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ESTUDO QUIMICO E EFEITO GASTROPROTETOR DAS INFUSOES DE Egletes
viscosa (L.) Less.
RESUMO

Egletes viscosa (L.) Less. (Asteraceae) é uma erva aromatica anual comumente encontrada
no nordeste do Brasil, popularmente conhecida como “macela” ou “macela-da-terra”, e
tradicionalmente preparada em infusdes para o tratamento de disturbios gastrointestinais.
Essa espécie possui dois quimiotipos (A e B), diferenciados a partir da composi¢do do éleo
essencial dos capitulos florais. Embora existam estudos prévios sobre o efeito gastroprotetor
dos constituintes isolados de E. viscosa, suas infusdes ainda ndo foram investigadas. Dessa
maneira 0 presente estudo avaliou o efeito gastroprotetor e antidiarreico das infusdes dos
capitulos florais de E. viscosa quimiotipo A (EVQA) ou quimiotipo B (EVQB) em
camundongos, além de descrever os constituintes quimicos ndo volateis. As infusdes foram
preparadas de acordo com o modo de preparacdo tradicional e foram analisadas por meio de
uma abordagem metabolémica baseada em Cromatografia Liquida de Ultra Eficiéncia
acoplado a Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo para determinacdo de suas
impressOes digitais metabdlicas e quantificacdo de compostos bioativos. 24 compostos foram
identificados, entre os quais 7 sdo derivados de &cidos fendlicos, 3 flavonoides e 14
diterpenos. A quantificagdo de compostos bioativos demonstrou que EVQA possui maior
quantidade de ternatina, tanabalina e centipédico do que o EVQB. A administracdo oral e
Unica de EVQA e EVQB, na dose de 2000 mg/kg, ndo promoveu toxicidade aguda, durante
14 dias de observacdo, em camundongos. O pré-tratamento com EVQA (50, 100 e 200 mg/kg,
v.0) reduziu significativamente (p<0,05) a area de lesdes gastricas induzidas por etanol em
74, 70 e 70%, respectivamente, quando comparados ao grupo veiculo. Enquanto EVQB (50,
100 e 200 mg/kg, v.0) reduziu em 60, 59 e 62% a area de lesdo gastrica. A avaliacdo do
mecanismo de agao gastroprotetor de EVQA (100 mg/kg, v.0) e EVQB (100 mg/kg, v.0) em
modelo de lesBes gastricas induzida por etanol, em camundongos, envolveu acdo antioxidante
e anti-inflamatdria, com aumento da atividade das enzimas catalase e superoxido dismutase,
aumento de glutationa reduzida e dos niveis de nitrito e manutengdo do muco gastrico, alem
da reducdo dos niveis de malondialdeido e da atividade de mieloperoxidase. O pré-tratamento
com inibidor das ciclo-oxigenases (indometacina) e da sintase de éxido nitrico (L-NAME) e
com antagonista dos canais de potéssio (glibenclamida) e dos receptores de potencial
transitorio vaniloide tipo 1 (capsazepina), inibiu estatisticamente (p<0,05) o efeito
gastroprotetor de EVQA e EVQB no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol. Além
disso, EVQA (100 mg/kg, v.0) e EVQB (100 mg/kg, v.0) foram capazes reduzir o volume da
secrecao e acidez total e aumentar o pH do contetido gastrico em modelo de ligadura de piloro
em camundongos. O pré-tratamento com EVQA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0) reduziu
significativamente (p<0,05) a area de lesGes gastricas induzidas por indometacina em 82, 78
e 87%, respectivamente, quando comparados aos respectivos grupos veiculo. Engquanto
EVQB (50, 100 e 200 mg/kg, v.0) reduziu em 71, 75 e 94% a area de lesdo gastrica. No
modelo de diarreia induzida por 6leo de Castor, o pré-tratamento com EVQA ou EVQB (50,
100 e 200 mg/kg, v.0) ndo apresentaram diferenca estatistica (p<0,05) em comparagéo com
0 grupo veiculo em nenhum dos parametros analisados. Portanto, ambas as infusdes de E.
viscosa demonstraram potencial gastroportetor mediado por agdes antioxidantes e
antisecretoras, incluindo a ativagdo de receptores TRPV1, estimulacdo de prostaglandinas
endogenas e Oxido nitrico, abertura de canais Katp € manuten¢do de muco gastrico. Além
disso, os dois quimiotipos apresentaram composi¢des quimicas semelhantes, incluindo a
presenca dos constituintes biologicamente ativos ternatina, tanabalina e &cido centipédico.

Palavras-chave: Ulcera géstrica; Etanol; Indometacina.



CHEMICAL STUDY AND GASTROPROTECTIVE EFFECT OF Egletes viscosa (L.)
Less. INFUSIONS.
ABSTRACT

Egletes viscosa (L.) Less. (Asteraceae) is an annual aromatic herb commonly found in
northeastern Brazil, popularly known as “macela” or “macela-da-terra”, and traditionally
prepared in infusions for the treatment of gastrointestinal disorders. This species has two
chemotypes (A and B), differentiated based on the essential oil composition of the flower
bud. Although there are previous studies on the gastroprotective effect of constituents isolated
from E. viscosa, their infusions have not yet been investigated. Thus, the present study
evaluated the gastroprotective and antidiarrheal effect of infusions of floral capitula of E.
viscosa chemotype A (EVCA) or chemotype B (EVCB) in mice, in addition to describing the
non-volatile chemical constituents. The infusions were prepared according to the traditional
method of preparation and were analyzed using a metabolomics approach based on Ultra
Performance Liquid Chromatography coupled with High Resolution Mass Spectrometry to
determine their metabolic fingerprints and quantification of bioactive compounds. 24
compounds were identified, among which 7 are derived from phenolic acids, 3 are flavonoids
and 14 are diterpenes. The quantification of bioactive compounds showed that EVCA has a
higher amount of ternatin, tanabalin and centipedic than EVCB. Single oral administration of
EVCA and EVCB, at a dose of 2000 mg/kg, did not cause acute toxicity during 14 days of
observation in mice. Pre-treatment with EVCA (50, 100 and 200 mg/kg, p.o) significantly
(p<0.05) reduced the area of ethanol-induced gastric lesions by 74, 70 and 70%, respectively,
when compared to the vehicle group. While EVCB (50, 100 and 200 mg/kg, p.o.) reduced
the gastric lesion area by 60, 59 and 62%. The evaluation of the gastroprotective mechanism
of action of EVCA (100 mg/kg, p.o) and EVCB (100 mg/kg, p.o) in a model of gastric lesions
induced by ethanol, in mice, involved antioxidant and anti-inflammatory action, with an
increase in activity of catalase and superoxide dismutase enzymes, increase in reduced
glutathione and nitrite levels and maintenance of gastric mucus, in addition to a reduction in
malondialdehyde levels and myeloperoxidase activity. Pre-treatment with a cyclooxygenase
(indomethacin) and nitric oxide synthase (L-NAME) inhibitor and with a potassium channel
antagonist (glibenclamide) and transient receptor potential vanilloid type 1 (capsazepine),
statistically inhibited (p<0.05) the gastroprotective effect of EVCA and EVCB in the model
of ethanol-induced gastric injury. Furthermore, EVCA (100 mg/kg, p.0o) and EVCB (100
mg/kg, p.o) were able to reduce secretion volume and total acidity and increase the pH of
gastric contents in a pyloric ligation model in mice. Pre-treatment with EVCA (50, 100 and
200 mg/kg, p.o) significantly (p<0.05) reduced the area of gastric lesions induced by
indomethacin by 82, 78 and 87%, respectively, when compared to the respective groups
vehicle. While EVCB (50, 100 and 200 mg/kg, p.o) reduced the area of gastric lesion by 71,
75 and 94%. In the castor oil-induced diarrhea model, pretreatment with EVCA or EVCB
(50, 100, and 200 mg/kg, p.o.) showed no statistical difference (p<0.05) compared to the
vehicle group in any of the analyzed parameters. Therefore, both infusions of E. viscosa
demonstrated gastroporteur potential mediated by antioxidant and antisecretory actions,
including activation of TRPV1 receptors, stimulation of endogenous prostaglandins and nitric
oxide, opening of KATP channels and maintenance of gastric mucus. Furthermore, the two
chemotypes showed similar chemical compositions, including the presence of the
biologically active constituents ternatin, tanabalin and centipedic acid.

Keywords: Gastric ulcer; Ethanol; Indomethacin.
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1 INTRODUCAO

Os distarbios gastrointestinais consistem em condi¢des clinicas amplas, que véo
desde a dispepsia até doencas inflamatorias intestinais e canceres. Essas desordens
possuem causas multifatoriais e incluem doencas como a colite ulcerativa, doenca de
Crohn, tumores malignos gastrointestinais, sindrome do intestino irritavel, gastrite,
diarreia aguda e ulcera gastrica (DUMIC et al., 2019; RANJBAR et al., 2022).

Inclusa nessas desordens, a Ulcera gastrica € uma doenca invasiva que possui
prevaléncia e incidéncia diminuidas nos Ultimos anos, mas que apresenta taxas de
morbidade e mortalidade associadas a complicacGes, tais como hemorragia e perfuracéo
do tecido gastrico. Dois a dez% dos pacientes diagnosticados com Ulcera apresentam
perfuracdo do tecido gastrico, na qual aproximadamente 70% desses pacientes vao a
Obito. Essa doenca acomete mais pessoas na faixa etaria de 40 a 60 anos sem distingdo de
sexo, entretanto as complicagdes ocorrem em pacientes mais jovens do sexo masculino e
mulheres com idade mais avangada (REES; POLLACK; RIESE, 2019; TSAI; BROOKS,
2019).

No Brasil, essas complicacdes caracterizam-se como um grave problema de salude
publica, na qual 7% dos pacientes apresentam perfuracdo do tecido gastrico e 15%
hemorragia (TSAI; BROOKS, 2019). Além disso, apesar da comprovada eficacia do
tratamento convencional, por exemplo, com os Inibidores da Bomba de Prétons (IBPS),
ele estd associado a efeitos colaterais relacionados ao uso cronico, como a diarréia,
nausea, hipocloridria, entre outros (KOYYADA, 2021).

