionados com aumento do fluxo sanguineo da
mucosa gastrica por meio de aumento da producdo de oxido nitrico (HOLZER e GUTH,
1991) (KAWASHIMA, et al., 2002).

Receptores de CGRP foram identificados nas células D nas glandulas da mucosa antral
e oxintica e estimulam a producéo e secrecdo de somatostatina. Portanto o CGRP protege a
mucosa gastrica de uma maneira direta induzindo a secre¢do de somatostatina ou de uma
forma indireta induzindo a inibi¢do de liberacdo de gastrina e histamina, inibindo a secrecéo
acida gastrica (KAWASHIMA, et al., 2002).

2.5.3.8 Regulacdo Intracelular de &cido gastrico

As células parietais secretam HCI devido a agdo da enzima H*,K'-ATPase que atua
como uma bomba de prétons, responsavel pela secrecdo acida gastrica. Esta acdo envolve a
elevacdo dos niveis intracelulares de célcio e AMPc, seguido pela translocacdo da bomba de
protons (H*,K*-ATPase) das vesiculas tubulares citoplasmaticas para a membrana apical da
célula parietal (HOU e SCHUBERT, 2006)
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No estado de repouso, esta enzima se localiza nas membranas citoplasmaticas tubulares
e quando ativadas migram para as microvilosidades do canaliculo secretor das células
parietais. Essa mudanca morfologica do canaliculo é assumida como resultado da fusdo de
vesiculas citoplasméaticas com microvilosidades formando as microvilosidades alongadas,
expandindo o canaliculo secretor. Uma vez que a enzima se move para o canaliculo, a enzima
secreta acidos pela troca de H* citoplasmatica pelo K* extracelular. A H* K'-ATPase é
formada por uma subunidade a que contém o sitio catalitico e uma subunidade p necessaria
para direcionamento da enzima para a membrana apical tendo um papel importante na
conformacdo estrutural e funcional da bomba de prétons (H+,K+ ATPase). Na auséncia do
estimulo, as bombas sdo recicladas de volta para o compartimento citoplasmatico. (SHIN, et
al., 2009 ) (SCHUBERT, 2011) (SACHS e SHIN, 1995).

A atividade fisioldgica da bomba H+,K+ ATPase esta sujeita a modulacdo (estimulacdo
e inibigdo) por sinais moleculares neuronais e endocrinos, como acetilcolina, gastrina,
histamina e somastatina (TYAGARAJAN, et al., 1995) (ESPLUGUES, 2005).

2.5.4 Fatores Protetores da Mucosa Gastrica.

O estomago € o 6rgdo que possui um ambiente extremamente acido devido a quantidade
elevada de acido cloridrico resultando em um o pH entre 0,9 e 2,0. Esse ambiente, alem de
ser necessario para digestdo, desempenha um papel importante na prote¢do do organismo ,
impedindo entrada de muitos agentes infecciosos. No entanto, isso faz com que a mucosa
estomacal fique exposta a acdo do acido cloridrico e da pepsina, responsaveis pelo processo
de digestdo. (BIGHETTI, et al 2002).

Além dos fatores fisiologicos o trato gastrointestinal é frequentemente exposto a
estimulos nocivos que podem causar lesGes. Estes estimulos podem vir devido ao uso de
bebidas alcodlicas, farmacos antiinflamatorios ndo esteroidais (AINES), alimentos em
diferentes temperaturas, infeccbes pelo Helicobacter pylori, lesbes relacionadas a isquemia e
reperfusdo e fatores enddgenos fisiologicos, como a producdo de &cido gastrico induzida pelo
estresse acarretando alteraces da mucosa. Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a
mucosa gastrointestinal apresenta fatores de protecdo que caracterizamos como fatores de
protecdo pré-epitelial, epitelial e subepitelial (DONG e KAUNITZ, 2006).

A mucosa estomacal apresenta-se como uma barreira dinamica, permitindo a passagem

de certos ions e moléculas no corpo e restringindo a entrada de determinado contetdo. Esta
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manutencgdo da funcdo de barreira ndo se trata apenas de uma barreira fisica, mas também de
uma série consecutiva de mecanismos de defesa, cada um deles finamente regulado.
(FLEMSTROM e ISENBERG, 2001).

Regulagio Hormonal - Estimulacdo Vagal
Gastrina, CCk , Grelina ,
Fatores de Crescimento .,
Citocinas
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Pepsin H PH 20
Mucus, .=+ ! i HCOy pH;-O )
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Figura 11: Diagrama de representacao dos fatores de defesa da mucosa.
Fonte (LAINE, et al., 2008)

2.5.4.1 Camada de Muco-Bicarbonato

A camada de muco-bicarbonato constitui a primeira linha de defesa da mucosa
estomacal. Esta barreira € formada por muco, ions bicarbonato e fosfolipidios surfactantes,
gue cobrem a superficie da mucosa. Para manter um microambiente neutro (pH 7,0) a mucosa
gastrica retém ions bicarbonato secretado pelas células epiteliais superficiais impedindo a
penetracdo de pepsina e, consequentemente a digestdo proteolitica do epitélio de superficie.
O muco ¢é secretado por expulsdo apical na superficie das células epiteliais sendo constituido
por 95% de agua e 5% por uma glicoproteina denominada mucina, expressa nas células

epiteliais de superficie presentes nas regides da cardia, fundo e antro estomacal. Existem 3
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formas de muco gastrico, mucina sollvel presente no suco gastrico, 0 muco (aderente)
insoltvel cobrindo as células da mucosa e presente nas células secretoras de muco, dispostas
entre as células apicais e acdo das glicoproteinas presentes no muco confere a ele uma agéo
antioxidante (MOJZIS et al., 2000).

A producdo de muco € estimulada por horménios gastrointestinais, incluindo a gastrina
e secretina, bem como agentes colinérgicos, prostaglandinas especialmente a PGE,
(MONTROSE et al., 2006).

2.5.4.2 lons bicarbonato

A secrecdo de ions bicarbonato (HCO3") formando uma camada de gel estavel, aderente
ao muco e a primeira linha de defesa da mucosa contra o acido luminal, criando um gradiente
de pH neutro na superficie epitelial no estémago e do duodeno (ALLEN e FLEMSTROM,
2005) (ATUMA et al., 2001). No estdmago, as prostaglandinas PGE; estimulam a secre¢édo de
HCOj3" através dos receptores EP1. A barreira de muco-bicarbonato ¢ a Unica barreira entre o
lumen preé-epitelial e epitélio. Quando este fator de protecéo € sobrecarregado ou destruido, as
proximas séries de mecanismos de protecdo entram em jogo, incluindo a neutralizacdo do
acido intracelular, rapida reparacéo epitelial, manutencao e distribuicdo do fluxo sanguineo da
mucosa (TAKEUCHI et al., 2006).

Ao longo do trato gastrointestinal, a mucosa apresenta-se como uma barreira dinamica
dentro do hospedeiro, permitindo a passagem de certos ions e moléculas no corpo e
restringindo a entrada de outro contetdo. Esta manutencéo da funcéo de barreira ndo somente
uma barreira fisica- anatdmica, se trata também de uma série consecutiva de mecanismos de
defesa, cada um deles finamente regulado (FLEMSTROM e ISENBERG, 2001).

2.5.4.3 Hidrofobicidade da mucosa gastrica e juncdes intercelulares

As células epiteliais da superficie formam uma barreira que impede o retorno do acido
gastrico e pepsina que foi secretado impedindo a sua difusdo para esta camada de células. Foi
demonstrado que 0 muco que reveste as células da superficie do epitélio contém fosfolipides
bipolares que, devido a elevada polaridade, previnem a retrodifusdo de acidos minerais, como
acido cloridrico (HCI), da luz do estdmago para o interior da mucosa. Porém, compostos

organicos nao-ionizados, como sais biliares ou acido acetilsalicilico, que tém pKa
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relativamente baixo, podem alcancar rapidamente, por difusdo ndo-ibnica, as células da
superficie da mucosa e se acumularem no interior dessas células, onde sdo dissociados e
provocam lesdo celular. Por causa da presenca de fosfolipidios em suas superficies, as células
epiteliais de superficie se tornam hidrofobicas, repelindo fons H* sollGveis em &gua.
(LICHTENBERGER, 1999).

2.5.4.4 Proteinas de Choque Térmico

A proxima linha de defesa da mucosa é formada por uma camada continua de células da
superficie epitelial que sdo responsaveis por gerarem as Proteinas de Choque Térmico,
peptideos do fator trefoil e as catelicidinas, substancias envolvidas no mecanismo de protecdo
epitelial. Proteinas de choque térmico sdo cruciais para a manutencdo da homeostase celular
durante o crescimento normal das células e para a sobrevivéncia durante situacdes de estresses
celulares, sdo células epiteliais gastricas geradas em resposta ao estresse oxidativo, agentes
citotoxicos e ao aumento de temperatura do epitélio, evitando a desnaturacdo de proteinas e
protegendo as células contra lesdes. O imediato reparo na mucosa gastrica € mediado pelos
peptideos Trefoil, uma familia de proteinas abundantemente expressas em células da mucosa
gastrointestinal que protegem o epitélio inibindo a apoptose e inflamacéo, estimulando a
migracao celular e aumentando a barreira de protecdo de muco (BABYATSKY et al., 1996).

Catelicidinas e defensinas sdo importantes peptideos antimicrobianos expressos pelo
epitélio gastrointestinal que desempenham importante papel no sistema de defesa inata da
superficie da mucosa prevenindo a colonizacdo bacteriana acelerando a cicatrizacao da Ulcera.
(YANG et al., 2006).

2.5.4.5 Maré Alcalina

Outro mecanismo de protecdo da mucosa gastrica acontece quando as células parietais
ao liberar os fons H*, simultaneamente transportam ions bicarbonato pela membrana
basolateral através da troca CI/HCOs3, que resulta numa maior disponibilidade de ions
bicarbonato. Além disso, para cada ion H* secretado pela célula parietal, uma molécula de
CO, é convertida em bicarbonato pela anidrase carbdnica, aumentando a secrecdo alcalina na
superficie de células epiteliais, provocando o que se conhece como maré alcalina apés a
secrecdo de acido gastrico. (ALLEN e FLEMSTRO, 2005)
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2.5.4.5 Migracdo e Renovagédo Celular

Uma outra caracteristica que faz com que o epitélio gastrico seja resistente a injuria € a
continua renovacdo de células a partir de células progenitoras da mucosa, mantendo a
integridade estrutural desta camada e confererindo habilidade de reparacdo ao dano epitelial.
O epitelio gastrico é renovado a cada 2-4 dias por uma coordenada e controlada proliferacdo
de células progenitoras que permite a substituicdo da células epiteliais de superficie que estdo
danificadas ou envelhecidas. Substituicdo desta camada superficial normalmente leva 3-7
dias, enquanto as células glandulares sdo necessarios meses para substitui-las. A capacidade
de substituir as células mais velhas, sem que haja uma ruptura significativa na funcdo de
barreira pode ser atribuido ao processo de apoptose e extrusdo de células que sdo expulsas
para o limen se juntando ao muco (MODLIN et al, 2003). (WALLACE, 2001).

2.5.4.6 Fatores de Crescimento

A proliferacdo celular de células progenitoras é controlada por fatores de crescimento.
O principal receptor do fator de crescimento expressa em células progenitoras gastricas € o
Fator de Crescimento Epidérmico (EGF) receptor (EGF-R) (TARNAWSKI et al, 1992)
(HRITZ et al, 2005). Os principais fatores de crescimento mitogénicos que ativam EGF-R € o
Fator de Crescimento Transformador (TGF-a) e Fator de Crescimento Semelhante a Insulina-
1 (IGF-1) (NGUYEN et al, 2007). Gastrina e a prostaglandina E, (PGE,) também atuam na
ativacdo do EGF-R estimulando a proliferacdo celular e exercendo uma acao trofica sobre a
mucosa gastrica (PAI et al, 2002).

A proteina anti-apoptose survivina, promove a mitose e a sobrevivéncia da célula. A
expressdo da survivina em células progenitoras gastrica permite que essas células evitem a
apoptose promovendo o processo mitotico (CHIOU et al, 2005) (JONES et al., 2008). Os
fatores de crescimento epitelial também tém importancia na prote¢cdo a mucosa gastrica. O
TNF-o é uma citocina produzida durante a lesdo da mucosa gastrica. TNF-a esta relacionada a
lesbes gastricas associada ao H. pylori e ao uso de AINEs. TNF-a também pode promover a
reparacao da mucosa através da estimulacdo da proliferacdo de células epiteliais (KOSONE,
et al., 2006)
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2.5.4.7 Microcirculacdo

Microcirculagdo da mucosa € essencial para a entrega adequada de oxigénio e nutrientes
e para a remocao de substancias toxicas. As células endoteliais que revestem 0s microvasos
do epitélio gastrico produzem potentes vasodilatadores, tais como Oxido Nitrico (NO) e a
Prostaciclina (PGl;), que protegem a mucosa gastrica contra lesdes geradas pela a agéo
prejudicial de vasoconstritores, como o Leucotrienos C4, Tromboxano A; e Endotelinas. A
atividade das células endoteliais sdo mantidas pela PGl, e NO que também impedem a adeséao
de plaquetas e leucdécitos as células endoteliais microvasculares, evitando comprometimento
desta microcirculacdo. Quando a mucosa gastrica é exposta a um agente irritante ou ao acido
gastrico que sofreu difusdo para dentro do epitélio, ocorre um rapido e acentuado aumento do
fluxo sanguineo da mucosa. Esta reacdo permite a remocdo dos agentes nocivos e ou a
diluicdo deste acido que retornou limitando, desta forma, sua penetragdo em camadas mais
profundas da mucosa. Esta resposta é essencial, pois a restricdo mecanica do fluxo sanguineo
leva a necrose hemorragica. Esta resposta hiperémica é mediada por nervos aferentes
sensoriais e o aumento de fluxo sanguineo na mucosa é mediada pelo menos em parte pelo
NO gerado pela enzima NO sintase que protege a mucosa gastrica contra lesdes por Etanol e
Endotelina 1, enquanto que a inibicdo da NO sintase (resultando em menor geracdo de NO)

aumentando a injuria gastrica. (LANAS, 2008).

2.5.4.8 Inervacdo Sensitiva

O trato gastrointestinal € conhecido por ser rico em sistemas neurais. Os vasos da
mucosa gastrica e submucosa sdo inervados por neurbnios sensoriais aferentes primarios.
Estes neurdnios constituem um sistema de emergéncia que entram em funcionamento quando
a mucosa gastrica é ameacada pelo acido gastrico e outros produtos quimicos nocivos.
Ativacdo desse sistema neuronal afeta diretamente o ténus das arteriolas da submucosa, que
regulam o fluxo sanguineo desta camada. As terminacdes sensoriais aferentes na superficie da
mucosa pode também detectar a presenca de &cido gastrico, promovendo a liberacdo de
neurotransmissores como a Substancia P e o Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina
(CGRP). Isso resulta o relaxamento da musculatura lisa em torno das arteriolas, promovendo
uma elevacdo do fluxo sanguineo da mucosa. O efeito relaxante do CGRP no musculo liso
vascular é em grande parte mediada pelo NO, mas também ha indicios de participacdo de PGs
nesta resposta vasodilatadora. (HOLZER, 1998) (EVANGELISTA, 2006)
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2.5.4.9 Inflamagéo

O processo inflamatdrio é uma componente chave na defesa da mucosa contra fatores
exdgenos e endogenos. O comprometimento dessa resposta inflamatéria pode levar a lesdo da
mucosa e também ao comprometimento dos mecanismos de reparagdo. O processo
inflamatorio é coordenado por varios mediadores liberados nas células do epitélio e 1amina
prépria (linfocitos, mastdcitos, fibroblastos). Mediadores inflamatérios podem alterar a
integridade da mucosa, influenciando seus os varios componentes de defesa desta camada. E
importante ressaltar que embora a resposta inflamatoria aguda vise reduzir lesdo da mucosa,
existem circunstancias em que esta resposta pode estar desregulada e contribuindo ainda mais
para a lesdo da mucosa. (MARTIN e WALLACE, 2006)

2.5.5 Aspectos Moleculares na Protecdo da Mucosa Gastrica

2.5.5.1 Citocinas

As Citocinas desempenham um papel central na regulacdo do sistema imune da mucosa
e sdo importantes para defesa da mucosa. A Interleucina (IL)-1b é liberada no inicio de uma
reacdo inflamatdria contribuindo para a resposta sistémica a inflamacdo ou infeccdo, a
administracdo de IL-1b pode aumentar a resisténcia a lesdes e reduzir a gravidade dos danos
gastroduodenal. Os mecanismos responsaveis pelas acdes de protecdo de IL-1b ndo sdo
totalmente compreendidos, mas essa citocina € um potente inibidor da secrecdo de &cido
gastrico, reduzindo a lesdo gastrica por meio de sua capacidade de estimular a liberacdo de
NO e PG. (MARTIN e WALLACE, 2006)

2.5.5.2 Poliaminas

O inicio da fase de reparacdo da resposta inflamatéria € acompanhada por um aumento
de sintese de Poliaminas que sdo inicialmente produzidos apds a conversdo de arginina para
ornitina pela enzima arginase. Aumentos nos niveis de Poliaminas Intracelulares estdo
associados com taxas de crescimento rapido. Ha evidéncias consideraveis de um papel chave
de poliaminas em reparacdo da mucosa gastrica. (TULASSAY e HERSZENYI, 2010)
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2.5.5.2 Prostaglandinas

A geracdo continua de Prostaglandinas ( PGE2 e PGI2) é o fator crucial para prote¢do e
manutengdo da integridade da mucosa gastrica contra agentes ulcerogénicos e necrosantes.
Quase todos os mecanismos de defesa do eptélio gastrico sdo estimulados por PGs, pois estas
substancias agem inibindo a secrecdo &cida, estimulam a sintese e secrecdo de bicarbonato,
muco e fosfolipideos. PGs sdo produtos originados do &cido aracddnico, o qual é obtido da
dieta ou do acido linoléico, quimicamente sdo parte de um grupo chamado eicosandides,
derivados do &cido aracdobnico e liberado de fosfolipideos de membrana de células lesadas,
por acdo catalitica da fosfolipase A2. As cicloxigenases (COX-1 e COX-2) e a
hidroperoxidase catalisam as etapas sequenciais de sintese dos prostandides (prostaglandinas
classicas e tromboxanos) e as lipoxigenases transformam o acido aracddnico em leucotrienos
e outros compostos. Outro mecanismo de protecdo € o aumento do fluxo sanguineo no eptélio
da mucosa acelerando a sua restituicdo e cicatrizacdo, PGs também inibem a ativacdo de
mastocitos e leucdcitos, inibindo tambem a adesdo das plaquetas no endotelio vascular.
(LAINE et al., 2008).

PGs aumentam a resisténcia de células epiteliais em lesdes induzidas por citotoxinas e
suprimem o recrutamento de leucécitos na mucosa, também podem regular negativamente a
liberacdo de uma serie de mediadores inflamatorios que contribuem para a geracdo de leséo
da mucosa. Por exemplo, PGE2 é um potente inibidor de fatores de crescimento TNF-a, IL-1,
IL-8 e de leucotrieno B4 que sdo liberados pelos macréfagos e neutrofilos. (MARTIN e
WALLACE, 2006).

As acdes protetoras da mucosa gastrica mediada pelas PGs atuam principalmente via
receptores EP-1, que aumentam a secrecdo de bicarbonato e o fluxo sanguineo da mucosa
danificada, diminuindo a motilidade gastrica, ja os receptores EP-3 e EP-4 afetam a secrecéo

de 4cido e de muco, respectivamente. (GYIRES et al., 2001).

2.5.5.3 A Acdo das Enzimas Ciclooxigenase (COX ) na Protecdo Gastrica

A Ciclooxigenase (COX)-1 atenua a lesdo da mucosa por estimular a secre¢do de HCO;
e muco, por aumento do fluxo sanguineo da mucosa, a COX-2 regula proliferacdo epitelial em
locais de lesdo, enquanto inibi a adesdo de leucécitos ao endotélio vascular. A COX-1 e COX-

2 sdo enzimas chaves na biossintese de PGs. COX-1 é constitutivamente expressa em muitos
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tecidos, enquanto COX-2 tem pouca ou nenhuma expressao na maioria dos tecidos, mas é
rapidamente induzida em resposta a fatores de crescimento e citocinas (MARTI e
WALLACE, 2006).

A sintese PG é mediada principalmente pela COX-1 sendo responsavel por manter a
integridade da mucosa gastrica. Os AINEs tradicionais, como a indometacina ou ibuprofeno
séo inibidores seletivos de ambas as enzimas ,COX-1 e COX-2. Estes medicamentos causam
danos ao estdbmago devido a diminuicdo acentuada de PGE2 da mucosa géstrica. Portanto as
lesBes gastricas podem estar relacionada com inibicdo da producdo de PG na mucosa gastrica
por inibicdo da COX-1. Esta afirmacdo foi reforcada pelo fato de que AINEs seletivos de
COX-2, que néo inibem a COX-1 em doses terapéuticas, ndo afetam a producdo de PG da
mucosa e ndo produzem lesdo gastrica experimental em modelos animais. No entanto, estudos
recentes mostram que um inibidor da seletivo COX-1 também ndo causa dano grave ao
estdbmago, apesar da producdo inibida de PG na mucosa gastrica. Em contraste, a
administracdo combinada de inibidores seletivos de COX-1 e COX-2 induzem a lesdo na
mucosa. Estes dados desafiam a idéia de que apenas a COX-1 desempenha um papel na
protecdo do estdmago. Este fato é explicado devido a inibi¢do seletiva da COX-1 induz a uma
deficiéncia de PG, poréem existe um mecanismo compensatério que aumenta a expessao da
enzima COX-2 regulando a producdo de PG (TANAKA, et al., 2001) (HALTER, et al.,
2001) (TANAKA et al., 2002).

Assim, tanto a COX-1 quanto a COX-2 podem desempenhar um papel na sintese de PG
e na manutencdo da integridade da mucosa gastrica. A COX-2 desempenha um papel
compensatorio, aliviando a deficiéncia de PG em situacdes que a sua sintese foi diminuida
pela inibicdo da enzima COX-1. Os AINEs induzem a reducéo do fluxo sanguineo na mucosa
vascular devido a COX-2. No entanto, tanto a COX-1 e COX-2 podem ser necessarias para a
melhoria da migracdo de neutréfilos na mucosa gastrica (LAINE, et al.,2008).

Vérios estudos, usando uma variedade de experimental modelos, também tém
demonstrado um papel da motilidade na defesa da mucosa gastrica. A motilidade normal
desta camada é mediada pela COX-1 induzindo a sintese PG, este fato esta envolvido na
manutencdo normal do fluxo sanguineo desta camada. Um aumento marcante na motilidade
gastrica é relatado apds tratamento com inibidores seletivos de COX-1, mas isto ndo €
verificados em inibidores seletivo de COX-2. Este fato é importante, pois contracdes
exacerbadas podem resultar em uma restricdo temporal do fluxo sanguineo para a mucosa,

resultando em hipoxia e diminuicdo dos mecanismos de defesa (LAINE, et al.,2008).
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2.5.5.4 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) é uma molécula de sinalizacdo, gerado por uma familia de
enzimas denominado Oxido nitrico sintetases (NOS), do ponto de vista bioquimico, sdo uma
familia de enzimas complexas que catalisam a oxidacdo da L-arginina para formar éxido
nitrico e L-citrulina. Elas s8o mais bem caracterizadas como citocromo hemeproteinas
semelhantes ao citocromo P-450 que dependem de cofatores como: oxigénio molecular,
NADPH, flavinas e tetrahidrobiopterina que geram NO através de uma série de etapas
reguladas de transferéncia de elétrons (SHAH, et al., 2004)

As trés formas humanas de NOS identificadas até agora, eNOS (constitutiva endotelial),
nNOS (neuronal) e iNOS (induzida), gerando o NO por diferentes mecanismos regulatorios e
complementares. Embora de vida curta em sistemas bioldgicos, a natureza lipofilica do NO
Ihe permite difundir rapidamente, iniciando assim suas diversas a¢des nos tecidos. A via mais
caracteristica da sinalizacdo porduzida pelo NO diz respeito a via de Guanilatociclase, 0 NO
ao se ligar ao grupo heme da Guanilatociclase estimula a enzima gerando GMPc, que por sua
vez ativa a Proteina Quinase G (PKG), levando a funcdes efetoras. No entanto, em condicdes
fisiopatologicas e provavelmente durante certas condicdes fisioldgicas, a sinalizacdo mediada
pelo NO também pode ser independente da ativacdo da guanilato ciclase, regulando
diretamente a funcao de canais ibnicos, enzimas e varias proteinas (STAMLER et al., 2001).

A importéncia fisioldgica deste fator endotelial tem sido demonstrada em animais e
humanos. O produto da Oxido nitrico sintetase (NOS) é o mais potente vasodilatador
enddgeno conhecido. O NO além de ser um potente vasodilatador e inibidor da adesdo e
agregacao plaquetarias, reduz a aderéncia de leucdcitos ao endotélio vascular e também
suprime a proliferacdo de células da musculatura lisa vascular por inibicdo de fatores de
crescimento (COOKE e DZAU, 1997).

Regulacdo de fluxo sanguineo do trato gastrointestinal é mediado pelo NO, pois este
desempenha um papel chave na regulacdo da perfusdo vascular, promovendo a vasodilatacdo
pela sinalizacdo da célula muscular lisa via GMPc. A maioria do fluxo sanguineo para o
Sistema Gastrointestinal chega pela veia mesentérica e a regulacdo deste fluxo para as
arteriolas mesentéricas é um fator determinante para a regulacdo do fluxo sanguineo geral e
local do intestino. Além disso, grande parte do fluxo mesentérico é direcionada para a mucosa
gastrointestinal para facilitar a absor¢do e secrecdo. O papel do NO neste processo €
evidenciada pela demonstracdo de que inibidores da NOS diminuem o fluxo sanguineo

esplancnico por diminuir os niveis de NO nas artérias mesentéricas. (SHAH et al., 2004)
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A eNOS ¢é a isoforma responsavel pela da producdo de NO que atua regulando a
vasodilatacdo no sistema GI, portanto a expressao da eNOS é mais proeminente nas células
endoteliais que revestem os canais vasculares no TGl. O NO inibe a ativagdo e adesdo de
determinados células hematopoiéticas, atenuando a estase vascular e prevenindo a lesdo por
isquemia tecidual. Leucdcitos e plaquetas sdo as células mais proeminentes envolvidos neste
processo de inibicdo (LOW, et al., 2002).

Atualmente, o 6xido nitrico tem sido reconhecido como um importante mediador nos
mecanismos de defesa gastrica. Embora a influéncia do NO sobre a protecdo e
permeabilidade da mucosa seja controversa, experimentos usando inibidores farmacol6gicos
das NOS indicam que a inibicdo da producdo de NO basal aumenta permeabilidade da
mucosa epitelial, implicando, assim, na sua constituicdo. Sendo assim a producdo de NO é
importante para manter a barreira protetora da mucosa gastrointestinal. Esse mecanismo
protetor do NO pode ser devido a sua capacidade em aumentar do fluxo sangiiineo da mucosa.
Porém, o excesso de producdo de NO associado com estados inflamatérios € caracterizado
pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da fungdo da barreira protetora de muco.
(SHAH et al., 2004)

2.5.6 Mecanismos de Reparacdo da Mucosa Gastrica.

Quando os componentes de defesa da mucosa sdo insuficientes para limitar o dano a
esta camada, acarretando na formacdo de Ulceras, um processo programado de reparo é
inicializado propiciando a cicatrizacdo da lesdo desenvolvida. Estes mecanismos de reparo
incluem a inflamacao, proliferacéo celular, re-epitelizacdo, formacao de tecido de granulacéo,
angiogénese, todos resultando na formacdo de cicatriz. Estes eventos sdo controlados pelo
citocinas, fatores de crescimento e fatores de transcricdo ativados por lesdo tecidual. Como
exemplos 0 EGF e seu receptor, o fator de crescimento de hepatocitos (HGF) e a COX-2 sdo
importantes para a proliferacdo das células epiteliais, migracdo, re-epitelizacdo e a
reconstrucdo das glandulas gastricas. As plaquetas contribuem significativamente para a
cicatrizacdo da Ulcera, pelo menos em parte, através da entrega de inimeros fatores de
crescimento que podem promover a proliferacdo de células epiteliais e angiogénese. Fator
Vascular de Crescimento Endotelial (EGFV), NO, Endotelina e Matriz metaloproteinases

(MMPs) sdo importantes para a remodelacdo da angiogénese, vascular e regeneracdo da
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mucosa. Células progenitoras circulantes sdo também importantes para a cicatrizagdo da
Glcera. (WALLACE, et al., 2006) (TARNAWSKI, 2005)

2.5.7 Citoprote¢do da Mucosa Gastrica

Citoprotecdo é definida como uma capacidade de agentes farmacoldgicas, originalmente
PGs, em prevenir a lesdo da mucosa gastrica e intestinal produzida por uma variedade de
substancias ulcerogénicas (exemplo, aspirina, indometacina, acidos biliares) e por agentes
necrotizantes (exemplo, agua fervente, alcool absoluto, HCI na concentracdo 0,6 mol / L e
NaOH na concentracdo 0,2 mol / L ). Portanto o pré-tratamento de animais experimentais com
PGE2 antes da administracdo de agentes necrosante (agua fervente ou etanol 95%) evita
danos da mucosa gastrica. Esta protecao é realizada por outros mecanismos que ndo a inibicao
da secrecdo de acido gastrico. Desde a primeira demonstracdo de citoprotecdo por PGs,
diversos outros agentes, com efeito, citoprotetor, foram estudados e descobertos. Como
exemplo incluem os agentes sulfidrilicos, fatores de crescimento, peptideos como o EGF,
TGF-a, gastrina, colecistocinina, bombesina, CRF, peptideo Y'Y, neurocinina, somatostatina,
leptina, grelina, NO, sulfureto de hidrogénio. Estas acGes de protecdo séo devido a ativacédo da
sintese de PG, ativacdo de genes que codificam EGF, bFGF e seus receptores, ativacdo da
proteina de choque térmico e acdo contra o H. pylori. Outros agentes podem ter acGes
protetoras topicas, induzindo uma citoprotecdo adaptativa e, assim, diminuir uma futura lesao
por irritantes mais graves administrado posteriormente. Esta acdo é mediada por receptores
EP-1 e ¢é bloqueado por indometacina inibindo as enzimas COX e por um antagonista ao
receptor EP-1. (TULASSAY e HERSZENY!, 2010)

O complexo de protecéo epitelial e subeptelial sdo ativados quando as barreiras de
protecdo inicial sdo ultrapassadas. Uma das formas de protecdo € a reducdo do estresse
oxidativo causado por Espécies Reativas de Oxigénio (ROS) que desempenham um papel
importante na patogénese de muitas formas de lesdo celular. Em condicdes fisioldgicas nos
sistemas bioldgicos, aproximadamente 95% do oxigénio molecular sofre controlada reducéo
pelo sistema citocromo oxidase formando agua. O restante do oxigénio torna-se reduzido por
intermediarios reativos de oxigénio, ou seja, anion superéxido, peroxido de hidrogénio, e
radicais hidroxilas (POHLE et al, 2001).

O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades de ROS

através das oxidases presentes na mucosa, tais como a xantina oxidase, amina oxidase e
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aldeido oxidase, bem como a NADPH oxidase encontrada em leucécitos residentes
(macrdfagos, neutrofilos e eosinéfilos) da lamina propria (GRISHAM e GRANGER, 1988) .
A inflamacéo e o consequente recrutamento de neutrdfilos por citocinas pré-inflamatdrias
aumentam a producdo de ROS (DONGB e KAUNITZ, 2006).

Por outro lado, o sistema de defesa e protecdo gastrointestinal impede a citotoxicidade
dos radicais livres através das enzimas superoxido dismutase, glutationa peroxidase e catalase
(CAT). A segunda linha de defesa contra estresse oxidativo induzido por lesdo celular é
realizado por moléculas de baixo peso molecular como tidis, especialmente glutationa
reduzida, alfa-tocoferol (vitamina E), Vitamina C, carotendides e flavondides (POHLE et al,
2001).

2.6 Ulcera Péptica

Quando o equilibrio entre fatores agressores e protetores da mucosa gastrica € alterado
ocorre uma ulceracdo que pode se manifestar em diferentes tecidos e ser causada por
diferentes fatores (hipoxia e isquemia, agentes quimicos, agentes biologicos, fatores fisicos ou
genéticos). Ulcera péptica é um termo utilizado para descrever um grupo de distdrbios
ulcerativos que ocorrem em areas do trato gastrointestinal superior que se encontra exposto a
secrecOes acidas e pepsina. As formas mais comuns da Ulcera péptica sdo as ulceracoes
duodenais e gastricas. A Ulcera pode atingir o tecido muscular (tlcera aguda) ou perfurar o
revestimento externo do estdmago podendo levar ao extravasamento de suco gastrico nos
casos de Ulcera cronica. (MILANI e CALABRO, 2001) (PORTH e KUNERT, 2002)

Portanto Ulcera péptica pode ser definida como lesbes na camada da mucosa que
penetram na muscular da mucosa e formam uma cavidade cercada por inflamacao aguda e
cronica. Ulceras gastricas estdo localizadas no estdmago, muitas vezes ao longo da pequena
curvatura na zona de transicdo do corpo do estdmago para a mucosa antral. Ulceras duodenais
estdo localizadas no bulbo duodenal. Vérios fatores estdo incluidos na patogénese da Ulcera
gastrica como secrecdo de muco, deficiente neutralizacdo por bicarbonato e aumento da
secrecdo de pepsina acida (KENT e DEBAS, 1994) (WADIE, 2011).

As causas mais comuns de ocorréncia das lesbes celulares ou teciduais da mucosa
gastrica podem ser adquiridas ou inatas: hipdxia e isquemia (resultante da diminuicdo do
fluxo sanguineo ou do decréscimo da hemoglobina ou ainda da diminuicdo das enzimas

antioxidantes dos tecidos), por agentes quimicos, como monoaminas, eicosanoides,
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endotelinas, drogas sintéticas e principalmente substdncias quimicas ingeridas
propositadamente como o etanol; por agentes bioldgicos, como virus, bactérias, fungos,
parasitas; por fatores fisicos, estresse, temperaturas extremas, forga mecénica e por problemas
genéticos (PORTH e KUNERT, 2002).

Até pouco mais de duas décadas, a patogenia da Ulcera Péptica era atribuida a um
desequilibrio entre a secrecdo acida e os mecanismos de defesa da mucosa, cujas razées eram
desconhecidas. Em 1982, na Austrélia, os pesquisadores Warren e Marshall isolaram uma
bactéria inicialmente chamada de Compylobacter pylori e posteriormente denominada
Helicobacter pylori, a partir de fragmentos de mucosa gastrica de pacientes com gastrite e
Ulcera duodenal. Estudos subsequentes em varias partes do mundo confirmaram a hipotese
inicial de que essa bactéria estaria associada a origem da doenca péptica ulcerosa. Em 1994, o
papel da infeccdo pelo microorganismo na patogénese do carcinoma gastrico foi admitido
pela Organizacdo Mundial da Saide (OMS) com base em evidéncias epidemioldgicas e
plausibilidade biologica (BITTENCOURT, et al., 2006).

Ulcera Péptica pode ser classificada como primaria quando associada & infeccio pelo H.
pylori, com curso clinico cronico, acometendo principalmente o duodeno ou secundaria, de
curso clinico agudo, mais frequentemente localizada no estdbmago na qual 0os mecanismos
etiopatogénicos dependem da doenca de base (CARVALHO, 2000). Por mais de um século
essa doenca foi a principal causa de morbidade e mortalidade, vinte anos se passaram desde a
descoberta de Marshall e Warren existindo agora varias evidéncias de que o H. pylori € um
pré-requisito para a Ulcera Gastrica Duodenal. N&o obstante, existe muito da relacdo entre
Ulcera e o H. pylori que ainda deve ser estudada. A rapida resisténcia a antimicrobianos tem
importante implicacdo no desenvolvimento de Ulcera Péptica (DONGB e KAUNITZ, 2006).