A diarreia, um outro distirbio gastrintestinal, € uma importante causa de
mortalidade em criancas menores de 5 anos. Apesar da taxa de mortalidade por diarreia
nessa faixa etéria tenha diminuido em mais de 30% nos Gltimos 15 anos, a mesma
continua sendo a segunda principal causa de morte. Para mais, nos paises em
desenvolvimento as taxas de morbimortalidade continuam altas (GOUVEIA; LINS;
SILVA, 2020). O tratamento farmacoldgico para a diarreia inclui os agentes
antimotilidade, como a loperamida que atua como um potente agonista opidide no
intestino e reduz a motilidade intestinal, causando lentiddo no transporte intestinal e
aumento da reabsorcao de agua e eletrolitos. Entretanto, o tratamento com esse farmaco
pode gerar efeitos colaterais como inchaco, dor abdominal, nduseas, vOmitos e
constipacdo (GUNNARSDOTTIR et al., 2018).
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Dessa forma, a pesquisa por produtos naturais advindos de plantas medicinais
ganha destaque, uma vez que as mesmas Sao opg¢des potenciais para restaurar a satde
trato gastrintestinal e reduzir os sintomas dos distarbios gastrointestinais (MOBEEN;
MOAZZAM, 2022). Nesse sentido, é possivel citar Egletes viscosa (L.) Less.
(Asteraceae) (macela ou macela-da-terra), que é uma pequena erva anual, amarga,
aromatica, nativa dos tropicos americanos, incluindo o Brasil, onde é encontrada
principalmente na regido nordeste. Os capitulos florais de E. viscosa séo utilizados na
medicina popular para tratar desordens digestivas e intestinais, como colicas, uUlcera
gastrica, azia, dispepsia e diarreia (GUEDES et al., 2002, 2008; LORENZI; MATOS,
2002; MAGALHAES et al., 2019; RAO et al., 1997).

Egletes viscosa possui dois quimiotipos (A e B) que se diferenciam
principalmente pelo constituinte majoritario do 6leo essencial. O quimiotipo A apresenta
em seu 6leo essencial 0 acetato transpinocarveil como constituinte majoritario, ja o
acetato cis-isopinocarveil € o composto majoritario do quimiotipo B (CARVALHO et al.,
2020). Além disso, € possivel diferenciar os quimiotipos pela morfologia das folhas, mas
ndo pelos capitulos florais. Uma andlise fitoquimica da infusao dos capitulos florais de E.
viscosa revelou a presenca de 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-clerodandien-18,19:15,16-
diolido, ternatina, acido centipédico e 12-acetoxi-hawtriwaico lactona no quimiotipo A,
enquanto o quimiotipo B era composto por 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13(14)-clerodandien-
18,19:15,16-diolide, 12-epi-bacotricuneatina, ternatina e escopoletina (VIEIRA et al.,
2006).

Embora haja um abundante uso popular das infusdes dos capitulos florais de E.
viscosa para tratar distdrbios gastrointestinais, 0s mecanismos gastroprotetores das
infusbes de ambos os quimiotipos ainda ndo foram avaliados. Além disso, sua
composicdo quimica ndo volatil ndo foi distinguida e investigada em profundidade.
Portanto, nosso estudo visa contribuir para a validagdo do uso popular de infusdes de E.
viscosa para tratar distirbios gastrointestinais, discriminando os dois quimiotipos com

base em sua composicao ndo volatil e comparando sua atividade gastroprotetora.
1.1 GENERALIDADES DO TRATO GASTRINTESTINAL
O Trato Gastrintestinal (TGI) consiste em um tubo muscular que se estende da

boca ao anus e é constituido por um conjunto de 6rgdos cujas as principais fun¢oes sdo

transportar, digerir e absorver substancias e nutrientes a partir dos alimentos ingeridos.
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Os principais 6rgdos do TGI sdo boca, esdfago, estbmago e intestino, que conta também
com Orgdos acessorios como as glandulas salivares, pancreas, figado e vesicula biliar
(CAMPBEL, 2014; DUMIC et al., 2019; MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

1.1.1 Estbmago

O estdbmago € uma estrutura muscular do canal alimentar proximal que possui
diversas funcGes como armazenamento e digestdo parcial dos alimentos, regulacdo
hormonal da homeostase metabdlica, controle do apetite e da saciedade, entre outras.
Situado entre o es6fago e o duodeno, o estbmago humano adulto tem capacidade de
armazenar entre 0,25 a 1,7 litros e é considerado a estrutura de maior dilatacdo do trato
gastrointestinal (TGI). Em humanos, esse 6rgao apresenta um epitélio glandular colunar
dividido em cérdia, corpo, fundo, antro, piloro ou regido pildrica, j& em camundongos
esse Orgdo apresenta na regido anterior do estbmago uma regido ndo glandular
caracterizada pelo epitélio escamoso estratificado queratinizado semelhante ao do
esdfago (Figura 1) (HUNT et al., 2015; KIM; SHIVDASANI, 2016; MCCRACKEN;
WELLS, 2017; ROMAN; SHIVDASANI, 2011).

Figura 1- Diviséo anatbmica do estbmago humano (A) e de roedores (B).
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Fonte: (SHEH; FOX, 2013), adaptado.

As regides do fundo e corpo do estdmago séo responsaveis por exercer a fungéo
de armazenamento devido a capacidade expansdo do seu volume para manter o material

que ainda nao sofreu digestdo. A regido antral, por sua vez, desempenha o papel de
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misturar o bolo alimentar e esvaziar o 6rgdo. Para isso, 0 estdmago secreta 0 suco gastrico
e logo em seguida acontece as contra¢fes gastricas, garantindo assim 0s processos de
diluicdo, moagem e esmagamento do bolo alimentar. O peristaltismo sera responsével por
direcionar o conteudo antral rumo a regido pilorica, para em seguida acontecer o
esvaziamento gastrico (KONG; SINGH, 2008; MATSUKURA; SHIROTA; ASANO,
1985).

A mucosa gastrica é formada por uma diversidade de células que possuem fungdes
distintas, sdo elas: as celulas parietais secretoras de acido cloridrico e fator intrinseco; as
células caliciformes produtoras de muco; as celulas principais produtoras de
pepsinogénio; as células enterocromafins (ECL) que liberam histamina e serotonina; as
células G que secretam gastrina para a corrente sanguinea; e, por fim, as células D que
liberam o horménio somatostatina (SST) (SENSOY, 2021; WALDUM,; HAUSO;
FOSSMARK, 2014).

Sendo composta por quatro camadas principais (mucosa, submucosa, muscular e
serosa), a parede gastrica possui cerca 3-4 mm de espessura (KIERSZENBAUM; TRES,
2015). As camadas mucosa e submucosa sdo compostas por um epitélio colunar simples
que apresenta células superficiais que tem o citoplasma apical composto por vesiculas de
mucinas. Essas mucinas formam a camada de muco, sendo os genes MUC5AC e MUCG6
de mucina os mais expressos no estomago. O muco tem como funcdo manter o
microambiente neutro com pH na superficie da mucosa variando de 6-7, além de proteger
a mucosa da acdo do acido cloridrico e da pepsina (JIN et al., 2017).

A camada muscular do tecido gastrico € composta por musculo liso circular e
longitudinal, sendo a mesma responsavel pelas contracdes segmentares e movimentos
peristalticos do TGI. Ja ultima camada, mais conhecida como serosa, é constituida por
um tecido conectivo fibroso formado por um epitélio escamoso simples, essa camada é
encarregada de formar o peritonio visceral e o tecido conectivo subjacente (KIM;
SHIVDASANI, 2016).

1.1.1.1 Fisiologia da secrecédo gastrica

A principal funcéo secretora do estdmago é a secrecao do acido gastrico, a mesma
deve ser regulada com todo esmero e produzida conforme for necessario para utilizar-se
beneficamente desse mecanismo, a fim de minimizar os possiveis danos. Dentre as

fungdes do 4cido gastrico é possivel destacar: manter um ambiente relativamente estéril
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do estdmago e do intestino delgado; auxiliar na digestdo de proteinas; e facilitar a
absorcdo de ferro, calcio e vitamina B12 (BETESH et al., 2015; SCHUBERT, 2017;
WALDUM; KLEVELAND; FOSSMARK, 2015).

O é&cido gastrico é secretado pela bomba de prétons (H*/K*-ATPase) através das
células parietais. A bomba de prétons é responsavel por realizar a troca dos ions
hidrogénio (H") por ions potassio (K*), na qual os H* séo carreados contra o gradiente de
concentracdo para o limen gastrico. Paralelamente a secrecdo de H* e a reciclagem de
K™, o cloreto (CI") influi pela membrana basolateral e é extrudado pela membrana apical
das celulas parietais, o que garante a formacdo de HCI no limen gastrico. Nos
compartimentos tabulo-vesiculares citoplasmaticos da célula parietal € onde se encontra
a bomba de protons no seu estado de repouso. Ao receber o estimulo secretor, as tubulo-
vesiculas movem-se pela célula parietal até a regido apical das células e se fundem a
membrana plasmatica. Por dia, sdo produzidas cerca de 25% da quantidade total da bomba
de prétons, uma vez que a sua meia-vida é por volta de 50 horas (SCHUBERT, 2016;
YAO; SMOLKA, 2019).

A bomba de protons é formada por duas subunidades: a € B. A subunidade o
contém um sitio catalitico e realiza a troca de H* por K* com gasto energético obtido da
quebra de adenosina trifosfato (ATP) em adenosina difosfato (ADP). A subunidade 3 é
de grande importancia para a bomba de protons, pois é necessaria no deslocamento das
tubulo-vesiculas para a regido apical da membrana da célula parietal e protege a mesma
de degradacdo (ENGEVIK; KAJI; GOLDENRING, 2020).

A producdo da secrecdo acida acontece quando receptores acoplados as células
parietais sdo ativados. Esses receptores podem ser estimulados por diferentes vias, como
a via hormonal através da gastrina secretada pelas células G; a via paracrina por meio da
histamina secretada por ECL oxinticas; a via neural por intermédio da acetilcolina (ACH),
secretada pelos neurénios oxinticos (corpo e fundo do estbmago) e antrais intramurais
poés-ganglionares, e SST; e estimulacdo quimica pelas proteinas, glutamato, etanol e
fisicos pela distensdo (SCHUBERT, 2010; YAO; SMOLKA, 2019).

O neurotransmissor ACH estimula as células parietais através da ligacdo aos seus
receptores muscarinicos, especificamente o do tipo 3 (M3), por ser amplamente
distribuido no tecido gastrico. Quando ativados, esses receptores estimulam a fosfolipase
C aclivar por hidrolise o fosfatidilinositol-4,5-bisfosfato (P1P2) em diacilglicerol (DAG)
e 1, 4, 5- inositol trisfosfato (IP3), estimulando, por conseguinte, a libera¢do de calcio no

citoplasma. O calcio e 0 DAG atuam em conjunto para ativar a proteina quinase C (PKC)
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dependente de calcio. A PKC leva a fosforilacéo e ativacdo da bomba de protons, e, por
fim, estimula a secrecéo de acido cloridrico (Figura 2). A fonte de ACH é o nervo vago
(nervo craniano X) (MEGHA; FAROOQ); LOPEZ, 2020).

Entre um dos fatores responsaveis pela secrecdo de HCI, a gastrina é um horménio
péptico secretado pelas células G do antro. O mesmo ¢é liberado a partir da estimulacao
vagal e do pepitideo liberador de gastrina em resposta a ingestdo de peptideos,
aminoacidos, distensdo gastrica e pH estomacal aumentado. A gastrina se liga aos
receptores da colecistoquinina B (CCKBR) na membrana basal das células parietais para
induzir a expressdo e aumento da atividade da bomba de prétons (H +/ K + ATPase) que
ird aumentar secrecdo de ions hidrogénio para o estbmago (Figura 2) (PROSAPIO;
SANKAR; JIALAL, 2020; SCHUBERT, 2016; XIAOLI et al., 2017).

A gastrina também é capaz de aumentar indiretamente a producdo de HCI por
estimulacdo das células semelhantes a ECL para liberar histamina, que se liga aos
receptores de histamina do tipo 2 (H2) nas células parietais. Quando ativados, 0s
receptores H2 estimulam a adenilato ciclase a converter adenosina trifosfato (ATP) em
adenosina monofosfato ciclico (AMPc). Em seguida a proteina quinase A € ativada pelo
AMPc, que estimula a via dependente de AMPc, aumentando os niveis de célcio dentro
da célula, causando a ativacdo da bomba de protons da célula parietal e consequente
estimulagdo da secrec¢do acida gastrica (Figura 2) (HSU; SAFADI; LUI, 2020; MEGHA;
FAROOQ); LOPEZ, 2020; PATEL; MOHIUDDIN, 2020).
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Figura 2- Estimulacdo da célula parietal para secre¢édo do &cido cloridrico.
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Fonte: VIANA, 2017.

CCK2 (receptor de colecistocinina tipo 2); ECL (célula enterocromafin); H2 (receptor de
histamina tipo 2); M3 (receptor muscarinico tipo 3); AMPc (monofosfato ciclico de adenosina);
ATP (trifosfato de adenosina); ADP (difosfato de adenosina); H+ /K+ ATPase (bomba de
prétons).

O pepsinogénio, por sua vez, € secretado, principalmente, pelas células pépticas e
mucosas das glandulas gastricas e sé exerce atividade digestiva na sua forma ativa, a
pepsina. Para isso, € necessario que o pepsinogénio entre em contato com o HCI e seja
ativado. As células cervicais das mucosas secretam pepsinogénio em pequenas
quantidades e grandes quantidades de muco, que auxiliara na lubrificacdo do bolo
alimentar e na protecao da parede gastrica da acao digestiva das enzimas gastricas (HUNT
etal., 2015).

A secrecdo gastrica pode ser controlada a partir de mecanismos inibitérios, a fim
de manter a funcionalidade do estdmago em condig¢des normais. O principal inibidor da
secrecdo de &cido é a SST, liberada pelas células D oxinticas e antrais. O peptideo-1
semelhante ao glucagon (GLP-1) também inibe a secrecdo de acido por estimular a
secrecdo de SST. Além da SST e GLP-1, outros agentes como as prostaglandinas, a
adrenomedulina, a amilina e o peptideo natriuréetico atrial também séo capazes de inibir a
secrecdo de &cido (ENGEVIK; KAJI; GOLDENRING, 2020; SCHUBERT, 2016).
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A SST é um hormdnio produzido em muitos locais do corpo humano, incluindo o
TGI, a qual as células D produzem cerca de 65% da SST encontrada em todo o corpo. As
células D séo estimuladas a produzir SST quando o lumen do estomago atinge uma
determinada acidez. Apds sua liberacdo, a SST suprime a liberagdo de gastrina e,
consequentemente, reduz a producdo de acido gastrico (EGEROD et al., 2015;
OTOOLE; SHARMA, 2020; RORSMAN; HUISING, 2018).

A ativacdo do receptor de somatostatina do tipo 2 (SSTR2) é a principal
responsavel pelo efeito inibitorio na secrecdo gastrica ocasionado pela SST. OS SSTR2
sdo receptores acoplados a proteina G do tipo inibitéria (Gi). Quando ativada a proteina
Gi inibe a producdo de AMPc, que consequentemente ird inibir a secrecdo gastrica. Os
SSTR2, no TG, sdo encontrados principalmente nas células parietais e ECL, na qual irdo
atuar na inibicdo da secrecdo de histamina e indiretamente inibindo a secrecdo acida
(EGEROD et al., 2015; ENGEVIK; KAJI; GOLDENRING, 2020).

Alguns receptores aumentam a secrecdo de SST, dentre eles destacam-se: 0s
receptores sensiveis ao calcio, receptores adrenérgicos, receptores muscarinicos M3,
receptores de GLP-1, receptores de polipeptideo inibitério gastrico, CCKBR, receptores
de melanocortina MC1, receptores de peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP), receptores de adrenomedulina e receptores de peptideo intestinal vasoativo. Os
receptores acoplados a inibicdo da secre¢do de SST incluem os receptores muscarinico
do tipo M4 que, quando ativados pela acetilcolina, inibem a liberagcdo de SST, resultando
no aumento da secrecdo acida (ADRIAENSSENS et al., 2015; TAKEUCHI et al., 2016).

As prostaglandinas (PGs) sdo produtos derivados da reacdo catalitica do acido
araquidénico por meio das enzimas ciclo-oxigenases (COX), principalmente pelas suas
isoformas COX-1 e COX-2. As PGs possuem extensa distribuicdo no corpo humano,
podendo estar presente em diversos 6rgaos e sistemas como o TG, por exemplo. No TGl,
as mesmas estdo envolvidas na regulacédo de diversas funcées, incluindo a regulacéo da
secrecao gastrica quando ativam os receptores de prostaglandina E do tipo 3 (EP3). Esses
receptores EP3 estdo presentes nas células parietais e sao acoplados proteina Gi que inibe
a enzima adenilato ciclase e, consequentemente, ird inibir a secrecdo de HCI, pois essa
inibicdo promove reducdo dos niveis de AMPc. Assim, os niveis baixos de AMPc na

célula néo serdo suficientes para ativar a bomba de prétons (SULEYMAN et al., 2010).
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1.1.1.2 Mecanismos protetores da mucosa gastrica

A mucosa gastrica constantemente é exposta a agentes nocivos, entretanto, em
condi¢cdes normais, a mesma utiliza-se de mecanismos protetores para garantir a sua
integridade. Estes mecanismos sdo divididos em 3 niveis, sendo eles: pré-epitelial, que
inclui a barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio, sendo a primeira linha de defesa;
epitelial, na qual as células superficiais da mucosa ligadas por juncGes oclusivas e
produtoras de muco, as proteinas do choque térmico e a producdo de prostaglandinas
estdo envolvidas; e sub-epitelial que esta relacionada a renovacéo das células progenitoras
e ao continuo fluxo sanguineo através da vasculatura da mucosa, fornecendo assim, maior
resisténcia da mucosa géastrica devido a exposi¢do frequente a fatores como oxigénio e
nutrientes (TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013).

A barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio € composta principalmente por muco
em forma de gel, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes que se encontram fortemente
aderidos a superficie do epitélio gastrico. A eficiéncia dessa barreira depende entre outros
fatores da estrutura do gel do muco que fornece a protecdo estrutural por intermédio de
uma camada estavel com tamp6es embutidos para realizar a neutralizacdo do acido na
superficie. Para mais, essa barreira ainda impede a difusdo da pepsina para o epitélio
subjacente a superficie da mucosa (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

A secrecdo do muco é estimulada por horménios, como gastrina e secretina,
prostaglandina E2 e agentes colinérgicos, sendo gerado por granulos de mucinas
secretados na regido apical da célula epitelial de superficie. O muco é composto por 95%
de &gua e 5% de mucinas, principalmente as mucinas provenientes dos genes MUC5AC
e MUCSG, que se polimerizam para garantir sua consisténcia viscosa. Além do mais, o
muco ainda contém lipidios na forma de lipidios neutros, fosfolipidios e glicolipidios, que
tornam 0 muco mais viscoso e hidrofébico impedindo a difuséo retrograda do ion H*
(BRAGA et al., 2016; De FONESKA; KAUNITZ, 2010; SQUIRE et al., 2013).

Durante a secrecdo de acido gastrico pelas células parietais ocorre também o
fendmeno da “maré alcalina”, na qual as células parietais simultaneamente trocam CI" por
bicarbonato (HCOz") para o limen dos vasos sanguineos capilares adjacentes. O HCOs~
¢ transportado para a superficie, onde contribui para a primeira linha de defesa
(TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013).

As prostaglandinas (PGs), por sua vez, sdo conhecidas por serem também agentes

gastroportetores enddgenos envolvidos nos processos de prote¢do e cicatrizacdo da
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mucosa gastrica. As PGs do tipo E e | desempenham acdes biologicas por intermédio dos
receptores de prostaglandina E do tipo 1 ao 4. A PGE2 é a principal responsavel pela
secrecao de muco e bicarbonato pelas células superficiais quando se liga aos receptores
do tipo EP3. J& ao estimular os receptores de prostaglandina E do tipo 1, a PGE2 ira
estimular a proliferacdao celular, além de inibir a ativacdo de mastocitos e favorecer o
aumento do fluxo sanguineo da mucosa, promovendo, assim, a citoprote¢do gastrica. Da
mesma forma acontece quando a prostaglandina | do tipo 2 (PGI2) ou prostaciclinas
ativam receptores EP3 (RIBEIRO et al., 2016; TAKEUCHI, 2014).

O fluxo sanguineo da mucosa € um importante fator pelo fornecimento de
oxigénio, nutrientes e agentes protetores como o 6xido nitrico (NO) e a PGI2. O efeito
citoprotetor do NO se da pela sua atividade vasodilatadora e consequente aumento do
fluxo sanguineo local, acelerando, dessa forma, a remo¢do dos metabolitos toxicos e
lesivos da mucosa, como a eliminacdo dos ions H+ por retrodifusdo. O aumento do fluxo
sanguineo causado pelo NO, ocorre através da ativagdo da enzima guanilato ciclase e o
consequente acimulo de monofosfato ciclico de guanosina (GMPc) garantindo a
vasoadilatacdo no tecido gastrico. Além disso, o NO ainda inibe a migracéo de leucécitos
para a mucosa intestinal, através da modulacdo da expressdo de molécula de adesao
intercelular-1 e P-selectina (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO, 2012; ROCHA et
al., 2016; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Outro fator que desempenha um papel importante para a regulacdo do fluxo
sanguineo local no estbmago sdo as fibras aferentes sensiveis a capsaicina por meio da
ativacdo do receptor de potencial transitério vanildide tipo 1 (TRPV1). A ativacao desse
receptor resulta em aumento do fluxo sanguineo da mucosa gastrica que é mediado pela
liberacdo do CGRP e aumento da producdo de 6xido nitrico (NO) com consequente
protecdo da mucosa (WHITTLE et al., 1992).