A administracdo crénica de AINEs produz erosdes na mucosa gastroduodenal em 35-
60% dos pacientes, ulceracdes em 10-25% e graves hemorragias ou perfuragdes em menos de
1%. Estudos epidemioldgicos estabeleceram que em geral, os AINEs aumentam o risco de
complicacbes graves de ulcera como perfuracdo, sangramento, hospitalizacdo e morte. A
lesdo aguda da mucosa induzida por aspirina em humanos ocorre dentro de 60 minutos sendo
visualizado como hemorragia intramucosa petequial extensa e desenvolvimento de erosdes
(HALTER et al, 2001).

Embora os casos hospitalares de Ulcera péptica em hospitais tenham decaido desde 1950
(KURATA, 1984), existe um aumento de casos de Ulcera hemorragica e perfuracdo em
pessoas idosas (MUNNANGI, 1997). Esse aumento tem sido atribuido ao aumento do uso de
AINES e aspirinas em baixas dosagens (HIGHAM et al, 2002).
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Portanto os principais fatores de risco para o desenvolvimento de um quadro de Ulcera
Péptica sdo atribuidos & infeccdo por H. pylori, uso de AINES e de AAS (Acido Acetil
Salicilico). Porém outras causas como o administracdo de agentes antiplaquetarios, stress,
infeccdo por Helicobacter heilmanii, citomegalovirus, doenca de Behcet, doenca de Zollinger
Ellison, doenca de Crohn e cirrose com hipertensdo portal também estdo relacionadas com o
desenvolvimento da Ulcera Péptica (NAJM, 2011)

Tabela 2: Etiologia e Fatores de Risco para Doenca Ulcerosa Péptica

Fator de risco Razéo de prevaléncia
Farmacos Antiinflamatdrios N&o Esteroidais (AINES) 3.7
Helicobacter pylori 3.3
Doenca Pulmonar Obstrutiva Cronica 2.34
Insuficiéncia Renal 2.29
Usuarios de Tabaco 1.99
Doenca cardiaca coronariana 1.46
Uso de alcool 1.29
Obesidade 1.18
Diabetes 1.3

Fonte: NAJM, 2011

2.6.1 Tratamento da Ulcera Péptica

Tratamento da Ulcera Péptica consiste na cura das lesdes ulcerosas formadas e na
prevencdo de complicacfes. Os pacientes devem ser aconselhados a interromper o tabagismo,
além disso, devem ser oferecidos programas de gestdo do estresse, evitar 0 uso de AINEs,
aspirina e abuso de alcool. Tratamento de pacientes também exige a detec¢do e erradicacdo da
infeccdo do Helicobacter Pylori e da administracdo e medicamentos anti-secretores, de
preferéncia inibidores da bomba de protons, por um minimo de 4 semanas. A recuperacao dos
pacientes apds o primeiro curso de tratamento, devem ser observadas. Caso 0s sintomas
persistirem a terapia anti-secretora com inibidores da bomba de prétons ou medicamentos
antagonistas dos receptores de histamina (H,) devem ser mantidos por mais 4 a 8 semanas
(BROWN et al, 2006).

O lancamento em 1979 da cimetidina revolucionou o tratamento médico da Ulcera

Péptica, proporcionando reducdo de duracdo relativamente longa da secrecdo de &cido
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gastrico com a cura de ambas as Ulceras gastricas e duodenais. Cimetidina foi primeiro
farmaco a ser descoberto seguido pela ranitidina, famotidina e nizatidina. Todos com um
mecanismo idéntico de acdo, ou seja, de inibicdo reversivel do receptor de histamina (H,) na
célula parietal secretoras de acido no estbmago. Estes farmacos tém mecanismos muito
semelhantes de acdo sendo que todos estes medicamentos apresentam tolerancia de tal forma
que perdem cerca de 50% de sua eficacia ao longo de um periodo de 7 dias.

Os farmacos Inibidores da Bomba de Préotons (H+, K+- ATPase ) como o omeprazol,
lanzoprazol, rabeprazol e pantoprazol séo considerados mais eficazes na supressdo da
secrecdo de &cido gastrico. O desenvolvimento destes farmacos melhorou a cicatrizacdo de
Ulceras géstricas, pois inibe a acidez do estdmago, melhorando também a cicatrizacdo das
Ulceras duodenal. Os Inibidores da Bomba de Proétons inibem a secrecdo &cida basal e a
estimulada por alimentos e mediadores neuronais. Estes inibidores de bomba sdo pro-
farmacos que necessitam de serem ativados em ambiente acido. Devida a sua fraca natureza
basica esse farmacos entram na célula parietal a partir do sangue e acumulam-se em
canaliculos secretores acidos desta célula, onde sdo ativados por um processo catalisado por
protons resultando na formacdo de uma sulfenamida tiofilica. Esta forma ativada reage por
meio de ligacdo forte covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio extracelular da
H+, K+- ATPase, resultando em uma inativacdo irreversivel da bomba, elevando o pH
gastrico para valores maiores que 3 ou cerca de 4 por mais tempo em um periodo de 24
horas, quando comparados com o0s antagonistas dos receptores H,. A secrecdo do acido
somente podera ser reiniciada apos a insercdo de novas moléculas de bomba na membrana
luminal (ROBINSON, 2004 ).

2.6.2 Limitacdes e Dificuldade do Tratamento de Ulcera Péptica

Os farmacos disponiveis atualmente para o tratamento das Ulceras pépticas
desempenham seu efeito principalmente por reduzir fatores agressivos da mucosa gastrica
(como os antiacidos e inibidores da bomba de prétons) ou por estimular fatores defensivos
(como o analogo de prostaglandina). Porém a recorréncia das lesées no periodo de um ano,
apds o término do tratamento esta entre 40 e 80% em grande parte dos estudos. Ulceras
cicatrizadas espontaneamente ou depois do uso de antagonistas de receptores H, sdo

insatisfatoriamente vascularizadas tendo 2 a 3 vezes menos densidade de vasos sanguineos
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novos que o tecido normal ao redor podendo ser esta a explicacdo (SZABO e VINCZE,
2000).

O uso prolongado de medicamentos bloqueadores de receptores H, e inibidores da
bomba de protons podem aumentar o risco de desenvolvimento de céncer. Farmacos que
inibem a secrecdo &cida do estdmago, como a cimetidina, ranitidina e os bloquedores da
K+,H+-ATPase, ao bloquearem os receptores de H2 e a bomba de protons desencadeiam
posteriormente um mecanismo homeostatico para superar esta acao e restabelecer a acidez. A
elevacdo do pH estimula as células G do piloro a secretar gastrina, produzindo
hipergastrinemia. A gastrina estimula as células enterocromafinicas a liberar histamina que,
por sua vez, leva as células parietais a produzir a secrecdo gastrica acida. Embora a gastrina
também estimule diretamente as células parietais, a resposta secretoria destas células é
potencializada de forma marcante quando o0s receptores H, sdo estimulados
concomitantemente. (GOMES, et al, 1997)

A manutencédo do bloqueio farmacologico leva, portanto, a continuidade da estimulacao
e a hiperplasia das ceélulas enterocromafinicas. Carcinomas neuroendocrinos (tumores
carcinoides), de aparecimento tardio, foram observados no estdmago glandular em ratos
tratados cronicamente com omeprazole. Além da acdo promotora, através da inducdo de
proliferacdo celular, é possivel também que a prolongada acloridria, que favorece a
sobrevivéncia de microorganismos e a colonizacdo da mucosa, facilite a producédo de
carcinogenos in situ (mediante a reducdo de nitrato a nitrito). Os nimeros de estudos relatam
que a incidéncia de cancer gastrico € maior entre usuarios de cimetidina e outros bloqueadores
H,. (FARROW, et al., 2000) (RAGHUNATH, et al., 2005).

Apesar dos avancos refletindo inclusive na diminuicdo de morbidade e mortalidade dos
pacientes, a abordagem farmacoldgica da Ulcera péptica ainda € insatisfatoria, ja que na
maioria das vezes os farmacos se limitam a atuar de maneira sintomatica e paliativa, sendo
que a situacao ideal seria a busca da cura sem reincidéncias. Relatos cientificos mostram as
plantas podem atuar tanto na reducdo de fatores agressivos como aumento da resisténcia da
mucosa gastrica, possibilitando o tratamento com eficacia das ulceragbes gastricas
(BORRELLI e 1Z2Z0, 2002).

2.6.3 Quimica de Produtos Naturais na Terapia da Ulcera Gastrica
Nos ultimos anos, grandes avangos nos estudos farmacol6égicos e quimicos tém
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contribuido para o conhecimento de novos compostos terapeuticamente ativos provenientes
de produtos naturais. Os compostos ativos naturais ou classes de metabdlitos secundarios
como alcaldides, flavonoides, terpendides, taninos e outros tém atraido pesquisadores para
investigacao de suas propriedades quimicas, toxicoldgicas e farmacoldgicas. Estes compostos
podem ser usados diretamente como pistas para o desenvolvimento de novos medicamentos
ou como ferramentas farmacoldgicas para descobrir novas substancias ativas que possam
atuar na Terapia dos Disturbios Gastricos (FALCAO, et al., 2008).

Os flavondides sdo um grupo de compostos naturais com uma ampla gama de efeitos
bioldgicos, incluindo a atividade anti-Ulcera. Eles sdo componentes importantes da dieta
humana (dieta diaria contém aproximadamente 1g de flavonoides por dia), encontrados em
varias plantas medicinais utilizadas na medicina popular em todo o mundo. Varios
mecanismos tém sido propostos para explicar o efeito gastroprotetor dos flavondides,
incluindo o aumento de conteudo das prostaglandinas da mucosa, diminui¢do da secrecéo de
histamina de mastdcitos pela inibicdo da enzima histidina descarboxilase, inibicdo do
crescimento do Helicobacter pylori e inibicdo da peroxidacdo lipidica de membranas
(BORRELLI e 1ZZ0, 2002).

Além disso, os flavonoides foram classificados como principais substancias com forte
poder antioxidante, pois sdo moléculas eficientes em capturar radicais livres como 0 anion
superoxido (O2e -), radical hidroxila (OHe), radical peroxila (ROO¢) e radical alcoxila (RO®).
A atividade antioxidante de compostos fenolicos deve-se principalmente as suas propriedades
redutoras e estrutura quimica. Estas caracteristicas desempenham um papel importante na
neutralizacdo ou sequestro de radicais livres e quelacdo de metais de transicdo, agindo tanto
na etapa de iniciacdo como na propagacao do processo oxidativo. Os intermediarios formados
pela acdo de antioxidantes fendlicos sdo relativamente estaveis, devido a ressonancia do anel
aromatico presente na estrutura destas substancias. Outros mecanismos responsaveis pela
atividade antioxidante sdo a inibicdo de enzimas oxidantes e a producdo de radicais livres.
Eles promovem a formacdo de mucosa gastrica, diminui a secrecdo &cida e inibem a producéo
de pepsinogénio diminuindo as lesBes ulcerosas (LA CASA, et al., 2000) (SOUSA , et al.,
2007).
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2.6.3.1 Taninos

Taninos podem ser classificados como hidrolisaveis ou condensados, séo polifenois de
peso molecular elevado contendo vérias hidroxilas assim como os flavonodides.As plantas
produzem taninos como substancias protetoras, encontradas em os tecidos exteriores e
interiores. Esses metabolitos secundarios possuem a propriedade de formar complexos com
macromoléculas, como proteinas e polissacarideos, essa complexacao leva a formacdo de uma
camada protetora na mucosa do estdmago, tornando-a menos permeavel e mais resistente a
agressdes quimicas ou mecanicas (DONATINI, et al., 2009).

Taninos possuem efeito inibitério sobre os mediadores dos receptores H; da histamina
nas células parietais funcionando como um antagonista destes receptores, além de inibir o
efeito da gastrina. Varios taninos galicos, inibem a ATPase de membrana potassio-dependente
das células da mucosa géstrica responsaveis pela secrecdo de &cido cloridrico no estémago
(FERREIRA, et al., 2004).

Estudos demonstraram que taninos galicos de diferentes plantas medicinais possuiam
acdo bacteriostatica contra H. pylori, in vitro. Tal acdo deve-se principalmente a alteracdo na
permeabilidade da membrana, levando a perdas de eletrélitos e agua. Foi demonstrado, ainda,
que alguns polifenois relacionados aos taninos e flavonoides atuavam em relacdo a adesdo da
bactéria & mucosa gastrica, dificultando sua aderéncia e, portanto, sua fixacdo, desta forma
impedindo sua acao patogénica (ANNUK, et al., 1999).

Em estudos in vivo utilizando fracdo de taninos galicos e catéquicos foram eficientes
em erradicar a infeccdo do H. pylori sugerindo grande eficiéncia, reduzindo
significativamente de achados inflamatorios, focos de hemorragia e ulceracdo, nos animais
tratados (MABE, et al., 1999).

2.6.3.2 Alcaléides

Os alcaldides constituem a maior classe de substancias vegetais secundarias, possuindo
uma notavel gama de atividades farmacologicas. Os alcaldides geralmente incluem as
substancias béasicas que contém um ou mais atomos de nitrogénio, geralmente em
combinagdo, como parte de um sistema ciclico sdo muitas vezes tdxicos para o homem e

muitos tém atividades antitlceras gastricas.
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Alcaldides isoquinolinicos possuem diversas atividades farmacoldgicas, 0os compostos
morfina e efedrina, conhecidos por sua atividade analgésica também confirmaram a atividade
antidlcera, inibindo lesdes gastricas induzida por reserpina, aspirina ou indometacina. Outros
tipos de alcaldides como protoberberina alcal6ide aceleram a cura da Glcera e 0 aumento da
producdo de muco gastrico apds a lesdo ter sido causada pelo &cido acético, HCI e etanol ou
absoluto etanol (AL-SHABANAH, et al., 1993).

Alcaldides tropanicos como a atropina e escopolamina constituem uma importante
classe de compostos anticolinérgicos derivados de plantas. Clinicamente, eles sdo usados para
bloquear a atividade de muscarinica da acetilcolina mostrando efeitos antiespasmaédico e anti-
secretora no tratamento da colite espastica, gastroenterite e Ulcera péptica. Eles também sdo
uteis ferramentas farmacoldgicas para descobrir novos principios ativos com as ac¢fes do trato
gastrointestinal (FALLONE e MORRIS, 1995) (FALCAO, et al., 2008).

No estbmago, a capsaicina estimula neurénios especificos e sinaliza para a protecédo da
mucosa estomacal inibindo a secrecdo &cida estimulando o muco alcalino e principalmente,
aumentando o fluxo sanguineo da mucosa gastrica, que ajudam na prevencdo e cura de
Ulceras contra lesdes causadas por agentes agressivos. No entanto, doses neurotoxicas de
capsaicina tém aumentada a susceptibilidade da mucosa gastrica a lesdo causada por fortes
substancias irritantes (PARK, et al., 2000).

Uma importante classe de alcaldide sdo os indolicos. Alguns exemplos destes
metabolitos apresentam atividade antiulcerogénica, pois protegem a mucosa gastrica contra 0s
danos causados por isquemia e reperfusdo induzidas por etanol absoluto através da atenuacéo
da intensificacdo do fluxo sanguineo gastrico e eliminagdo de radicais livres (KONTUREK,
et al., 1997).

Os alcaloides pirrolizidinicos como a retrorsina, senecionina, usaramina demonstram
atividade significativa em ulceras gastricas aguda e crbnica. Estes alcaldides aumentaram
producdo de prostaglandinas e em consequéncia 0 muco protetor da mucosa do estbmago.
Além disso, essas substancias reduziram a esfoliacdo superficial de células, hemorragias e
infiltracdo de células do sangue que pode ser mediada por aumento da secrecdo de gastrina e
da expressdao do RNAmM dos fatores de crescimento epidérmico (TOMA, et al., 2004).

Alcal6ides do tipo alquil-metil quinolinicos (1-metil-2-[(Z)-8-tridecenil]-4-(1H)-
quinolona e 1-metil-2-[(Z)-7-tridecenil]-4-(1H) quinolona) exibiram alta especificidade e
atividade antimicrobiana forte contra o Helicobacter pylori mediada via inibicdo respiratoria
sem efeitos adversos graves. Estes agentes possuem um unico e diferente mecanismo

antimicrobiano em relacdo ao outros antibidticos como a amoxicilina, claritromicina ou
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metronidazol. Estes alcaldides podem ser benéficos no tratamento de Helicobacter pylori
associada a doencgas gastroduodenais, quer sejam utilizados isoladamente ou em conjunto com
0s antibidticos acima mencionados ou inibidores da bomba de proton (TOMINAGA, et al.,
2000).

2.7 Agdo Antifungica de Produtos Naturais

Com freqliéncia, as infec¢bes flingicas sdo de dificil tratamento e considerando a
resisténcia das leveduras pertencentes ao género Candida frente aos antifingicos atualmente
utilizados, torna-se importante a busca de novos compostos antifungicos de origem vegetal
que possam auxiliar a terapéutica (LIMA et al., 2006).

A atividade antifungica da familia Rutaceae é relatada em diversas espécies e
relacionada aos alcaldides produzidos por plantas pertencentes a essa familia. Como exemplo,
os alcaloides quinolinicos isolados das folhas de extratos de Raulinoa echinata apresentaram
atividade contra o fungo simbiotico Leucoagaricus gongylophorus das formigas cortadeiras
Atta sexdens. Extratos hidroetandlicos obtidos das folhas de Zanthoxylum leprieurii e Z.
xanthoxyloides apresentaram atividade contra Candida albicans, Cryptococcus neoformans e
fungos filamentosos (CINARA, et al., 2010).

Diante desse fato € crescente o interesse pelo estudo da familia Rutaceae, uma vez que a
mesma apresenta um namero significativo de diferentes metabdlitos secundarios, gerando
inimeras atividades biologicas e farmacéuticas, podendo estar relacionadas com a atividade

antifangico
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3.0 Objetivos

3.1 Objetivo Geral:

Avaliar a atividade bioldgica antiulcerogénica gastrica, cicatrizante, antioxidante e
antifingica do extrato hidroalcodlico de Hortia brasiliana sobre o trato gastrointestinal de

ratos.

3.2 Objetivos especificos:

1. Avaliar os efeitos dos extratos de Hortia brasiliana na protecdo da mucosa gastrica contra
lesbes induzidas por etanol e indometacina em ratos.