A renovacdo celular é outro mecanismo protetor da mucosa gastrica a qual é
mediado por fatores de crescimento como Fator de crescimento transformador alfa e Fator
de crescimento semelhante a insulina 1. Esses fatores contribuem para a manutencdo da
integridade da mucosa, estimulando a continua renovagéo do epitélio por um sistema bem
coordenado de proliferacao controlada de células progenitoras que permite a substituicéo
da superficie epitelial danificada (TULASSAY; HERSZENY, 2010).
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1.1.1.3 Sistema antioxidante e protecdo gastrica

Nos Ultimos anos, em especial, um vasto numero de estudos tem reconhecido o
papel dos antioxidantes frente as Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) em atenuar 0s
danos celulares. Além disso, é sabido que as EROs estdo envolvidas na fisiopatologia de
inimeras doencas, como os disturbios gastricos que podem decorrer de lesdes provocadas
pelo consumo de &lcool, tabagismo, micrdbios, alérgenos, drogas, entre outros (ALl et
al., 2018; RANI, 2017; SIES, 2018; ZULAIKHAH, 2017).

A formacdo das EROs se da pela reducdo parcial do oxigénio molecular em
superdxido (O27), perdxido de hidrogénio (H20z), perdxidos lipidicos (ROOH) e radicais
peroxila. O ROOH ¢é considerado um mediador importante em diversos processos
inflamatdrios presentes na fisiopatologia de algumas doengas, como na Ulcera gastrica,
no cancer e nas doencas neurodegenerativas (GASCHLER; STOCKWELL, 2017).

A producdo de radicais livres que agem sobre os lipidios de membranas celulares
gera o processo conhecido como peroxidacdo lipidica. Esse processo gera produtos
resultantes dessa interacdo, como a formacdo de malondialdeido (MDA), um dos mais
produzidos. Em altas concentracdes, os produtos da peroxidacdo lipidica induzem
alteragBes na membrana celular que causam desordens no influxo e efluxo de ions e danos
ao DNA, produzindo efeitos genotoxicos e consequente morte celular (ECKL,
BRESGEN, 2017; GASCHLER; STOCKWELL, 2017; NIKI, 2012).

Para manter a homeostase celular, o corpo humano conta com uma complexa rede
de mecanismos antioxidantes que envolve sistemas endégenos e exdgenos. Os sistemas
enddgenos sao constituidos por antioxidantes enzimaticos e ndo enzimaticos. Na qual as
enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e
glutationa redutase (GR) compde os sistemas antioxidantes enzimaticos, ja a glutationa
reduzida (GSH) € uma das principais compentes do sistema ndo enzimatico
(BHATTACHARYYA et al., 2014).

A SOD ¢ uma enzima 6xido-redutase responsavel por catalisar a dismutacdo do
radical superoxido em oxigénio molecular e peréxido de hidrogénio, um radical menos
nocivo, que posteriormente sera degradado pelas enzimas CAT e GPx em H2O (Figura
3). Existem trés familias distintas de SODs, dependendo do ion metalico que ocupa o seu
sitio catalitico, podendo ser: citoplasmética (Cu-Zn-SOD), mitocondrial (MnSOD) e
extracelular (ECSOD) (FRIDOVICH, 1995; ISLAM et al., 2021; WEYDERT; CULLEN,
2010).
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A GPx é uma enzima dependente do mineral selénio e de cofatores para
desempenhar suas funcdes. Esses cofatores incluem a glutationa reduzida (GSH), a
glutationa redutase (GR) e a nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida
(NADPH). Desse modo, quando a GPx catalisa a degradacé@o do peroxido de hidrogénio
em agua ao mesmo tempo converte a GSH em glutationa oxidada (GSSH). A GSSH pode
ser reconvertida em GSH pela acdo da GR em um processo que dependente dos elétrons
doados pelo NADPH (Figura 3) (FLOHE; TOPPO; ORIAN, 2022;
LUANGWATTANANUN et al., 2017).

Figura 3- Acdo do sistema antioxidante sobre as espécies reativas de oxigénio.
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Fonte: SASAHARA, 2021.

Atividade das enzimas antioxidantes: superdxido dismutase, catalase, glutationa peroxidase e
glutationa redutase. Glutationa reduzida (GSH) e glutationa oxidada (GSSH), nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato
oxidada (NADP").

A identificacdo e o desenvolvimento de novos antioxidantes da natureza podem
ser benéficos para limitar os efeitos deletérios do estresse oxidativo em diferentes
condicBes patologicas, incluindo lesGes gastricas como Ulcera peptica (FARZAEI et al.,
2013; RAMANA et al., 2014).
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1.1.2 Intestino

O intestino é dividido anatomicamente em dois grandes segmentos sequenciais
denominados intestinos delgado e grosso. O intestino delgado € subdividido em duodeno,
jejuno e ileo, ja 0 segundo é composto por ceco, colons ascendente, transverso e sigmoide,
reto e anus (MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

O tecido epitelial intestinal € composto por cerca de 85% de células absortivas,
cuja superficie apical € composta por projecoes citoplasmaticas, denominada borda em
escova, que expandem a superficie de contato e otimizam o processo de absor¢do
(ZIMMER et al., 2016; KISHIDA et al., 2017). Diariamente, cerca de dez litros de fluidos
constituido de ions e solutos percorrem o limen intestinal, dos quais aproximadamente
85% sao absorvidos no intestino delgado (CAMILLERI; SELLIN; BARRETT, 2017).

As funcgbes intestinais sdo baseadas em quatro pilares, que sdo: a motilidade,
responsavel por controlar a mistura, o tempo de permanéncia e a passagem do bolo
alimentar ou quimo pelo TGI; as secrecdes pancreética, biliar, hidroeletrolitica e mucosa,
que auxiliam os processos de digestdo alimentar, bem como a absor¢do de nutrientes; a
digestdo, que age na quebra de macromoléculas em moléculas absorviveis; e a absorcao,
que, finalmente, capta nutrientes, eletrélitos e 4gua do limen intestinal para a corrente
sanguinea ou linfa (DEANE et al., 2019; KIELA; GHISHAN, 2016).

A motilidade do TGI consiste na atividade contratil entérica, nas funcdes
biomecanicas da parede intestinal e no fluxo intraluminal responsavel pela propulsédo do
conteddo intestinal. Para mais, a motilidade tem papel fundamental no processo absortivo
e digestivo, uma vez que modula o tempo de permanéncia e a mistura do contedo luminal
em cada segmento intestinal (DIMIDI et al., 2017; MIRJALILI, 2019).

Os intestinos delgado e grosso sdo compostos por duas camadas de tecido
muscular liso dispostas paralelamente. As fibras musculares mais internas circundam os
intestinos e reduzem o seu liumen quando contraidas; sobre essa, estdo as fibras
longitudinais, das quais as contrac@es resultam na reducdo do comprimento intestinal
(MIRJALILI, 2019). O trénsito intestinal é decorrente dessas contragBes intestinais,
tonicas e fasicas, e refere-se ao tempo de introducdo do conteudo intraluminal para
percorrer o trato gastrintestinal. O tempo normal de transito intestinal inteiro € em torno
de 30 a 40 horas, mas existe uma ampla variacdo entre os individuos (KELLOW et al.,
2006; KOTLOFF et al., 2013)
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As fibras musculares intestinais agem em conjunto atraves de a¢Ges coordenadas
de contragdes e relaxamentos controladas pelo sistema nervoso entérico (SNE) por meio
do plexo nervoso mioentérico, isso é o que difere 0 TGI de todos os outros 6rgdos
periféricos, pois 0 mesmo possui um vasto sistema nervoso intrinseco (DEANE et al.,
2019; FURNESS et al., 2018). O SNE é classificado como uma terceira divisdo do
sistema nervoso autonémico (SNA), sendo este responsavel por controlar o TGI de forma
independente do sistema nervoso central (SNC), apesar de estabelecer uma comunicagao
bilateral com o SNC através das vias simpatica e parassimpatica. A composic¢do do SNE
sdo ganglios de inervagdes intrinsecas que recebem informacdes tanto do SNC, como do
proprio TGl através de mecano e quimiorreceptores (RAO; GERSHON, 2016, 2018).

O plexo mioentérico € formado por trés tipos de neurbnios: motores, que podem
ser excitatorios ou inibitérios, agindo, respectivamente, através da liberacdo de
acetilcolina ou oxido nitrico; aferentes primarios intrinsecos respondem a estimulos
quimicos do limen através da Substancia P, um neuropeptideo excitatério das fibras
musculares; e interneurdnios que utilizam a acetilcolina e a serotonina para transmitir 0s
estimulos para todo o TGl (BARRETT, 2015; RAO; GERSHON, 2018).

O SNE tem diversos papéis, como: determinar os padrdes de movimento do TGI;
controlar a secrecdo de &cido gastrico; regular o movimento do fluido através do epitélio
do revestimento; mudar o fluxo sanguineo local; modificar o manuseio de nutrientes; e
interagir com os sistemas imune e enddcrino do intestino (FURNESS, 2012, 2018).

A atividade motora do TGI é um processo complexo que envolve varios tipos de
células, como os neur6nios entéricos que podem detectar o conteddo do TGlI, que irdo
integrar informaces e conceber um padrdo motor adequado. Além disso, hd também um
grupo especializado de células instrumentais para a funcdo gastrointestinal que inclui as
células intersticiais intramusculares de Cajal. Essas células sdo interpostas entre os
terminais nervosos e as células musculares lisas, acoplando-se as células musculares lisas
para produzir a atividade marca-passo do TGI, sendo as principais responsaveis pela
propagacao de ondas lentas encontradas em todo o trato GI (FURNESS, 2012; TOBIAS;
SADIQ, 2019).

A motilidade intestinal é regulada por véarios fatores, esses fatores incluem a
passagem do bolo alimentar por todo o TGI, o que favorece os processos de propulsao e
segmentacdo do tecido por meio de vias neurais aferente e eferente que € fornecido pela
interacdo do intestino com o SNC e SNE. Dessa forma, essa interacdo proporciona a

liberacdo de mediadores colinérgicos e adrenérgicos, além de outros neurotransmissores
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como os mediadores ndo-adrenergicos e ndo-colinérgicos, os sistemas nitrérgico (NO),
dopaminérgico e opidide (BECK; FRIEBE; VOUSSEN, 2018; BROWNING;
TRAVAGLI, 2014; DANTAS, 2004; MANABE et al., 2010; NAM, et al, 2016).

1.2 DISTURBIOS GASTRINTESTINAIS: ULCERA GASTRICA E DIARREIA

Nos altimos tempos, distrbios gastrointestinais como Ulceras, refluxo, gastrite,
diarreia, enfermidades inflamatorias intestinais e constipacdo apresentam-se com maior
frequencia na populacdo, tornando-se assim um considerdavel foco de pesquisa
experimental e clinica na investigacdo por novas terapias (BLACK et al., 2020).

Alguns sintomas sdo atribuidos aos distdrbios gastrintestinais, como dor e
desconforto abdominal, diarreia, constipacdo, nausea, vOmito e meteorismo. Esses
sintomas frequentemente estdo associados a patologias do préprio TGI, que incluem
neoplasia gastrointestinal, Glcera péptica, doenca celiaca, doenga inflamatéria intestinal,
doencas hepatobiliares, refluxo gastroesofagico, colecistite, pancreatite, distdrbios de
motilidade, entre outras (SHIVAII; FORD, 2014).

1.2.1 Ulcera Gastrica

A Ulcera péptica é uma doenca que possui uma prevaléncia de 5 a 10% e uma
incidéncia de 0,1 a 0,3% ao ano. Cerca de 1% dos pacientes com Ulcera podem progredir
para cancer, sendo considerada uma doenca extremamente prejudicial a saide humana e
classificada como uma patologia pré-cancerosa, de preocupacao global (LAU etal., 2011;
LIU et al., 2017). Apesar da prevaléncia e incidéncia estarem diminuidas nos ultimos
anos, ainda sdo encontradas complicacdes em 10-20% dos pacientes, que incluem
perfuracdo do tecido gastrico e sangramento (BERTLEFF; LANGE, 2010; CHEN;
CHENG; YEH, 2021; LANAS; CHAN, 2017).

A Ulcera péptica (UP) é uma doenca invasiva que consiste em lesdes no trato
gastrointestinal que podem ser encontradas no estomago ou no duodeno, quando essa
lesdo encontra-se no estomago é denominada de Ulcera gastrica. As lesdes sdo causadas
principalmente pela infecgdo por Helicobacter pylori e o uso de anti-inflamatorios néo
esteroidais (AINES), entretanto outras condigdes como a caréncia do suprimento de
sangue para um orgao, doenca de Crohn, doencga pulmonar cronica, estilo de vida, como

o0 estresse diario, consumo de bebidas alcodlicas, bebidas com alto teor de cafeina e tabaco
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também influenciam na patogenia da Ulcera (AHMAD et al., 2019; AIHARA et al.,
2016).

Associado ao aumento de fatores que danificam a mucosa gastrica, h4 também a
diminuicdo dos mecanismos de protecdo, esse desequilibrio favorece o desenvolvimento
da UP. Os principais cofatores envolvidos nesse desenvolvimento incluem a irritagdo
quimica direta pela supressao da sintese de prostaglandinas, necessarias para a protecdo
da mucosa, decorrentes do uso cronico de AINEs e corticosteroides; uso de cigarros,
prejudicando o fluxo sanguineo e a cicatrizacao; hiperacidez gastrica e refluxo gastrico-
duodenal que pode ser causada pelo estresse ou por hipercalcemia (TURNER, 2010).

O Aélcool, por sua vez, é considerado um fator de risco independente para a
iniciacdo e complicacOes associadas a ulcera gastrica. A ingestdo aguda e cronica de
alcool pode levar o individuo a ter lesbes estruturais e funcionais no TGI, pois o contato
direto do etanol com a mucosa induz alteracBes funcionais e metabdlicas, como a
diminuicdo da producédo de muco, proliferacdo celular e aumento da producéo de espécies
reativas de oxigénio, causando uma resposta inflamatoria exacerbada (LIVERO et al.,
2016; QIN; DEITCH, 2015).

O etanol como agente nocivo a mucosa gastrica quando entra em contato com esse
tecido causa quimiotaxia e infiltragdo neutrofilica, aumentando a producéo de citocinas
pro-inflamatorias como IL-6, IL-1p ¢ TNF-a, a qual vdo intensificar o processo
inflamatdrio. Para mais, o etanol reduz os niveis de NO, diminuindo, por conseguinte, 0
fluxo sanguineo local. A associacdo desses fatores favorece a formacdo de lesdes
hemorragicas e a diminuicdo de muco gastrico. E possivel evidenciar também a
participacdo dos radicais livres no desenvolvimento dessas lesdes, 0 que resulta em
estresse oxidativo, na qual se observa a alteracdo dos principais marcadores como NO,
MDA, GSH e SOD (ELSEWEIDY, 2017; JUNG et al., 2011).

A JUlcera géastrica é uma complicacdo bem conhecida do uso de AINEs. A
toxicidade gastrointestinal originaria dos AINEs pode ser tdo alta quanto 4-8% ao ano e
as complicacdes sdo ainda maiores para aqueles possuem fatores de risco adicionais,
como historia prévia de Ulcera. Os AINEs atuam inibindo ou reduzindo a biossintese de
prostaglandinas por inibir as cicloxigenases (COX). A COX-1 é uma enzima
constitutivamente expressa em muitos tecidos, inclusive no tecido gastrico, portanto, a
sua inibicdo no trato gastrointestinal leva a uma reducédo da secregédo de prostaglandinas
e de seus efeitos citoprotetores na mucosa, aumentando a suscetibilidade a lesdo. A

indometacina é considerada o AINE mais comum conhecido por induzir Glcera gastrica
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experimental e tem sido documentado como tendo um maior potencial para causar leséo
géastrica do que outros AINEs comumente usados (BRUNE; PATRIGNANI, 2015; EL-
ASHMAWY et al., 2016; GRIFFIN; SCHEIMAN, 2001; SULEYMAN et al., 2010;
WOOLF; ROSE, 2020).

A indometacina pode induzir lesdo gastrointestinal por diversos mecanismos,
como 0 aumento da secrecdo acida, inibicdo da sintese de prostaglandina E2 (PGE2),
producdo de radicais livres, reducdo dos niveis de 6xido nitrico gastrico e invasdo de
neutrofilos ativados bem como a inducdo de apoptose nas células gastricas. Além disso,
alguns estudos demonstraram que os AINEs podem gerar lesdo gastrica devido a
producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). As EROs podem estar associadas a
ativacdo do processo inflamatério em tecido gastrointestinal danificado (BASTAKI;
WALLACE, 1999; BINDU et al, 2013; KATARY; SALAHUDDIN, 2017;
SULEYMAN et al., 2010; WALLACE, 2008).

A atividade da enzima mieloperoxidase (MPO) é uma forma de verificar a
infiltracdo de neutrdfilos na mucosa gastrica que é um dos mecanismos da patogénese da
Ulcera gastrica. A MPO catalisa a formacéo de potentes oxidantes como acido hipocloroso
a partir do peroxido de hidrogénio (H20.), que causam sérios danos a mucosa gastrica.
Assim, a formacdo de Ulceras gastricas pode estar associada com 0 aumento dos niveis
dessa enzima (DERIN et al., 2006).

A terapia medicamentosa para UP tem como objetivo principal a diminuicdo da
secre¢do do acido gastrico, para isso utiliza-se de farmacos como os inibidores da bomba
de prétons (IBP) e antagonistas dos receptores de histamina 2, e a neutraliza¢éo do acido
excretado com o0 uso de antiacidos. E valido lembrar que, normalmente, o uso desses
farmacos é associado a administracdo de antibidtico para combater a infeccdo por H.
pilory (MALFERTHEINER et al., 2017; STRAND; KIM; PEURA, 2017; ZAGARI et
al., 2020).

Os antiacidos como o hidroxido de magnésio, hidréxido de aluminio e bicarbonato
de sodio possuem acdo farmacoldgica de neutralizar o acido cloridrico, elevando o pH
géastrico. Os antiacidos causam alivio sintomatico da Ulcera gastrica, pois a cicatrizacdo
da lesdo é muito dificil de alcangar, exceto com doses altas e frequentes de antidcidos. O
bicarbonato de sodio tem eficiéncia na agdo de neutralizar os acidos, entretanto produz
alguns efeitos colaterais, por ser muito hidrossoltvel sua absorcdo é quase que imediata
no estbmago, gerando cargas de alcali e sodio, representando risco aos pacientes com

quadro de insuficiéncia cardiaca e renal. Os efeitos adversos mais comuns dos antiacidos
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sd0 nauseas, vomitos, constipacdo intestinal, distensdo abdominal e flatuléncia
(FREITAS et al., 2013; PANDEY et al., 2019; TRINDADE et al., 2017).

O pantoprazol, esomeprazol e omeprazol, por sua vez, sdo exemplos de farmacos
inibidores da bomba de protons (IBP), os mesmos sdo amplamente utilizados para o
tratamento de Ulcera péptica. A principal acdo dos IBPs é inibir a secrecdo de acido
gastrico pela inibicdo da atividade bomba de proétons independente da natureza do
estimulo. Os IBPs sdo pro-farmacos que necessitam do acido gastrico para serem
ativados. Apos a absorcado, esses farmacos se encaminham para as células parietais do
estdmago e ficam acumulados nos canaliculos secretores de acidos. A forma ativa dos
IBPs realiza uma ligagéo covalente com a H*/K*-ATPase da célula parietal produtora de
acido, inativando, dessa forma, a estrutura da bomba que transporta os prétons H* para o
lumen gastrico. Clinicamente, essas drogas sdo eficazes para prevenir e tratar Ulcera
gastrica. Os principais problemas dos IBP na atualidade sdo relacionados ao seu uso
excessivo e 0s erros na indicacdo terapéutica. Esse fato acarreta um custo econdmico
consideravel para a saude e o risco de efeitos colaterais em longo prazo. O uso prolongado
de IBPs pode levar ao aumento do pH gastrico, hipocloridria e, em alguns casos, a
acloridria (AGUILERA-CASTRO; MARTIN-DE-ARGILA-DEPRADOS; ALBILLOS-
MARTINEZ, 2016; JAIN et al., 2007; KOYYADA, 2021).

Os antagonistas dos receptores de histamina (H2), representados pela ranitidina,
famotidina e cimetidina, sdo utilizados para o tratamento da Ulcera gastrica por bloquear
a acdo da histamina nos receptores H2 das células parietais. O efeito desses farmacos,
entretanto, é relativamente curto e sdo diminuidos com a ingestdo de alimentos. Outra
problematica envolvida na farmacoterapia utilizando os antagonistas dos receptores de
histamina (H2) € o desenvolvimento de tolerancia aos efeitos sobre a secre¢do de acido.
Essa tolerancia é frequentemente desenvolvida ap6s alguns dias de dosagem continua,
sendo observado principalmente em alguns pacientes que fizeram uso de ranitidina e
famotidina por 14 dias. A sensibilidade diminuida a esses farmacos pode resultar em
hipergastrinemia secundaria, que estimula a liberacdo de histamina das células
enterocromafins (KOMAZAWA et al.,, 2003; NDIDI, 2020; SHIM; KIM, 2017,
TAKAHASHI; KATAYAMA, 2010).

Apesar dos atuais avancos terapéuticos para a UP, a complicacdo por perfuracéo
continua sendo um sério problema na clinica. Segundo o estudo de Ciftci e Erdzgen
(2018), realizado na Clinica de Cirurgia Geral, do Safa Hospital em Istambul na Turquia,

no pos-operatorio dos pacientes que foram submetidos a cirurgia por causa da perfuragdo
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gastrica surgiram complicacbes em 24,1% dos pacientes. Além disso, a taxa de
mortalidade foi de 17,4%, na qual a causa mais frequente das mortes foi sepse.

Além disso, no Brasil, as doencas do aparelho digestivo estdo associadas a altos
custos pelos servicos de saude referentes a diagnostico, tratamento e internacGes
hospitalares. Para mais, o boletim emitido pelo DATASUS, referente ao periodo de marco
de 2016 a outubro de 2021, contabilizou 6.087 internagdes por Ulceras gastricas e/ou
duodenais, gastrites e duodenites, o que corresponde a R$ 3.071.484,16 em servigos
hospitalares custeados pelo Estado (BRASIL, 2022).