2. Avaliar os efeitos do extrato de Hortia brasiliana na cicatrizacdo de lesdes gastricas
induzidas por acido acético em ratos.

3. Avaliar os efeitos do extrato de Hortia brasiliana sobre a secrecdo acida gastrica em
modelo de ligadura do piloro.

4. Avaliar a acdo sequestradora de radicais livres dos extratos de Hortia brasiliana “in vitro”.
5. Avaliacdo da atividade toxica em Artemia salina de extratos de Hortia brasiliana.

6.Avaliacdo in vitro da atividade antifingica de extratos de Hortia brasilian.
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4.0 Material e Métodos

4.1. Material botanico

As folhas e cascas de Hortia brasiliana foram coletadas préximas ao municipio de
Mariana em uma mata nativa préxima a estrada que liga esse municipio a cidade de Santa
Barbara no més de agosto de 2009, no periodo da manhd. A identificacdo boténica foi
realizada na Universidade Federal de Ouro Preto sendo realizado o depdsito da excicata
namero 25769, no herbario José Badinii da Universidade Federal de Ouro Preto.

4.1.1 Processos de Secagem

O material botanico coletado foi selecionado, limpo em &gua corrente, posteriormente
dispostas em papel absorvente a fim de retirar 0 excesso de agua e colocada em estufa com
ventilagdo forcada (FABBE modelo 171) a 45°C por uma semana, 24 horas por dia. Apds a
secagem as cascas e folhas foram reduzidas a pd, em moinhos de facas, e acondicionados em
frascos de vidros hermeticamente fechados. De parte desse material preparou-se o extrato

etandlico
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4.2 Metodologia

4.2.1. Obtencdo do Extrato

As cascas de Hortia brasiliana foram secas em estufa com circulacdo de ar forcada
entre 40-50°C e moidas em moinho de facas. O material moido foi extraido através de
percolacdo com etanol 70%, segundo a Farm. Bras. 2.ed. (1959) sendo o extrato recolhido até
0 clareamento da solugdo. As solugbes obtidas foram filtradas em papel de filtro e
concentradas em evaporador rotatério, sob pressdo reduzida, em temperatura < 40°C.

Em seguida, os extratos foram transferidos para béquers e deixados em estufa de
ventilacdo forcada com temperatura 40°C até que a massa do extrato se estabilizasse e
armazenados em dessecador. Extratos foram evaporados em evaporador rotatério (Buchi,
R114, Suica) equipado com bomba a vacuo e banho para controle da temperatura. Uma
balanca analitica Sartorius BP 221S, de capacidade para 45g e precisdo de 0,001mg foi usada
na pesagem do extrato. O rendimento da extragéo foi calculado através da formula:

rendimento% = (peso extrato seco / peso das cascas) X 100.

4.2.1.2 Preparo das Formulacoes

Para os testes em animais foram preparados dois tipos de formulagcdo, uma suspenséo e
uma nanoemulsdo, ambas utilizando como principio ativo o extrato de Hortia brasiliana nas
doses 1mg/Kg, 10mg/Kg, 100 mg/Kg Os extratos etanolicos de Hortia brasiliana foram
enviados para uma farmacia de manipulacdo (Farmécia do Povo -Vigosa) onde foram
preparados a formulacdo suspensdo de EEHb, omeprazol e a ranitidina. Para o preparo da
suspensdo de Hortia brasiliana foram utilizados o extrato da planta, Carboximetilcelulose
(CMC) 0,4 % e agua gsp. O omeprazol e a ranitidina foram preparados utilizando celulose
microgel, 0,5%, e agua gsp.

A nanoemulsdo do EEHDb foi preparada atraves do método inversdo de fases descrito por
MORAIS,( 2006). Esta técnica consiste em aquecer separadamente as fases oleosa e aquosa
até a temperatura de 85+2°C e verter lentamente a fase aquosa sobre a fase oleosa, sob
agitacdo constante entre 550 a 600 rpm utilizando um agitador mecanico (Fisaton 713D),
mantendo essa agitacdo até o resfriamento das amostras a temperatura ambiente (25+3°C).

A fase aquosa foi composta por agua ultrapura e a fase oleosa por manteiga de

murumuru e pelo sistema de tensoativos. A nanoemulséo foi preparada utilizando o extrato da
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planta estudada, 6leos de soja , croduret e crill. Para analise de tamanho e indice de
polidispersividade, foi utilizado o aparelho Nanosizer N5 submicron Particle Size Analizer -
Beckman Coulter. Foi realizada inicialmente uma diluicdo com 25 pL da nanoemulsdo em
1000uL de agua Milli Q em Eppendoff. Retirou-se 35uL dessa diluicdo e transferiu para
cubeta completando o volume com agua Milli Q. Os ensaios foram realizados com a

temperatura interna do aparelho ajustada para 25°C (GOTO, 2011)

4.2.2 Prospeccdes de Constituintes do Extrato Hidroalcoolico de Hortia brasiliana.

O extrato hidroalcodlico de Hortia brasiliana foi submetidas a analise quimica que
permite 0 conhecimento preliminar das principais classes de substancias naturais. Esta
avaliagéo e frequentemente usada para direcionar os trabalhos posteriores de fracionamento e
isolamento das substancias. Esta abordagem foi elaborada com testes para detectar o0s
constituintes secundarios da espécie estudada, atraves de reacdes de coloragdo e precipitacéo
utilizando reagentes especificos para cada classe analisada (MATOS, 1988).

Foi utilizado para preparo do extrato 300 g de casca de Hortia brasiliana seca e triturada, em
sequéncia foi utilizado o método de extragdo dos principios ativos utilizando extrato
hidroalcolico (etanol 70%: agua 30 %). O material foi extraido agitando-se frequentemente e
aquecendo a mistura até obter uma parte da planta para duas partes de solvente hidrofilico.
Apos o preparo do extrato foi realizado testes para detectar os constituintes secundarios a

espécie em estudo.

4.2.2.1 Teste para Heterosidios Cianogénicos.

Misturou-se 10 g do material com 50 ml de agua juntamente com 1 mL de H,SO,4 (1N)
em um erlemeyer de 250 mL com tampa. Foi utilizado para visualizacdo do teste uma fita de
papel picrato de sddio presa a uma tampa, porém sem tocar no liquido. A mistura foi aquecida
na faixa de temperatura de 50-60° C durante 2 horas. O aparecimento de cor vermelho

castanha no na fita indica a presenca de heterosidios cianogénicos.

4.2.2.2 Operacoes Preliminares.

Separou-se sete porcdes de 3 a 4 mL em tubos de ensaio numerados e duas pro¢des de

10 mL em bécheres rotulados. Os bécheres foram deixados em banho Maria até a secura e

66



Material e Métodos

mantidos em dessecador. O restande do extrato foi concentrado também em banho Maria até

obter metade do volume, acidificado para pH 4,0 e posteriormente filtrado.

4.2.2.3Teste para Fendis e Taninos.

O tubo numero 1 foi ensaiado juntamente com trés gotas de solucdo alcodlica de FeCls, foi
realizado também o ensaio em branco , usando apenas &gua e cloreto férrico. A coloracdo
variavel entre o azul e o vermelho é indicativa da presenca de fendis, quando o teste “branco”
for negativo. Precipitado escuro de tonalidade azul indica a presenca de taninos hidrolisaveis

e verde a presenca de taninos condensados.

4.2.2.4 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides.

O tubo de ensaio nimero 2 foi acidulado para pH 3 (HCI [1N]), o tubo 3 alcalinizado para pH
8,5 e 0 tubo 4 para pH 11. O aparecimento de cores diversas indica a presenca de varios

constituintes de acordo com a tabela 3.

Tabela 3: Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides

Cor em meio
Constituintes pH (3) pH (8,5) pH (11) Alcalino
Acido Alcalino
Antocianinas e Vermelha Lilas Azul-purpura
Antocianidinas
Flavonas, Flavonois e - - Amarela
Xantonas
Chalconas e Auronas Vermelha - Vermelho parpura
Flavanondis - - Vermelho laranja
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4.2.2.5 Testes para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

O tubo ntmero 5 foi acidulado por adicdo de HCI [1N]até a faixa de pH entre 1-3, o tubo
namero 6 foi alcalinizado com NaOH [1N] até pH 11 sendo ambos posteriormente aquecidos
com o auxilio de uma lampada de alcool durante 2 a 3 minutos. O aparecimento ou

intensificacdo de cor indica a presenca de constituintes especificados na Tabela 4

Tabela 4: Testes para Leucoantocianidinas, Catequinas e Flavanonas

Constituintes Cor em meio

pH (1-3)Acido pH (11) Alcalino
Leucoanticianidina Vermelha -
Catequina Pardo amarela -
Flavanonas - Vermelho laranja

4.2.2.6 Teste para Flavondis, Flavanonas, Flavanondis e Xantonas

Foi adicionado ao tubo nimero 7 magnésio granulado e 0,5 mL de HCI concentrado, o
término da reacdo foi aguardado pelo fim da efervescéncia e observado a mudanca de cor em
comparacdo com ao tubo 5 do teste anterior. O aparecimento ou intensificacdo de cor
vermelha ¢ indicativo da presenca de flavonois, lavanonas, flavanondis e ou xantonas livres

ou seus heterosideos.

4.2.2.7 Teste para Esteroides e Triterpenoides

O residuo seco do extrato presente em um béquer foi extraido trés vezes com 2 mL de
colroférmio. A solucdo cloroférmica foi entdo filtrada e seca com auxilio de Na,SQO, anidro
para um tubo de ensaio seco e adicionado 1 mL de anidrido acético PA, juntamente com 3
gotas de H,SO,4 [1N] e observado o desenvolvimento de cores. A coloracdo azul evanescente
seguida de verde permanente é indicativa da presenca de esteroides livres e a coloracdo parda

até vermelha indica triterpendides pentaciclicos livres.
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4.2.2.8 Teste para Saponinas

O residuo insolivel em cloroférmio do teste de esterdides e triterpenoides, foi
redissolvido em 5 mL de &gua destilada e filtrada para um tudo de ensaio. Em seguida o tubo
foi agitado fortemente por dois a trés minutos e observado se houve formagdo de espuma.

Espuma persistente e abundante indica a presenca de saponina.

4.2.2.9 Teste para Alcaldides

A solucdo aquosa de extrato preparada inicialmente (10 mL) foi alcalinizada com
NH;OH [1N] até pH 11 e extraido suas bases orgénicas com trés porcdes de 30, 20 e 10 mL
de mistura éter-cloroférmio (3 +1) utilizando um funil de separagdo. A fase aquosa foi
reservada, a solucdo de éter-cloroformio foi tratada com NaSQO, anidro e filtrada e reextraida
com trés pequenas porcdes sucessivas de HCI diluido (0,1 N). A solucéo organica foi rejeitada
e a aquosa repartida em dois tubos de ensaio sendo adicionada em cada um reagente de
precipitacdo de alcaldides respectivamente: Mayer e Dragendorff.

Precipitado floculoso, pesado ¢ indicativo de alcaldides.

4.2.3 Perfil Cromatogréafico por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE)

O perfil cromatografico do extrato bruto etandlico da casca de Hortia brasiliana foi
realizados por Cromatografia Liquida de Alta Eficiéncia (CLAE). Foi utilizada agua ultra
pura obtida no laboratorio por destilagdo e subseqlente purificacdo em Sistema Academic
MilliQ (Millipore). Metanol grau cromatografico foi adquirido da empresas Merk (Rio de
Janeiro, RJ, Brasil). Foram utilizadas pipetas automaticas Eppendorf de volume variavel (5-
50, 10-100, 20-200, 100-1000 pL), seringas de vidro (B-D Yale) de 10 mL e unidades
filtrantes Millipore, tipo HV Millex em polietileno com membrana Durapore com 13 mm de
didmetro e poros de 0,45 um. Para o preparo das solugfes foram usadas vidrarias calibradas,
comuns de laboratorio.

As separacOes cromatograficas foram realizadas em um Cromatégrafo Liquido de Alta
Eficiéncia Waters Alliance 2695 (Waters, Manchester, UK) composto por bomba, injetor
automatico de amostras, forno de coluna e detector UV Waters (2475),coluna analitica C18,

Waters Symmetry (150 mm x4,6 mm x 5 um) e pré-coluna Waters Symmetry WAT054225.
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A eluicdo por gradiente teve como fase movel metanol e &4gua, a condi¢do esta disposta na
Tabela 5.

Tabela 5: Gradiente da mistura de MeOH-H20 utilizado na CLAE do extrato etandlico de
cascas de Hortia brasiliana

Tempo Fluxo % A %B
0 1 20 80
60 1 100 0
65 1 20 80
70 1 20 80

O fluxo foi de 1,0 mL/min, o volume da amostra injetado foi de 10,0 uL, a temperatura
de 30°C. A identificagdo dos compostos foi feita com espectros obtidos entre 200 e 800 nm
pelo detector de arranjo de diodos.

4.2.4 Estudo in vitro da Atividade Sequestradora de Radicais Livres

O método utilizado para determinacédo da atividade antioxidante in vitro do extrato bruto
de Hortia brasiliana foi a o ensaio utilizando o radical livre DPPH (2,2-difenil-1-picril-
hidrazila), baseado em seu sequestro promovido pelos compostos estudados P reparou-se uma
solug@o metandlica de DPPH 40,0ug/mL (estoque) em baldo volumétrico encapado com papel
aluminio para que ndo permitisse a passagem de luz, em seguida construiu-se a curva de
calibracdo com a solucdo estoque de DPPH em espectrofotometro a 516 nm. Apds a
construcdo da curva de calibracdo fez-se solugdes metanolicas estoques de 240,0pg/mL para o
Extrato Bruto da Casca de Hortia brasiliana, apartir destas foram feitas diluicbes obtendo-se
as concentragdes de 180, 120, 60, 30ug/mL. Estas diluicdes foram lidas em espectrofotdmetro
a 516 nm apds um volume de 0,3 mL destas serem misturadas a 2,7 mL de solucédo estoque de
DPPH, nos tempos 0, 15 e 30 minutos, de modo a conhecermos a cinética da acédo
antioxidante (SOUSA e SILVA, 2007).

A equacdo para analise da atividade antioxidante total foi: %AA={[AbScontrole —
(AbSamostra — AbSpranco) JXL00} AbScontrole- APOS a determinacdo da atividade antioxidante total,
determinou-se a concentracdo eficiente que é capaz de reduzir 50% do DPPH inicial (CEsg). O
antioxidante usado para comparacdo com a atividade antioxidante dos dois extratos foi o
Butilhidroxianizol (BHA), sendo as determinaces realizadas em triplicata (SOUSA e
SILVA, 2007)
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A partir da equagéo da curva de calibragdo e dos valores de absorbancia no tempo de 30
min para cada concentracdo testada, foram determinados os percentuais de DPPH
remanescentes (% DPPHgem), conforme a Equacdo: %DPPHrem = [DPPH]t=
/[DPPH]7=0x100, onde [DPPH]= corresponde a concentracdo de DPPH no meio, apds a
reacdo com o extrato e [DPPH]r= € a concentracgdo inicial de DPPH, ou seja, 40 mg/mL (100
umol/mL) (SOUSA e SILVA, 2007).

4.2.5 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana

4.2.5.1 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana em Lesdes Gastricas
Induzidas por Indometacina.

Foi escolhido o modelo murino e o projeto para todos os modelos de inducdo foi
previamente submetido e aprovado pelo Comité de Etica em Experimentacdo Animal da
Faculdade de Biologia e Ciéncias da Saude de Vigosa (UNIVICOSA).

No primeiro teste, os animais foram divididos em 4 grupos, com 5 animais em cada
grupo, para realizacdo do screening de doses referente a formulacdo Suspenséo elaborada com
0 Extrato Etandlico de Hortia brasiliana (EEHb). O modelo de inducéo de ulceras gastricas
escolhido para o teste de doses foi o Indometacina, 0os animais, antes de cada tratamento,
foram mantidos em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua ad
libitum. As dosagens administradas de Suspensdo obedeceram a uma escala logaritmica de 1
mg/Kg, 10 mg/Kg, 100 mg/Kg de EEHb, sendo em um grupo utilizado somente o veiculo da
formulacdo (Tween 85 %, controle negativo). De acordo com os resultados obtidos foi
escolhida a dose com melhor resposta terapéutica para sequéncia dos estudos.

No segundo ensaio, os animais foram divididos em 5 grupos (5 animais por grupo),
sendo que em 3 grupos foram administradas as Nanoemulsdes preparadas com o EEHb nas
doses, 1mg/Kg, 10mg/Kg, 100mg/Kg, um grupo tratado somente com veiculo da formulacéo
(Tween 85 %, controle negativo) e um grupo tratado com a dose de melhor resultado da
formulacdo Suspensdo de EEHb do primeiro ensaio. Diante do resultado dos dois testes foi
realizado o ensaio final com a melhor dose do primeiro (Suspensdo de EEHb) e do segundo
teste (Nanoemulsdo de EEHb) mais os farmacos de referéncia e o grupo tratado com veiculo,

ou seja 5 tipos de tratamento com 6 animais em cada grupo

71



Material e Métodos

Para os trés ensaios, Ratos Wistar (180-200 g), antes de cada tratamento, foram
mantidos em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua ad libitum e
jejum por 24 horas . As lesdes gastricas foram induzidas pela administracdo subcutanea de 50
mg/kg indometacina Indocid® (Merck Sharp & Dohme), solubilizada em solugdo salina
utilizando algumas gotas de Tween 85 (Sigma). A dose foi administrada, de acordo com o
meétodo descrito por Djahanguiri (1969), em um volume de 0,5 mL de indometacina para cada
100 gramas por peso corporal do animal.

O tratamento oral com as formulagdes (suspensédo e emulsdo) dos extratos de Hortia
brasiliana e os controles foram administrados por gavagem 30 minutos antes do agente
indutor e repetido 3 horas ap6s a inducdo. No terceiro teste além da melhor dose de
Nanoemulsdo e Suspensdo do EEHb, os animais dos grupos controles receberam, veiculo
(Tween 85 %, controle negativo), a ranitidina (100 mg / kg) e o omeprazol (10 mg / kg).