Embora os esquemas convencionais sejam eficazes, eles estdo associados a efeitos
adversos principalmente devido ao uso cronico. Estudos tém demonstrado que produtos
naturais apresentam beneficio terapéutico para Glcera gastrica e tém incentivado estudos

para identificacdo de plantas medicinais com potencial gastroprotetor.

1.2.2 Diarreia

A diarreia pode ser definida como um disturbio do TGI caracterizado pelo
aumento da frequéncia de fezes soltas ou aquosas por trés ou mais vezes durante um
periodo de 1 dia resultante de um movimento rapido do material fecal pelo intestino. Esse
disturbio do TGI se caracteriza por causar alteracdes secretdrias, absortivas e de
motilidade. As alteragdes na fun¢do na mucosa e no transito gastrintestinal causam
reducdo da eficiéncia de absorcéo, isso sendo suficiente para o aumento de formacéo de
fezes mais fluidas, com ou sem a presenca de sangue e muco, levando a perda de agua e
eletrolitos (SCHILLER, 2012; THIAGARAJAH et al., 2018).

Essa afeccdo pode ser classificada com base no tempo de dura¢do como aguda,
com durabilidade menor que 14 dias (BRANDT; ANTUNES; DA SILVA, 2015);
persistente, durando 14 dias ou mais (DUPONT, 2016); ou cronicas, quando ultrapassam
4 semanas (SCHILLER; PARDI; SELLIN, 2017).

Em relacdo a etiologia, a diarreia pode ser causada por multiplos fatores, como
alteracOes nas taxas dos processos absortivos e secretorios, devido a respostas a danos na
mucosa causados por microrganismos enteropatogénicos, por exemplo, que sdo
responsaveis por infec¢des gastrintestinais, como Escherichia coli, Campylobacter jejuni,
Vibrio cholera, Giardia intestinalis, Entamoeba histolytica, Staphylococcus aureus,
Salmonella typhi, virus do HIV, Rotavirus e Adenovirus (RODRIGUEZ-GARCIA;
RODRIGUEZ-SILVA, 2022; SAHOO et al., 2016; YAKUBU et al., 2015). Para mais,
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ha outros fatores causais como ingestdo de alcool, sindrome do intestino irritavel, sais
biliares, horménios, tumores secretorios, intoxicagdo alimentar e funcao nervosa entérica
(BARKUN et al., 2013; SAHOO et al., 2016).

A gravidade desta doenca ¢é acentuada por diversos fatores, como manipulacéo de
agua contaminada, desnutricdo, falta de higiene na lavagem das méaos, condigédo
ambientais precérias, que incluem a falta de saneamento basico e de acesso a cuidados de
salde primaria (ADENIY1 et al., 2017; BARBUT; MEYNARD, 2002; HEMPEL et al.,
2017; JAMISON et al., 2006; SZAJEWSKA; MRUKOWICZ, 2003).

Observa-se nos ultimos 30 anos uma deplecdo progressiva na incidéncia de casos
e no numero de Gbitos ocasionados por doencas diarreicas em todo o mundo. Embora
tenha diminuido, as mortes causadas por doengas diarreicas ainda ocupam o 8° lugar no
ranking das principais causas de morte do mundo, descendo apenas duas posi¢cdes em trés
décadas (RITCHIE; ROSER, 2018). De acordo o levantamento mundial realizado pelo o
estudo de Dadonaite, Ritchie e Roser (2019), aproximadamente 1,6 milhdo de pessoas
morreram em 2017 em decorréncia de doencas diarreicas, sendo um problema de salde
publica.

Uma das maiores preocupacdes na area da salude em relacdo a diarreia sdo as
consequéncias cognitivas causada pela perda hidroeletrolitica, principalmente nos grupos
mais acometidos e mais vulneraveis, pois o tratamento incorreto pode levar o individuo a
obito (WHO, 2017). Dessa maneira, 0 primeiro passo no tratamento inicial visa
reestabelecer liquidos e eletrolitos, bem como reduzir os episodios diarreicos
(DADONAITE; RITCHIE; ROSER, 2019; PROSS, 2017; WHO, 2017).

Além disso, é sabido que a terapéutica da diarreia é inespecifica e esta centrada
no tratamento de sinais e sintomas clinicos, focada na reducdo do desconforto,
desidratacdo e incomodo causado por evacuacdes frequentes (ARAUJO et al., 2015;
CHOl et al., 2014).

Didaticamente o tratamento pode ser dividido em uma terapia farmacolégica e ndo
farmacoldgica. A terapia ndo farmacoldgica é compreendida pelo tratamento com sais de
reidratagdo oral, na qual o principal objetivo ¢ evitar que individuos com diarreia aguda
fiquem desidratados e tenham deplecdo de eletrélitos. Essa terapia melhora a absorgéo de
fluidos e eletrolitos estimulando a absorcao de sédio mediada por glicose e aminoacidos.
No entanto, essa terapia ndo reduz a quantidade ou a frequéncia de episodios diarreicos e

os individuos geralmente desejam alivio sintomatico adicional, necessitando assim de
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uma terapia farmacologica (DADONAITE; RITCHIE; ROSER, 2019; SAHOO et al.,
2016).

A terapia farmacoldgica é compreendida por uma série de medicamentos
antidiarreicos que podem ser amplamente definidos como agentes que minimizam o0s
sintomas de diarreia, uma vez que atuam no transito e no transporte intestinal ou na
viscosidade das fezes, melhorando assim a consisténcia ou reduzindo o peso das fezes,
como também reduzindo a frequéncia de defecacdo no transito intestinal, o que resulta
em melhora sintoméatica em uma variedade de condicdes (DADONAITE; RITCHIE;
ROSER, 2019).

As principais classes de medicamentos utilizadas na clinica incluem: os agentes
higroscopicos e formadores do bolo fecal (coloides ou polimeros hidrofilicos pouco
fermentaveis, a exemplo da caboximetilcelulose e a policarbofila); sequestradores dos
acidos biliares (colestiramina); compostos a base de bismuto (salicilato de bismuto);
agonistas dos receptores a-2 adrenérgicos e antagonistas muscarinicos, a exemplo da
clonidina e atropina, respectivamente; e os agentes antimotilidade e antissecretorios que
sdo os pilares no tratamento da diarreia (loperamida, difenoxilato) (BRUNTON; LAZO;
PARKER, 2006; KATZUNG; MASTERS; TREVOR, 2014; SANTILLANES; ROSE,
2018; SISAY; ENGIDAWORK; SHIBESHI, 2017).

Mais especificamente, os agentes antimotilidade atuam diminuindo a taxa de
propulsdo intestinal, permitindo um maior tempo de contato entre 0 quimo e a mucosa,
melhorando a absorcdo de fluidos e eletrélitos (THIAGARAJAH; VERKMAN, 2012). O
loperamida é o agente mais conhecido dessa classe, sendo este um agonista de receptores
opioides (RIDDLE; DUPONT; CONNOR, 2016; THIAGARAJAH; MARTIN, 2019).
Os receptores opioides no TGI sdo expressos nos plexos nervosos, e sua ativacao inibe
canais de Ca+ e ativa canais de K+, que resulta na diminuicdo da liberacdo dos
neurotransmissores excitatorios acetilcolina e Substancia P. Dessa maneira, ha uma
reducdo ndo sé na motilidade, mas também na secrecdo de agua e eletrdlitos, o que resulta
na reducdo dos episddios diarreicos (GALLIGAN; STERNINI, 2016; THIAGARAJAH,
2019).

O loperamida é muitas vezes prescrito e utilizado de forma exacerbada, o que é
preocupante, pois ha efeitos colaterais no TGl como constipagéo grave, ileo paralitico e
mega colon (GUNNARSDOTTIR et al., 2018). Apesar de sua baixa acdo no sistema

nervoso central, esse farmaco também tem sido utilizado para atenuar sintomas de
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abstinéncia a opioides, o que pode causar problemas cardiacos e morte (AKEL;
BEKHEIT, 2018; WU; JUURLINK, 2017).

Assim sendo, a busca por novas alternativas terapéuticas que sejam mais seguras
e com menos efeitos faz dos produtos naturais, a exemplo das plantas medicinais, uma
estratégia terapéutica, devido sua riqueza de constituintes e variedade de substancias
biologicamente ativas (MAHMOOQOD et al., 2019).

1.3 PLANTAS MEDICINAIS COM ACAO GASTROPROTETORA E
ANTIDIARREICA

As plantas medicinais sdo uma importante alternativa terapéutica para a melhora
de diversas afeccGes em populagdes por todo o mundo. Devido a caréncia no atendimento
publico em salde ou até mesmo o acesso restrito a medicamentos, as plantas sdo bastante
empregadas como recurso terapéutico para tratar doencas gastrointestinais (GOIS et al.,
2016).

Diversas plantas com propriedades terapéuticas agem no sistema digestivo e,
devido a pratica da medicina popular, sua atividade é muito conhecida no tratamento
desconforto gastrico, na estimulacdo do apetite e na melhora da digestdo. O TGI ¢
suscetivel a inmeras doencas e alguns dos medicamentos existentes frequentemente
estdo associadas com inUumeros efeitos adversos. Assim, drogas alternativas sao
necessarias para tratar complicagdes gastrointestinais (BAHMANI et al., 2014; LEITE et
al., 2018).

E comprovado que a maioria das pessoas que vivem em paises em desenvolvimento
confiam na medicina tradicional para tratar diferentes doencas, incluindo os distlrbios
gastrintestinais. Nesse sentido, vem surgindo um vasto nimero de estudos que incluem
abordagens relacionadas com a prevencdo de lesbes na mucosa gastrica induzidas por
etanol, como por exemplo, o trabalho de Biano et al. (2022) que avaliou a acdo
gastroprotetora do extrato etandlico de Leonurus sibiricus L. (Lamiaceae) em
camundongos com mecanismo relacionado ao efeito antioxidante, ativagdo dos canais de
Katp dependentes e produgdo de muco. Ademais, Amirshahrokhi e Khalili (2016)
afirmam que o foco da maioria dos estudos tem sido em compostos com atividade
antioxidante e anti-inflamatdrio os quais podem atuar como gastroprotetores.

O estudo de Viana e colaboradores (2016) verificou o potencial gastroprotetor do

(—)-myrtenol, um monoterpeno derivado do 6leo essencial de Myrtus communis L.
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(Myrtaceae), utilizando um modelo animal de dano gastrico induzido por etanol. O (-) -
Myrtenol foi utilizado em doses orais de 25, 50 e 100 mg/kg e os resultados obtidos
demonstraram que o composto foi capaz de diminuir significativamente a gravidade das
lesGes gastricas e que seu efeito gastroprotetor pode estar envolvido com a ativagédo do
receptor GABAA e com a atividade antioxidante.

O extrato de aquoso de Cuphea ignea foi estudado para verificar a atividade
antiulcerogéncia em modelo de Ulcera induzida por etanol em ratos. O extrato de C. ignea
foi administrado por 7 dias antes da inducdo nas doses de 250 e 500 mg/kg. Assim, foi
observado que o extrato diminuiu significativamente a Ulcera gastrica, enquanto
aumentou significativamente a porcentagem preventiva. O pré-tratamento com extrato de
C. ignea melhorou significativamente o nivel sérico de TNF-a, a atividade de
mieloperoxidase gastrica, o teor de 6xido nitrico e aumentou 0s niveis gastricos de
antioxidantes (MOUSA et al., 2019).

O pré-tratamento com o extrato das flores de Inula britannica L. em doses de 100
e 300 mg/kg inibiu significativamente as lesGes gastricas em ratos induzidas por
HCl/etanol. Os resultados obtidos demonstraram o aumento da atividade de superdxido
dismutase e catalase, aumento dos niveis de glutationa, PGE2 e muco nos tecidos
gastricos. Portanto, acredita-se que o extrato das flores de Inula britannica L. exerce
esses efeitos por meio de niveis aumentados de antioxidantes e secrecdo de muco gastrico
(KIM et al., 2020).

Guimarées e colaboradores (2017) realizou uma pesquisa em Cubatdo, Sao Paulo,
Brasil, na qual foi feito uma triagem fitoquimica em preparacdes vegetais conhecidas
popularmente por ‘“garrafadas”, utilizadas empiricamente no tratamento das ulceras
gastricas. Foram analisadas cinco preparacfes distintas compostas principalmente por
Solanum paniculatum L., Maytenus ilicifolia, Echinodorus grandiflorus, Anadenanthera
colubrina, Amburana cearensis, Leonurus sibiricus L. e Psychotria ipecacuanha. As
andlises fitoquimicas identificaram a presenca de flavonoides, alcaldides, taninos e
saponinas, 0s quais podem ser 0s responsaveis pela atividade gastroprotetora associada
popularmente a essas preparacdes.

E cabivel citar ainda o Elixir de Aroeira, formulado a partir das cascas
de Myracrodruon urundeuva, um fitoterapico indicado para tratamento de Ulceras e
gastrites, disponibilizados a populacao do estado do Ceara pelas Unidades de Farmacias
Vivas, as quais tém como base o Projeto Farmacias-Vivas da Universidade Federal Ceara
(GALVAO et al. 2018; BANDEIRA, 2002). A aroeira é rica em taninos, possuindo
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tambeém chalconas denominadas urundeuvinas A e B. As chalconas citadas acima
possuem propriedades anti-inflamatorias por agdo antibradicininica, o que resulta numa
acdo cicatrizante e anti-inflamatdria muito util para o tratamento de ulceras (TELES,
2022; UNIVERSIDADE FEDERAL DO CEARA, 2022; VIANA et al., 1995).

Para mais, ha um grande numero de plantas medicinais em todo o mundo que
possuem atividade terapéutica comprovada para esses disturbios como a diarreia, que
incluem: Amaranthus caudatus, Coffea arabica, Balanites rotundifolia, Boscia coriacea,
Cissampelos pareira, Cissampelos synpodialis, Plumbago zeylanica, Solanum
hastifolium, Berberis crataegina, Cornus mas, Ecballium elaterium, Mentha longifolia,
Rhamnus catartica, Teucrium polium, Justicia schimperiana, Maytenus erythroxylon
Reissek, Psidium guajava e Anacardium occidentale L. (ABERA, 2014; ALTUNDAG,;
OZTURK, 2011; ARAUJO et al., 2015; FORMIGA et al., 2017; JALILZADEH-AMIN;
MAHAM, 2015; SALES et al., 2014; SISAY; ENGIDAWORK; SHIBESHI, 2017;
TEKLEHAYMANOT; GIDAY, 2010).

O efeito antidiarreico dessas plantas, em muitos casos, possui menos efeitos
colaterais do que as drogas convencionais. Essa propriedade esta relacionada a uma
diversidade de metabdlitos secundarios, como: taninos, alcaloides, flavonoides e
terpenoides (KOMAL; RANA, 2013; RUSSO et al., 2018).

1.4 Egletes viscosa (L.) Less.

A Egletes viscosa (L.) Less., pertencente a familia Asteraceae, conhecida
popularmente como “macela” ou “macela-da-terra”, ¢ uma pequena erva silvestre,
amarga, aromatica, anual e nativa da América tropical. Comumente encontrada no
Nordeste brasileiro, a macela cresce abundantemente a margem de acudes, lagoas, cursos
de 4gua do sertdo e do litoral, no inicio da estacdo seca, ap6s a baixa das aguas (Figura 4)
(LORENZI; MATOS, 2008).

O género Egletes é constituido por 10 espécies: E. dominingensis, E. floribunda,
E. florida, E. humifusa, E. liebmannii, E. obovata, E. prostrata, E. repens, E. tenvifolia e
E. viscosa. Dessas espécies, apenas E. viscosa apresenta relatos de estudos cientificos
farmacologicos (CARVALHO, 2021).
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Figura 4- Crescimento de Egletes viscosa ap0s baixa das &guas.

Fonte: Acervo pessoal do Prof® iIberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Organica
e Inorgéanica da UFC (2012).

A espécie E. viscosa € uma planta herbacea de caule cespitoso, toda pilosa e
glandulosa. A folha é profunda pinatifida de 2-5 cm de comprimento, subpeciolada,
dilatada, os capitulos apresentam-se solitérios, laterais, curtos e pedunculados ou no apice
dos ramos quase carimbosos, invélucro, largo e campanulado, as bracteas sdo pilosas,
lanceoladas e agudas, corola alva-ligulada e o0 aquénio € quadrangular de apice denteado
(Figura 5) (LIMA et al., 2013).

Figura 5 - Capitulos florais de Egletes viscosa.

. .
Fonte: Acervo pessoal do Prof® Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Orgéanica
e Inorgéanica da UFC (2012).
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Na medicina popular, a E. viscosa é utilizada na forma de infusdo dos capitulos
florais para o tratamento de distarbios digestivos e intestinais, colicas, gases, azia e
enxaqueca, bem como nos casos de irregularidades menstruais, podendo ser
administradas 1 a 2 xicaras, por dia, nos casos de dispepsia, azia e indigestdo preparado
na proporcdo de 3 a 4 g/xicara (LORENZI; MATOS, 2008; MATQOS, 2007; SILVA-
FILHO et al., 2007).

Lima e colaboradores (1996) realizaram uma andlise fitoquimica com o extrato
hexanico e etanolico das inflorescéncias de E. viscosa obtidas em evanarios do Mercado
Central de Fortaleza-CE, identificaram o flavandide ternatina como constituinte
majoritario no extrato etanolico e altos teores de tanabalina e acido centipédico no extrato
hexéanico (Figura 6).

Figura 6- Estrutura quimica dos compostos: ternatina (1); tanabalina (2) e acido
centipedico (3).
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Acido centipédico (3)
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Tanabalina (2)

Fonte: CARVALHO, 2021, com adaptagdes.

Em um estudo realizado por Carvalho e colaboradores (2019) com diferentes
amostras de tintura e infusdes dos capitulos florais de E. viscosa, 0s resultados
demonstraram que a composicdo quimica variou significativamente dependendo da
origem, e da estacdo dos capitulos florais. Os contetidos de ternatina, tanabalina e acido
centipédico variaram de 0,89 a 8,03 mg/L, 0,84 a 16,8 mg/L e 3,21 a 18,7 mg/L,
respectivamente. A tintura continha mais desses trés componentes bioativos do que a
infusdo. Além disso, nesse estudo, dezessete constituintes foram identificados
provisoriamente, incluindo derivados do acido cafeico, flavondides e diterpenos. Dentre
eles, sete foram relatados pela primeira vez nesta espécie.

Cunha e colaboradores (2003) identificaram, a partir da analise dos constituintes
volateis das inflorescéncias de varias popula¢es de macela, coletadas em diferentes

regides do estado do Ceard, dois quimiotipos diferentes (A e B) para E. viscosa. O dleo
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essencial do quimiotipo A apresentou como constituinte majoritario o0 monoterpeno
acetato de trans-pinocarveila, j& o quimiotipo B apresentou como composto principal o
acetato de cis-isopinocarveila. N&o é possivel identificar visualmente o quimiotipo dos
capitulos florais, mas € relativamente facil diferenciar as folhas pela morfologia (Figura
7).

Figura 7 - Folhas de Egletes viscosa: (A) quimiotipo "A", rico em acetato de
transpinocarveila; (B) quimiotipo “B” rico em acetato de cis-isopinocarveila.

SAT i

Fonte: Acervo pessoal do Prof® Edilberto Rocha Silveira do Departamento de Quimica Organica
e Inorgénica da UFC (2012).

A andlise fitoquimica dos extratos aquosos dos capitulos florais dos quimiotipos
A e B, cultivados na horta do Departamento de Fitotecnia, da Universidade Federal do
Ceara, mostrou que o diterpeno 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13 (14) -clerodandieno-
18,19:15,16-diolideo, ternatina, &cido centipédico e a lactona do &cido 12-acetoxi-
hawtriwaico foram identificados no quimiotipo A, enquanto que no quimiotipo B foram
encontrados 0 12-acetoxi-7-hidroxi-3,13-clerodandieno-18,19:15,16-diolideo, 12-epi-
bacchotricuneatina, ternatina e escopoletina (VIEIRA et al., 2006).

Carvalho e colaboradores (2020) realizaram um estudo fitoquimico com os
capitulos florais dos quimiotipos de A e B de E. viscosa na qual verificaram que os
compostos bioativos tanabalina e acido centipédico sdo mais prevalentes no quimiotipo
A, mas os conteldos de ternatina ndo sdo estatisticamente diferentes para ambos o0s
quimiotipos.

Na literatura, j& existem algumas propriedades medicinais comprovadas, como o
efeito antibacteriano e sinérgico com antimicrobianos da classe dos amiglocosideos dos
extratos hexanico e metanodlico dos capitulos florais de E. viscosa (AQUINO et al., 2015).

A propriedade antinociceptiva de Egletes viscosa foi observada no extrato aquoso obtido
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da maceracdo dos capitulos florais nos testes de contor¢des induzidas pelo acido acético
e nocicepgéo induzida por formalina. Nos testes de toxicidade aguda e subcronica, néo
foi observada mortalidade em roedores (ARAUJO et al., 2008).