Apos 6 h de tratamento (para todos os ensaios), os animais foram sacrificados por anestesia
profunda ( Xilazina 2% associada com Ketamina 10%), os estdmagos foram removidos,
dissecados ao longo da curvatura maior, fotografos e examinados.

O indice total da lesdo foi determinado para os trés ensaios conforme descrito por
Takagi et al. (1969), os parametros utilizados foram perda de muco, nimero de petéquias,
presenca de hemorragia, perda de pregas, coloracdo da mucosa e edema. As lesdes ulcerativas
foram medidas e classificadas de acordo com a severidade em les6es de nivel 1 (Ulceras de 1 a
3 mm de extensdo), lesbes de nivel 2 (Ulceras > 3mm de extensdo). Em cada tratamento o
indice de lesdes ulcerativas (I.L.U.) foi calculado atraves da equacao:

I.L.U. = (X parametros de lesdo) + (1 X X area de lesdes nivel 1) + (3 X X area de lesdes nivel
2).

Para o terceiro ensaio 0s estdbmagos foram retirados, abertos pela curvatura maior,
analisados e fotografados. A area das ulceracdes foi medida através do software Image J. Os
resultados correspondentes aos valores calculados e as areas de les6es foram expressos como
média + erro padrdo das médias, para a medicdo de lesbes foi utilizada uma lupa

estereoscopica binocular com aumento de 6,3x.

4.2.5.2 Avaliacao da atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana em Lesdes Gastricas
Induzidas por Etanol

De acordo com o método descrito por Robert et al.(1979) as lesdes gastricas foram

induzidas por etanol, em ratos Wistar mantidos em jejum por 24 horas. Os animais, antes de
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cada tratamento, foram mantidos em gaiola especial (para evitar coprofagia), sem maravalha e
com &gua ad libitum. Nove grupos de 6 animais cada foram tratados oralmente com o veiculo
(Tween 85 %, controle negativo), omeprazol (10 mg/kg), ranitidina (100 mg/kg), Suspensao e
Emulsdo de Extrato Etandlico de Hortia brasiliana na doses de 1.0 mg/Kg, 10 mg/Kg e 100
mg/Kg. Sessenta minutos apds os tratamentos mencionados foi administrado etanol (Sigma)
70% v / v, com uma dose de 0,5 mL para cada 100 g de peso corporal. Uma hora apés a
administracdo do agente necrotizante, os animais foram sacrificados por anestesia profunda (
Xilazina 2% associada com Ketamina 10%), os estdmagos retirados e abertos ao longo da
grande curvatura para serem fotografados e realizados os procedimentos de medida e
classificacdo das lesdes gastricas como foi descrito por TAKAGIIKI et al. (1969).

Os estdbmagos foram retirados, abertos pela curvatura maior, analisados e fotografados.
A éarea das ulceracdes foi medida atraves do software Image J. A determinacdo do indice de
lesdo gastrica induzida por etanol foi calculado pela multiplicacdo dos pontos obtidos na
observacdo da mucosa. Os parametros utilizados foram perda de muco, nimero de petéquias,
presenca de hemorragia, perda de pregas, coloracdo da mucosa e edema. As lesdes ulcerativas
foram medidas e classificadas de acordo com a severidade em lesdes de nivel 1 (Ulceras de 1 a
3 mm de extensdo), lesdes de nivel 2 (Glceras > 3mm de extensdo). Em cada tratamento o
indice de lesdes ulcerativas (I.L.U.) foi calculado através da equacéo:
I.L.U. = (X parametros de lesdo) + (1 X X area de lesdes nivel 1) + (3 X X area de lesdes nivel
2). Os resultados correspondentes aos valores calculados e as areas de lesdes foram expressos
como média £ erro padrdo das médias, para a medicdo de lesdes foi utilizada uma lupa

estereoscopica binocular com aumento de 6,3x.

4.2.5.2 Avaliacio da Atividade de Hortia brasiliana em Lesdes Gastricas Induzidas por Acido
Acético

Ulceras gastricas foram induzidas experimentalmente em ratos Wistar, separados em 5
grupos com 5 animais cada, de acordo com o método descrito por Motilva et al (1996). Antes
da inducédo da leséo, os animais foram submetidos a uma dieta alimentar fornecendo racdo nos
seguintes hordarios: 09h30-10h30 e 21h30-22h30, durante sete dias, apds esta fase de
adaptacdo iniciou-se o procedimento cirurgico. Os animais foram anestesiados com ketamina
90 mg/kg e xilazina 10 mg/kg, em seguida foi realizada a incisdo abdominal.O estdmago foi
exposto e 50 ml de acido acético a 5% e a 10% foram injetados através da membrana sub-
serosa na por¢do anterior do estdbmago formando 2 lesGes, posteriormente o érgao de estudo

foi lavado cuidadosamente com salina 0,9% e a parede abdominal foi suturada. Apds a
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recuperacdo da anestesia, 0s animais retornaram ao biotério e continuaram sob regime de
restricdo alimentar, com livre consumo de agua.

Os tratamentos foram iniciados 24 horas apds a cirurgia, administrando-se por via oral o
veiculo (&dgua - 0,5 mL/100 g), omeprazol (10 mg/kg), ranitidina (100 mg/kg) e as duas
formulacbes (Suspensdo e Nanoemulsdo) na dose de 100 mg/Kg de EEHb, 30minutos apos o
consumo de racdo, uma vez ao dia, durante oito dias. Ao final deste periodo de tratamento, 0s
ratos foram sacrificados, os estdbmagos removidos, analisados e fotografados. A érea de
ulceracdo foram determinados como descrito por Takagi et al. (1969). A medida das
ulceracdes foi realizada utilizando o programa Image J.

Apos as analises macroscopicas, 0s estdmagos foram fixados em solugdo agua/formol a
9:1. Posteriormente foram enviados para laboratorio de patologia animal (departamento de
medicina veterinaria, UFV) para preparo das laminas histologicas. Os cortes foram corados
com hematoxilina-eosina e analisados no mesmo laboratorio.

A avaliagdo do processo inflamatdrio na regido gastrica foi realizada em 20 campos
microscopicos aleatérios (objetiva de 40X) na regido fundica dos estdbmagos dos animais. O
processo inflamatorio foi classificado como ausente (0) , discreto (1), moderado (2) e intenso
(3) (SANTOS, 2006). Também foi contado 0 nimero de novos vasos sanguineos formados

para avaliacdo da angiogénese dos diferentes grupos tratados

4.2.5.3 Avaliacio da Atividade Anti-Secretora Acida de Hortia brasiliana em Modelo de
Ligadura do Piloro

Ratos Wistar (180-200 g), antes de cada tratamento, foram mantidos em gaiola especial
(para evitar coprofagia), sem maravalha e com agua ad libitum e jejum por 24 horas. Os
animais divididos em 5 grupos (6 animais por grupo) e recebem por via oral o veiculo ( 4gua),
extrato (em 3 doses), omeprazol (10 mg/kg), 40 minutos antes da ligadura do piloro sendo
posteriormente anestesiadas com Ketamina 90 mg/kg e xilazina 10 mg/kg. O estdmago foi
exposto através de uma incisdo de aproximadamente 2 cm no abdémen e realizado a ligadura
do piloro. A parede do abdémen foi suturada e quatro horas apos a cirurgia, 0s animais foram
mortos com anestesia profunda (Ketamina 90 mg/kg e xilazina 10 mg/kg), seus estdbmagos
removidos apds o pincamento do es6fago para evitar perda do material secretado.

O orgdo foi aberto pela curvatura maior e lavado com &gua, seco em gaze. A secre¢do
gastrica foi coletada com o auxilio de uma seringa, centrifugado em tubos de ensaios (1500

rpm durante 30 minutos), o seu volume foi determinado utilizando uma proveta de 10 mL e o
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pH medido em pH-metro. A acidez total ([H+]/mL/4 h) foi quantificada por titulagdo simples
com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2 % como indicador acido-base (DOMER, 1971)

4.2.7 Avaliacdo da Atividade Toxica de Hortia brasiliana em Ensaio de Letalidade Utilizando
Artemia salina sp

Na obtencédo de Artemia salina, ovos deste microcrustaceo foram colocados para eclodir
em aquério com solucdo salina (sal marinho artificial Red Sea®) na concentracéo 38.0 g/L,
sob oxigenacéo e radiacdo luminosa por 48 h. Posteriormente 40.0 mg de extrato seco de
Hortia brasiliana foi diluido em 4.0 mL de Etanol PA e dessa solucdo foi retirado aliquotas
de 5, 50, 250 e 500uL e transferidas para os tubos de teste, constituindo 4 tratamentos para
cada composto testado, com 3 repeticdes. Em sequéncia, evaporou-se o solvente e adicionou-
se 5,0mL (por tubo) de solucdo salina nos tratamentos, resultando nas concentracdes de 10,
100, 500 e 1000ug/mL. Os controles utilizados foram o Lapachol, preparado com 0s mesmos
procedimentos resultando em 4 tratamentos com 3 repeticdes, solucdo salina com 1
tratamento e 3 repeticbes (branco). Em cada tubo teste foi transferido dez larvas (3
repeticdes) de A. salina do tipo nauplii, que permaneceu durante 24h nas solucdes, em
seguida analisou-se o indice de mortalidade para determinar a toxicidade dos compostos,
calculando a DL, .Para obtencdo dos valores de DL50 foi utilizada a analise Probitos, através
do software MINITAB 14, com 95% de confianca (RUIZ, et al., 2005) (MCLAUGHLIN, et
al., 1995).

4.2.8 Avaliacdo Antifungica de Hortia brasiliana.

A avaliacdo antifungica da planta utilizou o Método de Determinacdo da Concentracdo
Inibitéria Minima (CIM), segundo a Técnica de Microdiluicdo em Caldo preconizada pelo
CLSI, documento M27-A2. O ensaio antifungico foi dividida em quatro etapas: preparo das
diluicBes do extrato da casca de Hortia brasiliana, preparo das diluicbes dos antifungicos
(Cetoconazol® e Fuconazol®), preparo dos inéculos com espécies de Candida (C. Albicans, C.
tropicalis, C. parapsilosis, C. krusei) e por fim o plaqueamento.

Todas as amostras foram solubilizadas em DMSO (Merck), na concentracdo de 1% do
volume da solucdo mae, a excecdo do fluconazol que foi diluido em agua destilada

esterilizada. A partir dessas solucdes foi procedida a preparacdo de diluicdes seriadas das
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amostras em meio de cultura RPMI-1640 (Sigma) conforme a metodologia empregada (CLSI
—documento M27-A2). Para a utilizagdo do meio RPMI, adicionou-se 10,4 g de liofilizado,
34,4 g de MOPS (4cido morfolinopropanosulfénico) e 1000 ml de agua destilada. O pH foi
ajustado para 7,0 e o meio foi esterilizado por filtracdo, utilizando-se membrana de
nitrocelulose de poro 0,22 um (Millipore). Este meio foi mantido em frasco esterilizado,
conservado sob refrigeragéo (2 - 8° C).

Nas dilui¢bes para 0s compostos, 12.0 mg destes (quantidade de composto suficiente
para 10.0 mL de preparado) foram diluidos em 6.0 mL de DMSO, resultando em uma solu¢édo
com concentracdo 2000 pg/mL contendo DMSO e composto em questdo, em seguida foram
feitas diluicGes sucessivas com o meio de cultura RPMI (Roswell Park Memorial Institute)
obtendo-se dez concentragdes 512.0, 256.0, 128.0, 64.0, 32.0, 16.0, 8.0, 4.0, 2.0 ¢ 1.0 pg/mL
(extrato, DMSO e RPMI).

Ja para os antif(ingicos, 5.0 mg de Fuconazol® e Cetoconazol® foram diluidos em 5.0
mL de DMSO resultando em duas solu¢ées com concentragdo de 1000 pg/mL, em seguida as
solugBes com antifungicos foram diluidas ao adicionar o meio de Cultura RPMI, sendo as
diluicdes do Fuconazol® 64.0 pug/mL, 32.0 ug/mL, 16.0 pg/mL, 8.0 pg/mL, 4.0 ug/mL, 2.0
pug/mL, 1.0 pg/mL, 0.5 pg/mL, 0.25 pg/mL, 0.125 pg/mL e do Cetoconazol® 32.0 ug/mL,
16.0 pg/mL, 8.0 pg/mL, 4.0 pg/mL, 2.0 pg/mL, 1.0 pg/mL, 0.5 ug/mL, 0.25 pg/mL, 0.125
ng/mL, 0.0625 pg/mL.

Foram utilizados as espécies Candida albicans ATCC 18804, Candida krusei ATCC
6258, Candida parapsilosis ATCC 22019 e Candida tropicallis ATCC 750 pertencentes ao
Laboratorio de Micologia da Escola de Farméacia da Universidade Federal de Ouro Preto. Para
0 crescimento e manutencao das culturas foi utilizado o meio Sabouraud dextrose (Himedia,
Munbai — India). As amostras de Candida spp. foram cultivadas em tubos contendo meio
Sabouraud solido e incubadas a 28°C durante 24 horas. A massa de células obtida foi
recolhida assepticamente com alga esterilizada e ressuspensa em tubos contendo 5 mL de
solucdo salina 0,85% estéril. O indculo foi preparado com cerca de 106 unidades formadoras
de coldnia por mL (UFC/mL), equivalente a escala de turvacdo 0,5 da escala MacFarland. A
raspagem do inoculo deve ser feita 24 horas antes do plagueamento, sendo depois colocado
para crescer em um tubo separado.

A placa foi montada com um controle negativo (RPMI) e um controle positivo (RPMI e
indcuo). O plagueamento foi feito da menor concentracdo para a maior, comecando pelo
controle negativo, assim evita-se erros analiticos. Na parte superior da placa fica 0 composto

testado e na inferior o antifungico padrdo, feito isso placa foi colocada em uma estufa
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aquecida a 28°C por dois dias, no fim do prazo determinado foi feita a leitura dos resultados,
portando foram feitas 2 placas uma comparando composto/ Fuconazol® e a outra composto/
Cetoconazol®

A determinacdo da CIM foi realizada segundo protocolo M27-A2 do CLSI, em
microplacas com 96 pogos. Em cada orificio foram dispensados 100 puL da amostra teste e
100 pL do inéculo de cada espécie de Candida spp.,perfazendo volume final de 200 puL em
cada poco. Todas as concentragcdes foram testadas em duplicata. As placas foram incubadas a
28°C e as leituras foram realizadas apds 48 horas.

As CIMs foram obtidas por leitura visual e expressas em reducdo de crescimento,
comparadas ao controle positivo, sendo de 80% em Fluconazol e Cetoconazol e 100 % nas
amostras do Extrato Etandlico de Hortia brasiliana testada (GUPTA e KOHLI, 2003).
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5.0 Resultados e Discusséo

5.1 Rendimentos do Extrato Etandlico de Casca de Hortia brasiliana

Na tabela abaixo estdo listados parte da planta, método utilizado para extracéo, solvente
e rendimento para cada parte da planta.

Tabela 6: Condicgdes de preparacdo dos extratos e rendimentos

Parte da Método de Solvente  Quantidade Quantidade  Rendimento

Planta Extracéo de po (g) de extrato
(9)
Casca (Cs)  Percolagdo(P) Etanol 1200 g 61,875 g 5,15%

5.2 Prospeccdo de Constituintes Fitoquimicos do Extrato Hidroalcoolico de Hortia brasiliana

5.2.1 Teste para Fendis e Taninos

O resultado do teste para fenois e taninos utilizando como reagente o cloreto de ferro
apresentou precipitado escuro de tonalidade verde no tubo 1. O resultado indica a presenca de
taninos condensados de acordo com a figura 12. O tubo H representa a solucdo de extrato
sem a presenca do FeCl; e o tubo B representa o teste em brando (agua e FeCls), ambos

apresentando resultado negativo.

Figura 12: Teste para fendis e taninos do extrato bruto de Hortia Brasiliana (Mattos 1997)
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5.2.2 Teste para Antocianinas, Antocianidinas e Flavonoides.

O resultados do teste para antocianinas, antocianidinas e flavonoides ndo apresentou as
coloragGes caracteristicas (figura 13), indicando a auséncia destes metabdlitos secundarios. O
tubo H representa a solucdo de extrato de Hb, o tubo dois, trés, quatro representam as

solugdes de extratos de Hb em pH 3; 8,5 e 11 respectivamente.

L LC L Lobs) s)u)\a\N

Figura 13: Teste para antocianinas, antocianidinas e flavondides do extrato bruto de Hortia
Brasiliana (Mattos 1997)

5.2.3 Teste para Flavondis, Flavanonas, Flavanonois e Xantonas

O resultado do teste para flavonois, flavanonas, flavanondis e xantonas utilizando como
reagente magnesio granulado e HCI néo apresentou as coloracdes caracteristicas (figura 14) ,
indicando a auséncia destes metabolitos secundarios. O tubo H representa a solucdo de extrato
de Hb, o tubo cinco representa solucdo de extrato de Hb em pH 3, o tubo sete a solucao de

extrato de Hb como reagente magnésio granulado e HCI, respectivamente.
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Figura 14: Teste para flavondis, flavanonas, flavanondis e xantonas do extrato bruto de Hortia
Brasiliana (Mattos 1997)

5.2.4 Teste para Esterdides e Triterpenoides

O resultado do teste para Esterdides e Triterpenoides utilizando como reagente anidrido
acético e H,SO, apresentou coloracdo azul evanescente seguida de verde permanente. O
resultado indica a presenca de esteroides livres de acordo com a figura 15. O tubo H
representa a solucdo de extrato de Hb sem a presenca do reagente teste e o segundo tubo em
coloracdo verde representa a solucéo de extrato de Hb com reagente anidrido acético e H,SO,
_apresentando resultado positivo para o ensaio.

Figura 15:Teste para esterdides e triterpenoides do extrato bruto de Hortia Brasiliana (Mattos 1997)
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5.2.5 Teste para Saponinas

O resultado do teste para saponinas utilizando residuo insoldvel em cloroférmio
redissolvido em 10 mL de &gua destilada ndo apresentou espuma persistente e abundante
indicando a auséncia de saponinas no extrato de Hb.

5.2.5 Teste para Alcaldides

O resultado do teste para alcaldides utilizando como reagente o reagente de Dragendorff
apresentou precipitado floculoso, pesado de tonalidade laranjada no tubo 8. O resultado
indica a presenca de alcaldides de acordo com a figura 16. O tubo B representa o teste em
brando (Reagente de Dragendorff) e o tubo 8 representa a solucdo de extrato de EEHb na
presenca do Reagente de Dragendorff,com resultado positivo.

Figura 16: Teste para alcaloides do extrato bruto de Hortia Brasiliana (tubo 8) e controle
negativo (tubo B) utilizando Reagente de Dragendorff (Mattos 1997)

O resultado do teste para alcaldides utilizando como reagente o Reagente de Mayer
apresentou precipitado branco no tubo 8. O resultado indica a presenca de alcal6ides de
acordo com a figura 17. O tubo B representa o teste em brando (Reagente de Mayer) e o tubo
9 representa a solucdo de extrato de EEHb na presenca do Reagente de Mayer,com resultado

positivo.
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Figura 17: Teste para Teste para alcaloides do extrato bruto de Hortia Brasiliana (tubo 9) e
controle negativo (tubo B) utilizando Reagente de Mayer (Mattos 1997)

5.3 Perfil Cromatografico do Extrato Etanolico de Hortia brasiliana por CLAE

A cromatografia a liquido de alta eficiéncia (CLAE), com deteccdo ultravioleta foi o
método de escolha por apresentar caracteristicas adequadas a analise de amostras de origem
vegetal . A CLAE tem se mostrado vantajosa em relacdo a outras metodologias por ser uma
técnica rapida, de custo acessivel na atualidade a maioria dos laboratérios, especifica e que
permite a determinacdo simultanea de diferentes metabélitos (BOMPADRE, et al., 1998.)

Os cromatogramas obtidos do extrato de Hortia brasiliana sdo mostrados nas figuras 18
e 20. A melhor resolucao dos picos foi obtida no comprimento de onda de 226 nm, revelando
um pico majoritario no tempo de retencdo de 40 minutos. Os espectros ultravioletas obtidos
nas analises do extrato da planta estudada foram comparados com os espectros dos possiveis
metabolitos presentes segundo os estudos de Severino et al, (2009).

No cromatograma obtido do EEHb utilizando a condi¢cdo mostrada no item 4.2.3, foi
possivel verificar a presenca de picos com absor¢do UV nos comprimentos de onda entre 200
e 345nm (figura 19). Essa faixa de absorcdo é caracteristica dos grupos croméforos dos
alcal6ides indolopiridoguinazolinicos (PELLATI, et al., 2006), podendo sujerir a presenca do
alcal6ide Ruteocarpina presente na espécie, como descrito na literatura. Os espectros de UV
foram comparados (figura 23)com os espectros de alcaldides identificados na espécie Evodia
ruteocarpa da mesma familia de Hortia brasiliana (Rutaceae). Os dois espectros
apresentaram o mesmo perfil de curva , com picos na mesma faixa de absorvancia (200 e 345

nm).
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Apesar da evidéncia ndo podemos afirmar que o alcal6ide presente em nossa espécie
estudada seja a Ruteocarpina, portanto os extratos foram enviados para anélise utilizando a
técnica de Cromatografia Liquida acoplado a Espectometria de Massas (LCMS-IT-TOF —
Shimadzu) no Laboratério de Caracterizacdo Molecular - Espectrometria de Massas da
Universidade Federal de Ouro Preto a fim de determinar a substancia presente. Porém o0s

resultados das analises ndo foram concluidos até a presente data.
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Figura 18: Perfil cromatogréafico obtido por CLAE para o extrato etanolico de Hortia
brasiliana casca. Detec¢do no UV 254 nm.
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Figura 19: Espectro Ultravioleta obtido por CLAE do extrato etandlico de Hortia brasiliana a
344nm
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Figura 20:Perfil cromatogréfico obtido por CLAE para o extrato etanolico de Hortia
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Figura 21 Espectro Ultravioleta obtido por CLAE para o extrato etanolico de Hortia
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Figura 23: Espectro Ultravioleta de Rutaecarpina obtido por CLAE do extrato metandlico de
frutos de Evodia rutaecarpa (1) em comparagdo com o UV obtido por CLAE do extrato
etandlico de Hortia brasiliana (2)

5.4 Estudo in vitro da Atividade Sequestradora de Radicais Livres

A atividade sequestradora do radical livre DPPHe, de colorag¢do purpura, absorve a 516
nm e por acao de um antioxidante (AH) ou uma espécie radicalar (R¢), o DPPHe* ¢ reduzido
formando difenil-picril-hidrazina, de coloracdo amarela, com consequente desaparecimento
da absorc¢édo, podendo a mesma ser monitorada pelo decréscimo da absorbancia. A partir dos
resultados obtidos determina-se a porcentagem de atividade antioxidante ou sequestradora de
radicais livres e/ou a porcentagem de DPPHe remanescente no meio reacional. A porcentagem
de atividade antioxidante (%AA) corresponde a quantidade de DDPH consumida pelo
antioxidante, sendo que a quantidade de antioxidante necessaria para decrescer a concentracéo
inicial de DPPH em 50% ¢é denominada Concentracdo Eficiente (CE50), também chamada de
concentracdo inibitoria (C150). Quanto maior o consumo de DPPH por uma amostra, menor
sera a sua CE50 e maior a sua atividade antioxidante (SOUSA e SILVA, 2007).

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante (%AA) do Extrato Etandlico de
Hortia brasiliana ( casca) e do controle positivo BHA, nas concentracdes de 60, 120 e 180

pg/mL, determinada pelo ensaio do DPPH, estdo apresentados na Figura24.
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Figura 24: Gréfico da Atividade Antioxidante do Extrato Etandlico de Hortia brasiliana
(EEHD) e BHA analisados nas concentragdes de 60, 120 e 180ug/mL.
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Figura 25: Gréfico da Cinética de Consumo de DPPH pelo Extrato Etandlico de Hortia
brasiliana (EEHb) e BHA analisados na concentracdo de 180ug/mL.

A avaliacdo quantitativa da atividade antioxidante (%AA) do extrato da espécie
estudada apresentou, nas concentracdes de 60, 120 e 180 pg/mL, taxa de 5,09%, 9,27% e
10,09% respectivamente de poder antioxidante. Comparada ao padrdo BHA que obteve
65,49%, 77,75% e 80,75% de atividade antioxidante no mesmo intervalo de concentragéo 60,

120 ,180 pg/mL, respectivamente, podemos concluir que a espécie Hortia brasiliana nao
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apresentou atividade antioxidante, sendo significativa a diferenga nos valores de CE50 obtidos
entre 0 EEHb e 0 BHA.

As medidas das absorcfes foram realizadas em trés tempos diferentes sendo possivel
determinar a cinética de sequestro do radical DPPH pelo EEHb e BHA, na concentracdo
180pg/mL. (figura 25) que esta representado pela porcentagem de DPPH remanescente pelo
tempo De acordo com o grafico nota-se que o EEHb apresentou uma cinética final de
sequestro do DPPH ( valor de 10,05 ) bem diferente ao antioxidante BHA (valor 87,75 ),
mostrando auséncia de atividade sequestradora confirmando as informacgdes sobre a atividade
antioxidante do extrato de Hortia brasiliana.

Muitas substancias naturais, obtidas das plantas, tém sido identificadas como captadoras
de espécies reativas de oxigénio, protegendo o corpo humano dos efeitos destes, bem como
retardando o aparecimento de muitas doencas cronicas (GULCIN, et al., 2003). As
substancias com nucleo fenolico apresentam destaque especial como eficientes captadores
radicalares, como demonstrado por varios estudos. Apesar da indicacdo da presenca de e
taninos pelos ensaios de classes ( MATTOS 1997) associado as possiveis atividades
antioxidante, o efeito gastroprotetor parece ndo ser devido, ao menos principalmente, a uma
atividade sequestradora de radicais livres (WU, et al., 2005) (ANDRADE, et al., 2007).

5.5 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana

5.5.1 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana em Lesdes Gastricas
Induzidas por Indometacina.

No inicio do trabalho, foram realizados dois ensaios pilotos utilizando o modelo de
inducdo por indometacina com a finalidade de determinar qual dose poderia apresentar a
melhor atividade gastroprotetora. Nesta etapa nao foi utilizada os medicamentos omeprazol e
ranitidina, as dosagens obedeceram a uma escala logaritmica de 1, 10 e 100 mg/Kg de extrato
sendo formulada uma suspensdo para o experimento inicial. Os resultados deste ensaio
(Tabela 7, Figura 26) mostraram que as doses de 10 mg/Kg e 100 mg/Kg de (EEHD)

apresentaram valores significantes de atividade gastroprotetora com um p valor de 0,0078.
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Tabela 7: Indice de Lesdo Ulcerativa (1.L.U.) do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de inducdo por indometacina. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=5). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenca em relagdo ao grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05. **
Diferenca em relagdo ao grupo doente tratado com veiculo com p < 0,001.

Grupo Simbolo I.L.U.
Grupo doente tratado com veiculo

CN 12,50+1,50

Grupo doente tratado com Suspenséo de
EEHD dose 1mg/kg S1 8,75+ 2,17

Grupo doente tratado com Suspenséo de
EEHb dose 10mg/kg S 10 *4,75%,0,94

Grupo doente tratado com Suspenséo de
EEHDb dose 100mg/kg S 100 *5 2540, 47

Indice de Les&o Ulcerativa Suspensao

15-
10-
- N
4 ] * *
5_' . -
0- : T . T
CN S1 S10 S 100
Tratamentos

Figura 26: indice de Lesdo Ulcerativa (1.L.U.) do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de indugdo por indometacina. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=5). Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenca em relacdo ao grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05.

Na sequéncia dos trabalhos foi realizado um teste com 0 mesmo modelo de inducdo,
porém utilizando uma nanoemulsdo com a mesma variacdo de doses juntamente com o
melhor resultado do experimento inicial (S 100 mg/Kg). Este ensaio piloto revelou que tanto a
suspensdo quanto a nanoemulsdo na dosagem de 100 mg/Kg possuem resultados
gastroprotetores significativos ( p valor 0,0066) em relacdo ao grupo doente tratado com
veiculo (Tabela 8, Figura 27). Por este motivo a suspensdo na dose 100mg/kg e a

nanoemulsao 100 mg/kg de extrato de Hortia brasiliana foi utilizada como dose padrdo para
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a continuidade do experimento utilizando agora os medicamentos de referéncia no tratamento

da Ulcera gastrica.

Tabela 8: Indice de Lesdo Ulcerativa (I.L.U.) do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de inducdo por indometacina. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=5). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenca em relagdo ao grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05. **
Diferenca em relacdo ao grupo doente tratado com veiculo com p < 0,001

Grupo Simbolo I.L.U.
Grupo doente tratado com veiculo CN 17,80+3,16
Grupo dode:téz Etﬁgaggszoinmlg\;ﬁ(réoemulsao N 1 10,20+3.74
Grupo dgzn&t;a;zdoc;eccgnll\éa;ﬂgemuIsao N 10 11.40+1.72
Grupo d(;)eerété ;rgtgggeci)ga rl;llglnkogemuIsao N 100 %5 000,89
Grupo doente tratado com Suspenséo de S 100 *7.2020,58

EEHb dose 100mg/kg

indice de Lesdo Ulcerativa Nanoemulsao

25
20
15 —_
_ .
~ 10 ** *
5
O ] ] ]
CN N 1 N 10 N 100 S 100

Tratamentos

Figura 27: indice de Lesdo Ulcerativa (1.L.U.) do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de indugdo por indometacina. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=5). Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05**
Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,001

No terceiro ensaio 0s resultados obtidos em relacdo ao efeito Gastroprotetor do extrato
de Hortia brasiliana em formulacdes (suspensdo e emulsdo) na dose 100 mg/kg e os controles

(veiculo , omeprazol e ranitidina ) referente ao indice de Lesdes Ulcerativas mostram que as
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duas formulagGes do extrato foram capazes de proteger a mucosa gastrica reduzindo
significativamente o Indice de Lesdo Ulcerativa com um p valor menor que 0,0001 (Tabela 9,
Figura 28)

Os valores referentes a area de lesdo dos animais tratados com as formulacdes do
extrato mostram reducdo da area lesada com valores significativos (p valor igual a 0,0133)
dos grupos tratados com a nanoemulsdo (dose 100 mg/Kg), ranitidina e omeprazol (figura 29,
tabela 9).

Tabela 9: indice de Lesdo Ulcerativa (1.L.U.) e Area Total de Lesdo (A.T.L.) do ensaio com
extrato de Hortia brasiliana, em modelo de inducdo por indometacina. Os valores estdo
representados pela média + erro padrdo (n=6). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de
uma via seguida do teste de Dunnett’s * Diferenca em relacdo ao grupo doente tratado com
veiculo com p < 0,05. ** Diferenca em relacdo ao grupo doente tratado com veiculo com p <
0,001

Grupo Simbolo ATL (cm?) I.L.U. (%)

icul
Grupo doente tratado com veiculo CN (0,2340,07)x10? 41.25+6,46

Grupo doente tratado com ,
Suspensao de EEHb dose 100mg/kg S 100 (0,10+0,05)x10 6,83+£2,37

Grupo doente tratado com
Nanoemulsado de EEHb dose

100mg/kg N 100 (0,07+0,02)x10%"  6,83+2,60"
Grupo doente tratado com

Omeprazol Omeprazol  (0,05+0,03)x10%" 9,50+3,26"
Grupo doente tratado com

Ranitidina Ranitidina  (0,01+0,01)x10%™  7,50+0,56"
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Figura 28: indice de Lesdo Ulcerativa (1.L.U.) do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de indugdo por indometacina. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=6). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenca em relagdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05. **
Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,001
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Figura 29: Grafico representa a Area Total de Lesdo do ensaio com formulacdes do Extrato
Etandlico de Hortia brasiliana em modelo de inducdo por indometacina. Os valores estdo
representados pela média + erro padrdo (n=6). Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de
uma via seguida do teste de Dunnett’s * Diferenca em relagdo ao Grupo doente tratado com
veiculo com p < 0,05. ** Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p <
0,001
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Animal Tratado com Veiculo Animal Tratado com Animal Tratado com
Omeprazol Ranitidina
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Figura 30: Imagens de estbmagos do ensaio utilizando formulacbes de EEHb, ranitidina,
omeprazol e veiculo em modelo de inducdo por indometacina .Foto de apenas um estdmago
por grupo para ilustrar as aparéncias dos resultados.

As respostas finais obtidas diante dos ensaios realizados utilizando o Modelo de
Inducdo de lesdes gastricas por Indometacina mostraram que o extrato de Hortia brasiliana na
dose de 100 mg/kg administrado por via oral, foi eficaz em proteger a mucosa gastrica. O
teste de Dunnett’s foi utilizado na analise estatistica, e 0S resultados obtidos mostram que as
duas formulag6es na dose de 100 mg/kg ( S100 e N100) apresentaram, em relacdo ao grupo
controle negativo , resultados significativos (p < 0,001) referente ao teste de indice de Les&o
Ulcerativa. Em relagdo a Area Total Lesada apenas a Nanoemulsio (dose de 100 mg/kg)

apresentou, em relagdo ao grupo controle negativo, resultado significativo (p < 0,001).
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Para a avaliacdo dos efeitos gastroprotetores da planta estudada foram utilizados
diferentes modelos experimentais, selecionados por envolverem mecanismos diversificados e
conhecidos na inducdo de lesdes gastricas Os modelos classicos de lesdo géstrica aguda que
utilizam etanol e indometacina para a inducdo de Ulceras ndo representam integralmente a
patologia humana, uma vez que as lesbes gastricas em ratos apresentam uma patologia
diferente com lesdes superficiais, multiplas e induzidas por diferentes mecanismos. No
entanto, estes modelos experimentais fornecem importantes indicativos da acdo de produtos
sobre o trato gastrointestinal, ja que o uso abusivo de alcool, o estresse excessivo e continuo e
0 uso cronico de AINEs sdo as causas mais frequentemente envolvidas na etiologia das
patologias gastricas no homem (LEVENSTEIN, 1998)

Os AINES atuam principalmente inibindo a ciclooxigenase, impedindo a biossintese de
prostaglandinas. A reducdo da biossintese destes prostandides, implicaria na diminuicdo da
resisténcia da mucosa a acdo do HCI. O principal mecanismo de acdo dos AINEs ocorre
através da inibicdo inespecifica da COX e consequente reducdo da conversdo do acido
araquidénico (AA) em prostaglandinas. Por inibirem principalmente a COX-1, os AINEs
impedem a sintese de prostaglandinas géstricas, especialmente PGI2 e PGE2, que servem
como agentes citoprotetores da mucosa gastrica. Estes eicosandides agem inibindo a secrecao
acida pelo estbmago, aumentando o fluxo sanguineo na mucosa gastrica e promovendo a
secrecdo de mucocitoprotetor. A inibicdo da sua sintese, portanto, acarreta ao estbmago uma
maior suscetibilidade as lesdes, cujo aspecto caracteristico, com infiltrado inflamatorio, levou
ao uso da denominacdo de gastropatia por AINEs. Além disso, diminui a agregacéao
plaquetaria, aumentando os riscos de sangramento. A indometacina apresenta acentuada
recirculacdo enterohepatica, o que aumenta os efeitos toxicos deste farmaco (BRENOL et al,
2000).

A inibicdo seletiva de COX-1 ou de COX-2 ndo causa lesdes na mucosa gastrica. A lesdo
ocorre somente quando as duas isoformas séo inibidas simultaneamente (WALLACE et al.,
2000). AINEs, como a Indometacina, inibem ambas isoformas, diminuindo os niveis de PGE2 na
mucosa, causando ulceracdo, induzindo Ulceras gastricas através de varios processos, incluindo
geracdo de ROS, inibicdo da sintese de PGEz, infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares,
inducdo de apoptose, iniciacdo da peroxidacdo lipidica e diminuicdo da producdo de muco
resultando em Ulceras hemorragicas (YOSHIKAWA et al., 1993) (BECH et al., 2000).

Um dos efeitos da Indometacina é sua capacidade de reduzir o fluxo de sangue na
mucosa gastrica. Este efeito é reconhecido como sendo devido, principalmente, a supressdo da

atividade da COX-1 e ser dependente da presenca de &cido no limen estomacal. A magnitude
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da reducdo do fluxo sanguineo gastrico geralmente ndo é por si sé, suficiente para resultar em
lesdo significativa da mucosa. No entanto, reduzido fluxo sanguineo ir& deixar a mucosa mais
suscetivel a danos induzidos por substancias irritantes luminais e ird prejudicar o processo de
restituicdo epitelial. A administracdo de AINE provoca o aumento na adesdo de leucdcitos
(principalmente neutrofilos) no endotélio vascular podendo desencadear lesdo endotelial.
Neutréfilos sdo capazes de induzir lesdo celular por meio de liberacdo de uma variedade de
metabolitos reativos de oxigénio e proteases, causando a gastropatia (WALLACE e
MCKNIGHT, 1990).

A inducdo de ulceras hemorragicas € devida, pelo menos em parte, aos efeitos da
indometacina sobre as plaquetas. O tromboxano produzido pelas plaquetas € um potente
estimulo para agregacdo plaquetaria e um potente vasoconstritor. Sua liberacdo é acionada
durante o processo de coagulacdo e sua sintese ocorre através de COX-1. AINEs que inibem a
COX-1 podem, portanto, suprimir a sintese de tromboxano das plaquetas e, assim, reduzir o
capacidade de plaquetas para se agregarem (MCCARTHY, 2002) (WALLACE, 2008).

Através de um método qualitativo utilizando o ensaio de CLAE (com visualizagédo
simultanea de varios comprimentos de onda) e comparando os Espectros de Ultravioleta
obtidos com as informacgdes da literatura (sobre a presenca de metabolitos secundarios
presentes na espécie estudada) podemos sugerir a presenca de alcaldides
indolopiridoquinazolinico. Estas substancias possuem atua¢do comprovada na gastroprotecdo
em lesdes induzidas por AINEs. Como exemplo, a Ruteocarpina, identificada por Severino et
al, (2009) em cascas e folhas de Hortia brasiliana e indicada sua presenga em nossos extratos,
mostra-se eficaz na protecdo da mucosa gastrica diminuindo o nimero de lesGes por estimular
a liberacdo de CGRP (Peptideo Relacionado ao Gene da Calcitonina) enddgenos através da
ativacdo dos receptores vanildides e aumentar a sintese de NO (WANG et al., 2005 ) (XIAO
YU, WU, et al., 2006).

O o6xido nitrico (NO) possui um papel importante na citoprotecdo atuando na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica, pois seus mecanismos sdo paralelos aos
efeitos das PGs e incluem mediacgédo da liberacdo do muco gastrico, manutencdo da funcdo da
barreira epitelial e aumento do fluxo sanguineo da mucosa (WALLACE et al, 2000 ).

Os taninos foi outra classe de metabolitos secundarios identificados nos ensaios de
classes realizados. Essas substancias possuem a capacidade de formar complexos com
proteinas e polissacarideos formando uma camada protetora na mucosa do estbmago,
tornando-a menos permeavel e mais resistente a agressdes quimicas e mecanicas
(DONATINI, et al., 2009).
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Como os resultados obtidos nos experimentos com inducdo de ulceras géastrica por
indometacina foram conclusivos em referéncia a prote¢do da mucosa gastrica, fica indicada
que a planta pode ter influéncia sobre o mecanismo que envolve a producdo de
prostaglandinas, muco e bicarbonato, aumentando os fatores de protecdo epiteliais, também

podendo interferir na produgéo de NO.

5.5.2 Avaliacdo da Atividade Gastroprotetora de Hortia brasiliana em Lesdes Gastricas
Induzidas por Etanol.

A preferéncia por este ensaio se deve ao mecanismo geral de formagdo da leséo e com
varios fatores envolvidos na formacdo das ulceras, além de ser um método de curta duragéo e
boa visibilidade (lesdes grandes de facil medicdo). Na avaliacdo da area de lesdo formada do
modelo estudado, o omeprazol, ranitidina e as formulagGes do extrato etandlico de Hortia
brasiliana nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg foram capazes de proteger a mucosa gastrica,
reduzindo a Area Lesada. Os grupos apresentaram diferencas significativas (p valor menor
que 0,0001) em relacédo ao controle negativo. A figura 31 e a tabela 10 ilustram o resultado do
experimento.

Tabela 10: Area Total de Lesdo (ATL, em cm?) e indice de Lesdo Ulcerativa (I.L.U.) do
ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em modelo de indugéo por etanol Os valores estdo
representados pela média £ erro padrdo (n=6). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de
uma via seguida do teste de Dunnett’s * Diferenga em relacdo ao grupo doente tratado com
veiculo com p < 0,05. ** Diferenca em relacdo ao grupo doente tratado com veiculo com p <
0,001

Grupo Simbolo ATL (cm?) I.L.U. (%)
Grupo doente tratado com veiculo Salina 1,30+ 0,65 55,0048,17
Nanofr;uuﬁgé?)osg téIEtrHatt)aggsgolTng/kg N'1 0,09+ 0,03 SAEDO2
NanoSn:ldE%g giné%ﬂ%tzigeci(r)nmg/kg N 10 0,17%0,07 OB
Nanoe(r?”lzjulsgodc?: rlgélzrstggs% C1(E)r(r)]mg/kg N 100 0,16+ 0,10 AN
Grupo cﬂjc;egil:;—tlrt')aiaa:gz icr)nrg/il;spenséo s1 0,22+ 011 34,00+7,64
Grupo ggegé%tgaésg:fgrr:g?;;penséo S 10 0,15+ 0,05 37,00+5,51
Grupo doente tratado com Omeprazol  Omeprazol 0,33+ 0,14 29,00+5,64
Grupo doente tratado com Ranitidina  Ranitidina 0,24+ 0,08 42,40+5,64
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Figura 31: Gréafico representa a Area Total de Lesdo (em cm?) do ensaio com fracdes do
extrato etanolico bruto de raizes de Hortia brasiliana em modelo de inducgédo por etanol. Os
valores estdo representados pela média + erro padrdo (n=6). * Diferenca em relacdo ao
controle negativo, teste de Dunnet em relagdo ao grupo controle com p < 0,05. ** Diferenca
em relacdo ao controle negativo, teste de Dunnet em relacdo ao grupo controle com p <
0,001.

A contagem do Indice de Lesdo Ulcerativa também foi realizada neste experimento e o
resultado mostrou que formulacdo suspensdo (dose 100 mg/kg) apresentou valores

significantes ( p valor 0,0224) de protecdo em relacdo aos demais tratamentos Figura 32.
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Figura 32: Gréafico representa Indice de Lesdo Ulcerativa do ensaio com formulagbes do
Extrato Etandlico de Hortia brasiliana em modelo de inducgdo por Etanol . Os valores estéo
representados pela média £ erro padrdo (n=6). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de
uma via seguida do teste de Dunnett’s * Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com
veiculo com p < 0,05. ** Diferenca em relagdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p <

0,001

98



Resultados e Discussao

Animal Tratado com Veiculo Animal Tratado com Omeprazol Animal Tratado Ranitidina

N4

G id

1) 1L
1 12

7

Figura 33: Imagens de estbmagos do ensaio utilizando formulacdes de EEHb, ranitidina,
omeprazol e veiculo em modelo de inducdo por Etanol .Foto de apenas um estdmago por
grupo para ilustrar as aparéncias dos resultados.

Inimeros fatores, como o0 aumento da permeabilidade vascular, da motilidade intestinal,
da atividade vagal, a diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico e dos niveis de prostaglandinas,
exercem importante papel na patogénese das Ulceras gastricas (BIRDANE et al., 2007).Dessa
forma, varios modelos experimentais podem ser utilizados na tentativa de elucidar o
mecanismo de acdo de do extrato de Hortia brasiliana.

O Modelo de indugdo de uUlceras utilizando o etanol 95% permite avaliar se as
formulacbes elaboradas a partir do extrato de Hortia brasiliana possuem atividade
gastroprotetora. A preferéncia por este ensaio se deve ao mecanismo geral de formacdo da

lesdo, com vérios fatores envolvidos na formagdo das ulceras, além de ser um método de
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curta duracdo e boa visibilidade (lesdes grandes de facil medicdo). Para isso esta espécie
vegetal deverd ter o poder de estimular e ou manter a resisténcia da mucosa do estdmago
frente as lesdes produzidas pelo etanol que estardA mimetizando sustancias produtoras de
ulceras gastricas.

A formacédo de lesGes na mucosa por esse agente necrotizante é decorrente da redugdo
dos mecanismos de defesa do estdmago levando a constricdo de veias e artérias da mucosa
gastrica, produzindo congestdo, inflamagéo e lesdo tecidual (REPETTO e LLESUY, 2002).
Os processos patoldgicos sdo desencadeados no estbmago devido a capacidade do etanol em
romper a barreira muco-bicarbonato, alcancar o epitélio da mucosa e romper a parede dos
vasos sanguineos acarretando lesdes hemorragicas que causam edema ao tecido, hemorragia
sub-epitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de células inflamatérias que podem acarretar
ulceracbes da mucosa gastrica causada por estresse oxidativo, provocado pelas espécies
reativas de oxigénio (EROs) (KOUNTOURAS, et al., 2001). Consequentemente ocorre a
producdo excessiva de radicais livres que ataca constituintes celulares essenciais como acidos
nucléicos, proteinas e lipideos (LA CASA, et al., 2000). Portanto as ulceras aparecem devido
a acdo necrotizante do etanol na mucosa gastrica, com menor participacdo da secrecdo
gastrica (MINCIS, et al., 1995).

Para verificar se o sistema antioxidante esta envolvido no mecanismo protetor dos
extratos de Hortia brasiliana contra as lesdes agudas induzidas por etanol, foi analisada a
acdo do mesmo como sequestrador de radicais livres DPPH. Os resultados obtidos
demonstram que a planta possui baixa atividade antioxidante (10,02%),nd0 possuindo
substancias capazes de degradar os radicais livres que alteram patologicamente a mucosa do
estdmago.

A acdo gastroprotetora do extrato pode ser explicada pelo aumento dos niveis das
enzimas glutationa S-transferase (GST), catalase (CAT) , superoxido dismutase (SOD) e os
grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos (GSH) que possuem a funcdo de degradar os radicais
livres tendo, portanto uma acdo antioxidante impedindo ou diminuindo o estresse oxidativo
causado pelo etanol na mucosa gastrica. (CNUBBEN, et al., 2001) .Porém ndo temos provas
para suportar esta nogdo, pois os testes de dosagem destas enzimas protetoras da mucosa
assim como os grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos, contra agentes oxidantes, nado foi
realizado neste modelo.

O EEHbD foi efetivo em proteger a mucosa gastrica nos dois modelos utilizados (etanol,
indometacina), sugerindo que nas cascas de Hortia brasiliana existem principios ativos

capazes de aumentar os fatores de protecdo gastrica.Como discutido anteriormente, a
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indicacdo da presenca do alcaldéide Ruteocarpina é uma provavel explicagdo para a acédo
protetora do extrato. Este alcaldide reduz o teor de Dimetil Arginina Assimétrica (ADMA)
que é um inibidor enddgeno circulante da enzima NOS (Sintases do Oxido Nitrico )
responsavel por catalisar a oxidacdo da L-arginina formando o Oxido Nitrico e L-citrulina
(YING-Z, et al.,, 20083). O NO, produzido por sintases do 6xido nitrico (NOS), é um
mensageiro molecular da mucosa gastrica e desempenha um papel critico na regulacdo da
defesa desta camada (XIAO et al., 2006).

Os resultados nos experimentos sugerem que a gastroprotecdo seja mediada pela
presenca da rutaecarpina no extrato que podera desencadear um aumento da producdo de NO.
A consequéncia desta acdo é a regulacdo da microcirculacdo da mucosa gastrica mantendo a
integridade desta camada, em colaboragdo com as Prostaglandinas e neurdnios sensoriais
(XIAO et al., 2006).

A microcirculagdo da mucosa é essencial para a entrega adequada de oxigénio e
nutrientes e para a remocao de substancias toxicas. Quando a mucosa gastrica € exposta a um
agente irritante ou ao acido gastrico que sofreu difuséo para dentro do epitélio, ocorre um
rapido e acentuado aumento do fluxo sanguineo da mucosa permitindo a remocéo dos agentes
nocivos. Esta resposta € essencial, pois a restricdo mecanica do fluxo sanguineo leva a
necrose hemorragica (LANAS, 2008).

Conforme discutido no item anterior a semelhanca do que acontece com outros extratos
de plantas, a gastroprotecdo dos EEHb pode ser exercida em consequéncia da acéo de varias
substancias presentes na planta, atuando de modo sinérgico. Como exemplo 0s taninos
identificados nos testes de classes podem estar exercendo uma protec¢do fisica na mucosa do
estdmago, tornando-a mais resistente a agressdes quimicas e mecanicas, também podem estar
inibindo os mediadores dos receptores H; da histamina nas células parietais inibindo as acdes
da gastrina (FERREIRA, et al., 2004) (DONATINI, et al., 2009). Porém ndo podemos afirmar
sobre quais substancias estdo atuando na protecdo do estbmago, pois € necessario identificar e

quantificar as substancias presentes no extrato e 0 seu mecanismo de acédo caracteristico.

5.5.3 Avaliacdo da Atividade Anti-Secretora Acida em Modelo de Ligadura do Piloro

As trés doses da formulacdo (suspensdo) elaborada a partir do extrato etanodlico de
Hortia brasiliana ndo exibiram diferencas significativas em relacdo ao controle negativo em
nenhum dos 3 parametros verificados. Os resultados dos experimentos utilizando o modelo

ligadura do piloro estdo expostos na Tabela 11 e na Figura 34
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Tabelall: Acidez Total (AT, [H+] em mol.L-1), pH da Secrecdo Gastrica e Volume de
Secrecdo Gastrica (VSG, em mL) do experimento com extrato de raizes de Hortia brasiliana,
em modelo de ligadura do piloro. Os valores estdo representados pela média + erro padréo
(n=6). Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de Dunnett’s
* Diferenca em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05.

Grupo Simbolo Acidez Total pH VSG (mL)
([H"JmolL/4 h)
Grupo doente tratado 1,20£0,21
com veiculo Salina (5,96+0,98)x102 3,80£0,43

Grupo doente tratado
com Suspensdo de
EEHb dose 50mg/kg S50 (4,6520,64)x10 3,72+0,31 1,92+0,29

Grupo doente tratado
com Suspensdo de
EEHb dose 100mg/kg S 100 (4,54+0,37)x10 3,33+0,42 1,5040,19

Grupo doente tratado
com Suspensdo de

EEHb dose 200mg/kg S 200 (4,31+0,71)x10 3,37+0,19 1,72+0,49
Grupo doente tratado
com Omeprazol Omeprazol (5,64+0,77)x10 3,33+0,28 2,20+0,89
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Figura 34: Grafico Acidez Total (AT, [H+] em mol.L-1), pH da Secrecdo Gastrica e Volume
de Secrecdo Gastrica (VSG, em mL) do experimento com extrato de raizes de Hortia
brasiliana, em modelo de ligadura do piloro. Os valores estdo representados pela média + erro
padrdo (n=6). Andlise estatistica entre os grupos: ANOVA de uma via seguida do teste de
Dunnett’s * Diferenga em relacdo ao Grupo doente tratado com veiculo com p < 0,05.

Através da metodologia de ligadura pildrica, foi possivel avaliar a influéncia do EHB
sobre a atividade secretoria das células do estbmago. Ao realizar o procedimento de ligadura
pode ocorrer a hipersecrecdo acida estimulada por reflexo vago-vagal, em decorréncia da
distensdo gastrica provocada pelo aumento do volume gastrico devido a obstrucdo do piloro.
Este método estimula a secrecdo do horménio gastrina, cuja funcdo no trato gastrico é
estimular as células parietais a secretar em HCI. (BAGGIO, FREITAS, et al., 2003)

Como ja era de conhecimento, as doses de 1 e 10 mg/kg ndo apresentaram resultados
gastroprotetores, afim de uma melhor analise para este procedimento foi realizado o
desdobramento da dosagem (suspensdo 100 mg/Kg) que apresentou melhores indices nos
modelos de inducdo por etanol e indometacina. Portanto foram utilizados neste ensaio
suspensdes nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg. Os grupos tratados com formulacdes
elaboradas com extrato resultaram em médias de concentragdo de H™ inferiores ao animais
que receberam veiculo, porém sem significAncia. Este fato mostra que a planta ndo teve
atividade na supressio da producdo de secregdo gastrica (concentracio de fons H* ) ndo
atuando de maneira a aumentar o pH significativamente do grupo tratado. Portanto as analises

referentes aos valores de pH, volume do contelido gastrico e concentragdo de ions H”

103



Resultados e Discussao

concluiram que o EEHb nas trés doses ndo alterou estes parametros, pelo tratamento oral ,

ndo atuando na gastroprotecdo de maneira anti-secretdria de ions H+.

5.5.4 Avaliagio das Lesdes Gastricas Induzidas por Acido Acético

Nas analises macroscopicas, a administracdo das formulagdes durante 8 dias de EEHb e

dos farmacos controles apresentaram como resultados significativos, em relacdo ao grupo

tratado com veiculo, para os tratamentos com a Nanoemulséo (p valor 0,05) na dose de 100

mg/Kg e do farmaco Ranitidina (p valor 0,025) . Os resultados estdo expressos na tabela 12 e

figura 35.

Tabela 12. Area de Lesbes Gastricas (A.T.L.) Induzidas por Acido Acético do extrato
etanolico de raizes de Hortia brasiliana. Os valores estdo representados pela média * erro
padrdo (n=5). Analise estatistica entre os grupos: Analise estatistica entre os grupos: Teste T
* Diferenca em rela¢do aos grupos com p < 0,05. ** Diferenca em relagdo ao Grupos com p

< 0,001

Grupo Simbolo ATL (cm?)
Grupo doente tratado com veiculo CN* 0,24+0,06

Grupo doente tratado com Suspensédo de EEHb
dose 100mg/kg S 100 0,13+0,09

Grupo doente tratado com Nanoemulsao de

EEHDb dose 100mg/kg N 100* 0,04+0,06
Grupo doente tratado com Omeprazol Omeprazol 0,20+0,06
Grupo doente tratado com Ranitidina Ranitidina 0,05+0,04
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Figura 35: Graficos representativo da Area de Lesdes Gastricas Induzidas por Acido Acético
do Extrato Etandlico de raizes de Hortia brasiliana. Os valores estdo representados pela
média + erro padrdao (n=5). Analise estatistica entre os grupos: Teste T * Diferenca em
relacdo aos grupos com p < 0,05. ** Diferenca em relagdo ao grupos com p < 0,0001

Animal tratado com Veiculo Animal Tratado com S 100 Animal Tratado com N100

Figura 36: Imagens de estdmagos do ensaio utilizando formulacbes de EEHD, ranitidina,
omeprazol e veiculo em modelo de indugédo por Acido Acético .Foto de apenas um estdmago
por grupo para ilustrar as aparéncias dos resultados.
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O modelo de Ulcera crénica induzida pelo acido acético também foi utilizado neste
trabalho afim de melhor compreender os provaveis mecanismos envolvidos no efeito
gastroprotetor e cicatrizantes causado pelo EEHb. A aplicacdo de acido acético na superficie
da serosa de estdbmagos de ratos resulta em Ulceras muito semelhantes a Glcera humana, no
que se refere ao aspecto macroscopico e microscopico. A localizacdo, severidade, cronicidade
e 0 processo de cicatrizacdo sdo as caracteristicas que aproximam estas lesdes (OKABE e
PFEIFFER, 1972).

O écido acético induz lesGes gastricas que envolvem a camada muscular do estbmago,
envolvendo alteracBes nos niveis de prostaglandinas, fatores de crescimento, 6xido nitrico,
citocinas e a quantidade de muco (KOBAYASHI et al., 2001). Além disto, existem indicios
de que os radicais livres gerados pelos neutréfilos podem representar importante fator no
retardo da cura de lesbes gastricas induzidas por &cido acético (LIMA et al., 2006).

Alem de proteger a mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo etanol e indometacina,
0 extrato etandlico de Hortia brasiliana também foi capaz de aumentar a capacidade de
resolucdo das lesdes gastricas (cicatrizagdo) induzidas com acido acético (modelo de ulcera
crénica). As analises macroscopicas mostraram que a nanoemulsdo na dose de 100 mg/Kg
promoveu uma aceleracdo na cicatrizacdo das ulceras juntamente com o farmaco Ranitidina,
em relacdo ao grupo tratado somente com o veiculo da formulagéo.

A andlise histologica da avaliagdo semi-quantitativa (comparacdo subjetiva) de
inflamacdo por meio do indice, auséncia de inflamacdo (0), leve (1), moderada (2) e
inflamacéo intensa (3); revelou diferencas na geracdo de inflamacdo entre os grupos que
receberam a dose de 100 mg/kg de EEHb e o controle negativo. Os dados estdo organizados
na figura 34. Ja a analise histoldgica de formacdo de novos vasos ndo demonstrou diferenca

significativa entres os grupos de acordo com a figura 35.
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Figura 37: Avaliacdo por indice da presenca de infiltrado inflamatorio no fundo da leséo
ulcerativa nas laminas dos estdbmagos do ensaio com extrato de cascas de Hortia brasiliana,
em modelo de inducdo por &acido acético (n=5). Os valores estdo representados pela mediana.
Anélise estatistica entre os grupos: Teste T * Diferenca em relacdo aos grupos com p < 0,05.
*** Diferenca em relagdo ao grupos com p < 0,0001.

Angiogénese

2.0

1.5

1.0

0.0' T T 1 1
CN S100 N100 Omeprazol Ranitidina

Tratamentos

Figura 38: Avaliacdo da formacdo de novos vasos em laminas de estdbmagos do ensaio com
extrato de cascas de Hortia brasiliana, em modelo de inducédo por acido acético. Os valores
estdo representados pela média + erro padrdo (n=5). Analise estatistica entre os grupos: Teste
T * Diferenca em relacdo aos grupos com p < 0,05. *** Diferenca em relacdo ao grupos com

p < 0,0001.
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Animal tratado com Veiculo Animal Tratado com S 100 Animal Tratado com N100

Figura 39: Fotos das laminas histoldgicas do ensaio com extrato de Hortia brasiliana, em
modelo de inducdo por acido acético. Presenca de infiltrado inflamatdrio no fundo da lesdo
ulcerativa (porcdo superficial, desprovida de mucosa). O limen do estdmago encontra-se
voltado para a direita. Coloracao: hematoxilina-eosina. Aumento de 5 x.

Os resultados do grafico da figura 37 mostram que os grupos tratados com EEHD,
omeprazol e ranitidina apresentaram inflamacdo moderada enquanto que o grupo tratado com
0 veiculo da formulacdo apresentou inflamacéo intensa. A diminuicdo da inflamacéo pode ser
a uma das explicacGes em relacdo a melhor cicatrizacdo dos animais tratados principalmente
com Ranitidina e Nanoemulsao de EEHb na dose 100mg/Kg.

A inflamacdo da camada mucosa do trato gastrointestinal desempenha um papel
importante na producdo e cura das lesdes. Os mediadores que coordenam as respostas
inflamatdrias possuem a capacidade de alterar a resisténcia da mucosa a lesdo induzida pelas
substancias nocivas. Os neutrofilos estdo entre as primeiras células recrutadas para os locais
de inflamacéo e ao serem ativados aderem ao endotélio vascular transmigrando para o espaco
extravascular até o sitio alvo da inflamacdo, onde liberam ROS, proteases, e diversas
guimiocinas. ROS e proteases danificam o tecido normal e proteinas da matriz extracelular e
citocinas liberadas posteriormente mantém o influxo de células inflamatérias. Portanto a
aderéncia de neutréfilos ao endotélio vascular contribui para a formacdo de Ulceras
gastroduodenais. (WALLACE, 2001).
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O O6xido nitrico (NO) exerce varias agdes em comum com as prostaglandinas no trato
gastrintestinal, podendo modular a atividade das células imunoldgicas da mucosa, dos
mastdcitos, bem como modular as interacbes dos leucocitos com o endotélio e a
permeabilidade do epitélio intestinal. O NO também inibe o recrutamento de neutrofilos para
os locais de inflamacdo reduzindo a infiltracdo destes para a mucosa do trato gastrintestinal
(WALLACE, 2001).

Os resultados obtidos nos modelos de indugdo por etanol, indometacina e relacionando
com os resultados dos testes usando &cido acético podemos sugerir que EEHb pode atuar nos
fatores de protecdo da mucosa tendo influéncia sobre o mecanismo de producdo de
prostaglandinas , NO , muco e bicarbonato. Sobre a secrecdo &cida, é pouco provavel que o
EEHDb tenha alguma acdo, devido ao resultado obtido através do modelo de ligadura do piloro.

5.6 Caracterizacdo Fisica da Nanoemulsdo do Extrato Etandlico de Hortia brasiliana.

Os resultados da caracterizacdo fisica da nanoelmulsdo do EEHb apresentou como
indice de polidispersao (IP) o valor de 0,33+ 0,03 e seu diametro de goticula apresentou valor
médio de 294,4 = 4,37 nm .O indice de polidispersdo (IP) determina a condicdo da
formulacéo, esse indice entre 0 e 0,7 indica que as nanoemulsdes apresentam homogeneidade
no tamanho de particulas e valores menores que 0,3 indicam que as mesmas apresentam-se
monodispersas (SOUZA, 2007). Ja que as nanoemulsdes com ou sem marcador apresentaram
indice de polidispersdo abaixo de 0,3, pode-se considerar que séo monodispersas.

Basicamente, nanoemulsbes sdo emulsdes que possuem goticulas com diametro entre
20 e 500 nm (FORGIARINI et. al., 2001; FERNANDEZ et. al., 2004) e sdo considerados
sistemas metaestaveis, cuja estrutura é dependente do processo utilizado em sua preparagéo.
Sdo passiveis de sofrerem diluicdo, mantendo a sua estrutura inicial, principalmente em
relacdo ao tamanho dos glébulos (MORALES et. al., 2003). Além disso, ndo requerem altas
concentracdes de tensoativos (entre 3,0 a 10%) comparado as microemulsGes na qual a
concentracdo destes pode chegar a 20% (BOUCHEMAL et. al., 2004).

A estrutura das nanoemulsGes consiste em goticulas da fase dispersa (ou interna)
rodeada pela fase continua (dispersante ou externa). Pode ser classificada de acordo com a
composicdo dessas fases em agua em 0Oleo (A/O), na qual goticulas da fase aquosa estdo

dispersas na fase dispersante oleosa; ou 6leo em agua (O/A), quando a fase continua é
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composta por &gua e as goticulas da fase dispersa sdo oleosas, conforme na Figura 40
(FORGIANINI et. al., 2001;)

a.
Emulsionante/Surfactante
Cabeca Cauda

Hidrofilico Hidrofébico
(soltivel em agqua) (solGvel em Gleo)

Figura 40: Representacdo esquematica de (a.) tensoativo, (b.) nanoemulsdo O/A e (c.)
nanoemulsdo A/O.

Possuem trés fases em sua composicdo: aquosa, oleosa e a de tensoativos. As duas
primeiras fases sdo estabilizadas cineticamente pelos agentes tensoativos, capazes de diminuir
tensdo interfacial do sistema e formam um filme interfacial com propriedades estéricas e
eletrostaticas em torno dos globulos da fase interna (CAPEK, 2004).

Se compararmos 0s resultados de protecdo gastrica dos dois tipos de formulacao
empregada nos ensaios em animais, veremos que a nanoemulsdo possuiu uma desempenho
um pouco melhor em relacdo a suspensdo. Este fato pode ser explicado, pois as
nanoemulsGes possuem uma maior capacidade de solubilizacdo do que simples solucdes
micelares e sua estabilidade termodinamica oferecem vantagens sobre dispers@es instaveis,
tais como emulsdes e suspensdes. O uso de nanoemulsdes como sistemas de entrega de
farmacos pode melhorar a eficacia da droga, permitindo que a dose total seja reduzida e,
portanto, minimizando os efeitos colaterais (CHOUKSEY, KUMAR e PAN, 2011).

Em resumo este aumento da eficacia possa ser parcialmente atribuido ao tamanho de
particula reduzido da nanoemulsdo, em comparacdo com a suspensdo, a producdo de uma
dispersdo aquosa estdvel em relacdo a suspensdo instavel, o indice de polidispersdo da

nanoemulsdo € menor em compara¢do com suspensdo e devido a maior estabilidade de
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farmacos formulados em uma nanoemulsdo, em comparagdo com a suspensao (KAKUMANU
et. al., 2011)

5.7 Ensaio de Letalidade com Artemia salina sp

A letalidade de organismos simples tem sido utilizada para um répido e relativamente
simples monitoramento da resposta biolégica, onde existe apenas um parametro envolvido,
morte ou vida (MEYER, et al., 1982) O ensaio de letalidade utilizando a espécie de crustaceo
marinho, Artemia salina sp, permite a avaliacdo da toxicidade geral e, portanto é considerado
essencial como bioensaio preliminar no estudo de compostos com potencial atividade
bioldgica. Assim este teste bioldgico foi utilizado no monitoramento da toxicidade de Extratos
Etanolicos de Hortia brasiliana. (COLEGATE e MOLYNEUX, 1993)

Os resultados do ensaio de Artemia salina sp estdo apresentados na tabela 13 partir dos
dados, por regressdo linear simples (Probitos), constatou-se que a DL50 do Extrato Etandlico
de Hortia brasiliana é igual a 190 pg/mL, ja o controle utilizando Lapachol apresentou o
valor de 204 pg/mL. Existe uma relacdo entre o grau de toxicidade e a dose letal media,
DL50, apresentada por extratos de plantas sobre larvas de A. salina, portanto, considera-se
que quando sao verificados valores de DL 50 acima 1000 pg/mL para substancias naturais,
estes, sdo considerados atoxicos (MEYER, et al., 1982).

A toxicidade com Artemia salina mostra boa correlacdo com atividades antitumoral,
inseticida (Meyer et al., 1982; Mclaughlin et al., 1995) para substancias com DL50 < 103
pug/mL. Por outro lado, uma baixa toxicidade pode ser considerada uma caracteristica
interessante para utilizacdo dos compostos no controle ambiental. Os resultados obtidos
mostraram-se interessantes, em funcéo dos valores de DL50 do Extrato de Hortia brasiliana

e permitem a previsdo de apresentarem potencial atividade citotoxica.
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Tabela 13: Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as concentra¢des do extrato
de Hortia brasiliana

Concentragdo do ~ NUmero de NUmero de Porcentagem  Média de Organismos
extrato de Hortia ~ organismos organismos  de organismos Mortos+ Erro Padréo da

brasiliana expostos mortos mortos Média
10pg/mL 30 3 10% 0,1+0,05
100pg/mL 30 10 33,3% 0,33+0,08
500pg/mL 30 26 86,6% 0,86+0,06
1000 pg/mL 30 28 93,3% 0,93+0,04

Tabela 14: Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as concentra¢fes do grupo
controle utilizando Lapachol.

Numero de Numero de Porcentagem de Meédia de Organismos

Concentracdo organismos  organismos organismos Mortos+ Erro Padréo

do Lapachol expostos mortos mortos da Média
10pg/mL 30 0 0% 0
100pg/mL 30 5 16% 0,16+0,06
500ug/mL 30 26 86,6% 0,86%0,06

1000 pg/mL 30 30 100% 1,00+0,0

Tabela 15: Mortalidade média de Artemia salina de acordo com as concentracdes do grupo
controle utilizando Salina.

Media de
Organismos
Numero de  Porcentagemde  Mortos+ Erro
Solucéo NuUmero de organismos organismos Padréo da
Salina organismos expostos mortos mortos Média
Controle
negativo 30 0 0% 0

5.8 Avaliacdo Antifungica dos Extratos de Hortia brasiliana
Resultados da Concentracdo Inibitéria Minima (CIM) de extratos da casca de Hortia

brasiliana. O Extrato Etanolico de Hortia brasiliana (EEHb), casca, inibiu o crescimento

fungico conforme descrito na Tabela 16
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Tabela 16: Concentracéo inibitoria minima do extrato Etandlico de Hortia Brasiliana pelo
metodo de microdiluicdo em placa.

Candidas ATCC  Extrato Casca de H. Cetoconazol Fluconazol
brasiliana (CIM) (CIMm) (CIMm)
C. albicans 2209 256,0 pg/mL 0.0625 ug/mL 1.0 pg/mL
C. tropicalis 750 256,0 pg/mL 16.0 pg/mL -
C. parapsilosis 2209 256,0 pg/mL 0.0625 pg/mL 1.0 ug/mL
C. krusei 6258 256,0 pg/mL 0.125 pg/mL 2.0 pg/mL
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Figura 41: Resultados da CIM de extratos da casca de Hortia brasiliana e o antifungico
Fluconazol
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Figura 42 Resultados da CIM de extratos da casca de Hortia brasiliana e o antifingico
cetoconazol

Infecgdes humanas, particularmente aquelas envolvendo a pele e mucosas constituem
um sério problema, especialmente em paises desenvolvidos tropicais e subtropicais, sendo 0s
fungos dermatofitos e a levedura Candida spp os patdégenos mais frequentes (DUARTE,
2006).

Diante dos resultados obtidos os extratos apresentaram melhores resultados de CIM
para a espécie Candida tropicalis em comparacdo com o Fluconazol. Porém ndo existe um
consenso sobre o nivel de inibicdo aceitavel para produtos naturais quando comparados com
antifangicos padrdes, tanto que alguns autores consideram somente resultados similares aos
de antifdngicos, enquanto outros consideram com bom potencial mesmo aqueles com niveis
de inibi¢Ges superiores.

ALIGIANIS et al. (2001) propuseram uma classificacdo para materiais vegetais com
base nos resultados de MIC, considerando como: forte inibigdo — MIC até 500 pg/mL;
inibicdo moderada — MIC entre 600 e¢ 1500 pg/mL e como fraca inibi¢ao - MIC acima de
1600 pg/mL. No trabalho de MAGINA et al (2007), foram considerados ativos os extratos
com MIC menor que 1000 pg/mL, e muito ativos os extratos com MIC inferior a 100 pg/mL.

Diante dos critérios adotados podemos dizer que o Extrato Etandlico de Hortia
aprsentou segundo ALIGIANIS et al. (2001) forte inibi¢do para todas as espécies de Candida.
Ensaiadas, pois apresentaram a mesma CIM no valor de 256,0 pg/mL. N&o se encontra na
literatura atividade antifungica referente a espécie estudada e seus metabdlitos secundarios

produzidos.
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6.0 Conclusao

Os extratos de Hortia brasiliana ainda ndo haviam sido estudados quanto a atividade
antidlcera, e através dos diferentes modelos testados € possivel extrair algumas conclusdes

O extrato etandlico de Hortia brasiliana apresentou atividade gastroprotetora frente aos
agentes indutores de lesbes gastricas mais comuns ao homem, tais como o etanol e as drogas
antiinflamatdrias ndo esteroidais, confirmando assim a informac&o etnofarmacoldgica e a base
quimiotaxondmica utilizada para a selecdo das espécies testadas.

O extrato etandlico de Hortia brasiliana confirma sua atividade protetora gastrica
acelerando a cicatrizagdo (resolucdo) de Ulceras induzidas por &cido acético

A planta ndo teve atividade na supressdo da producdo de secrecdo gastrica
(concentragéo de ions H* ) ndo atuando de maneira a aumentar o pH dos animais tratados As
analises referentes aos valores de pH, volume do contetido gastrico e concentragdo de ions H*
concluiram que a planta, pelo tratamento oral, ndo atua na gastroprotecdo de maneira anti-
secretora de fons H.

O sistema antioxidante parece ndo estar envolvido no mecanismo de protecdo gastrica
do extrato etandlico de Hortia brasiliana. O extrato obteve baixa atividade sequestrante de
radicais livres em experimento in vitro.

Os resultados obtidos em relacao as analises toxicoldgicas utilizando Artemia salina sp
mostraram-se interessantes, em funcéo dos valores de DL50 do Extrato de Hortia brasiliana
e permitem a previsdo de apresentarem potencial atividade citotdxica.

Os dados obtidos nesse estudo indicam que extratos de cascas apresentaram potencial
antifangico, porém sdo necessarios teste com o0s constituintes quimicos isolados para o melhor
entendimento do mecanismo de acdo antifingico e para buscar atividade superior na inibicédo

do crescimento de Candida spp.
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