O Laboratorio de Produtos Naturais (Departamento de Fisiologia e Farmacologia
- UFC) possui um historico de investigacdo dos potenciais farmacologicos de Egletes
viscosa e de seus constituintes quimicos isolados. Esses estudos tiveram inicio na década
de 90, como a determinagdo das atividades antinociceptiva, anticonvulsivante e
antibacteriana do 6leo essencial dos capitulos florais de E. viscosa (SOUZA et al., 1998)
e das atividades farmacologicas da ternatina, um flavonoide isolado de E. viscosa,
incluindo agdo hepatoprotetora (RAO et al., 1994, SOUZA; RAO; SILVEIRA, 1998),
anti-anafilatica (SOUZA; RAO; SILVEIRA, 1992), anti-inflamatéria (SOUZA; RAO;
SILVEIRA, 1992; RAO et al.,, 2003) e antitromboética (SOUZA et al., 1994).
Posteriormente, o 4cido centipédico, diterpeno isolado de E. viscosa, foi investigado
quanto aos potenciais anti-inflamatério (CALOU et al., 2008;) e antinociceptivo
(GUEDES et al., 2002). Enquanto o diterpeno tanabalina (lactona do &cido hawtriwaico),
também isolado de E. viscosa, foi associado aos potenciais anti-inflamatério (CALOU et
al., 2008) e antinociceptivo (GUEDES et al., 2002; MELO et al., 2006). As acGes desses
compostos quimicos, estudados no LPN, sobre o trato gastrointestinal estdo descritas

abaixo.

Rao et al. (1997) evidenciaram o potencial gastroprotetor e antidiarreico da
ternatina. Os resultados demonstram que o pré-tratamento de animais com o flavonoide
(25 e 50 mg/kg) produz uma inibigdo significativa das lesdes géstricas induzidas por
etanol, mas ndo por aquelas induzidas por estresse de contencdo ou indometacina. Além
disso, o estudo sugere que o mecanismo da gastroprotecdo € independente de
prostaglandinas. J& a atividade antidiarreica foi demonstrada pelo modelo de inducéo por
6leo de Castor, na qual a ternatina (25 e 50 mg/kg, i.p.) foi capaz de reduzir o aumento

do transito intestinal e 0 acumulo de fluidos intraluminal.

Os diterpenos, tanabalina (25 e 50 mg/kg, v.0.) e acido centipéico (25 e 50 mg/kg,
v.0.), foram capazes de reduzir a gravidade das lesbes gastricas induzidas por etanol
absoluto em ratos. Entretanto, apenas o acido centipédico (25 e 50 mg/kg) apresentou
inibicdo significativa nas lesdes gastricas induzidas por indometacina (Guedes et al.,
2002). O mesmo grupo de pesquisadores posteriormente mostrou que o &cido centipédico
(25, 50, 100 mg/kg) reduziu as lesdes da mucosa induzidas por etanol por um mecanismo
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gastroprotetor multifatorial, que possivelmente envolve um efeito antioxidante, de
estimulagdo de prostaglandinas endogenas e liberacdo de Oxido nitrico, ativacdo de
neurdnios gastricos aferentes sensiveis a capsaicina e canais K*ate, acompanhados por

um aumento da microcirculacdo gastrica (GUEDES et al., 2008).
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2 RELEVANCIA E JUSTIFICATIVA

Os distarbios gastrintestinais, como as Ulceras gastricas, gastrite, diarreia,
constipacdo, entre outros, tem mostrado alta prevaléncia nos ultimos anos, sendo,
portanto, foco de pesquisas relacionadas a seus tratamentos (BLACK et al., 2020).

A Ulcera gastrica € uma doenca de preocupacéo global e pode ser definida como
uma lesdo na camada muscular do estdbmago, formando uma cavidade marcada por
inflamacdo aguda e crénica, irritacdo e perda celular, podendo progredir até o cancer
gastrico. O desequilibrio entre os fatores agressivos e defensivos e resisténcia da célula
da mucosa estdo inclusos como causas de ulceracdo (AHMAD et al., 2019). Nesse
contexto, o uso excessivo de AINEs e/ou etilismo constituem alguns dos fatores
predominantes no desenvolvimento desta patologia (KAVITT et al., 2019). Assim, faz-
se necessaria a busca por novas opcdes terapéuticas que minimizem esses efeitos
adversos, uma vez que o arsenal terapéutico para o tratamento convencional com 0 uso
de antiacidos, de inibidores da bomba de prétons ou bloqueadores dos receptores de
histamina tipo 2, apresentam efeitos adversos, como vertigem, sonoléncia, tontura,
disfuncgdes gastrintestinais, entre outros (KUNA et al., 2019).

A diarreia pode ser causada por multiplos fatores e embora a sua incidéncia e
mortalidade tenha diminuido nos ultimos anos, 1,6 milhdes de pessoas morreram em 2017
em decorréncia de doencas diarreicas no mundo (DADONAITE; RITCHIE; ROSER,
2019). No Brasil, anualmente, sdo regsitrados mais de 4 milhGes de casos e mais de 4 mil
Obitos por doencas diarreicas agudas (BRASIL, 2022). Para mais, a terapia farmacoldgica
possui efeitos colaterais no TGI devido a prescricdo e utilizacdo exacerbada, como
constipacdo grave e ileo paralitico (GUNNARSDOTTIR et al., 2018; SAHOO et al.,
2016).

Dessa maneira, identificacdo de novos agentes, a partir de fontes naturais, que
sejam Uteis para o tratamento da Ulcera gastrica e da diarreia, pode se mostrar como uma
fonte de potenciais opcdes terapéuticas. Desse modo, as infusbes dos capitulos florais de
Egletes viscosa ganham destaque por serem usadas ha muitos anos na medicina popular
para o tratamento de diversas desordens gastrintestinais (MATOS, 2007). A analise das
infusdes dos capitulos florais de E. viscosa dos quimiotipos A e B, demonstrou a presenca
dos compostos majoritarios ternatina, acido centipédico e tanabalina, que apresentam
atividade gastroprotetora comprovadas na literatura (GUEDES et al., 2002, 2008; RAO
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et al.,, 1997). Além disso, a ternatina possui atividade antidiarreica ja descrita
anteriormente (RAO et al., 1997).

Apesar de j4 existirem estudos com 0os compostos isolados dos capitulos florais de
Egletes viscosa, ainda ndo héa relatos que comprovem a eficacia das infus@es dos capitulos

florais de E. viscosa quimiotipo A e B na literatura.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Buscar validar o efeito gastroprotetor e antidiarreico em camundongos e
caracterizar a composi¢do quimica das infusdes dos capitulos florais de E. viscosa
quimiotipo A (EVQA) ou quimiotipo B (EVQB).

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

Obter as infusdes de EVQA e EVQB.

Determinar a composi¢do quimica ndo volatil de EVQA e EVQB.

Avaliar a toxicidade aguda oral de EVQA ou EVQB.

Verificar o efeito gastroprotetor de EVQA ou EVQB sobre lesdes gastricas agudas
induzidas por etanol ou indometacina.

Demonstrar o efeito de EVQA ou EVQB nas alteracGes histopatoldgicas na
mucosa gastrica ap6s a lesdo promovida por etanol.

Caracterizar, em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, os mecanismos
envolvidos no efeito gastroprotetor de EVQA ou EVQB, através da acdo sobre
muco, marcadores do estresse oxidativo e inflamatério, prostaglandinas, canais de
potassio sensiveis ao ATP, neurdnios aferentes sensiveis a capsaicina e éxido
nitrico.

Avaliar o efeito de EVQA ou EVQB sobre o volume, pH e acidez total da secrecédo
gastrica em modelo de ligagdo pil6érica em camundongos.

Avaliar o efeito de EVQA ou EVQB no modelo de inducéo de diarreia por 6leo

de Castor.
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4 METODOLOGIA

4.1 MATERIAL VEGETAL

A coleta do material vegetal de Egletes viscosa, quimiotipos A (EVQA) e B
(EVQB), foi realizada pelo Dr. Kirley Canuto, da Embrapa Agroindustria Tropical. Os
capitulos florais de E. viscosa foram comprados na Casa do alho em Fortaleza-Ceara no
més de marco de 2017 (EVQA) e coletados no Canteiro da Embrapa em Cascavel-Ceara
no més de marcgo de 2018 sempre as 08:00 horas (EVQB), sendo uma exsicata botanica
identificada pela Prof® Maria Iracema Bezerra Loiola depositada no Herbéario Prisco
Bezerra, da Universidade Federal do Ceara, sob o codigo identificador: #38254. Esse
estudo foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patrimbnio Genético e do
Conhecimento Tradicional (SisGen) sob 0 N° A7B4712.

4.2 PREPARAQAO DOS EXTRATOS AQUOSOS DOS CAPITULOS FLORAIS DE
Egletes viscosa POR INFUSAO

Os preparos das infusdes foram feitos de acordo com o modo de preparacao
tradicional (MATOS, 2007) pelo Dr. Kirley Canuto, da Embrapa Agroindustria Tropical.
Um baldo de fundo redondo de 1 L foi mantido sob aquecimento em manta aquecedora
com 150 mL de &gua destilada até 100°C. Apo6s o aquecimento, o baldo foi retirado da
manta e foram transferidos dois gramas de capitulos florais por 10 minutos, resfriada,
filtrada através de uma membrana de filtro com tamanho de poro de 0,22 um (PTFE,
Millex, Milipore) e liofilizada. Depois da liofilizacéo, foi obtido 65 mg de extrato aquoso

do quimiotipo A (rendimento: 3,25%) e 80 mg do quimiotipo B (rendimento 4,0%).

4.3 ANALISE CLUE-EMAR NAO DIRECIONADA E QUANTIFICACAO DE
COMPOSTOS BIOATIVOS

As infusdes dos capitulos florais de E. viscosa foram analisadas usando uma
abordagem metabol6mica baseada em dois metodos Cromatografia Liquida de Ultra
Eficiéncia acoplado a Espectrometria de Massas de Alta Resolucdo (CLUE-EMAR)

desenvolvidos por Carvalho et al. (2019), a fim de identificar seus constituintes e
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quantificar os compostos bioativos. Esta metodologia foi realizada em parceria com o Dr.
Kirley Canuto da Embrapa Agroindustria Tropical.

As impressdes digitais metabdlicas foram obtidas em um sistema Acquity Xevo
CLUE-EMAR (Waters Co, EUA) equipado com uma fonte de ionizacdo por eletrospray
e uma coluna Acquity BEH (150 mm x 2,1 mm LD., 1,7um) a 40 °C. A fase modvel
consistia em 0,1% de &cido férmico em agua (A) e 0,1% de acido formico em acetonitrila
(B), eluicdo a 2-95% B (0-15 min), 100% B (15,1-17 min), e equilibrio com 2% B (17,1-
19,1 min) a uma taxa de fluxo de 0,4 mL/min e um volume de injecdo de 5 pL. O
instrumento foi controlado pelo software MassLynx 4.1 (Waters Co) e a aquisicao foi
configurada para MSE na faixa de 110-1180 Da em ambos os modos de ionizagdo. Trés
réplicas bioldgicas foram injetadas em triplicata. Os compostos foram identificados
provisoriamente atraves de formulas moleculares fornecidas pelo software MassLynx 4.1
a partir de suas massas precisas (erro < 5 ppm), padrdes isotopicos (i-fit) e padrdo de
fragmentacdo MS, bem como levantamento quimiotaxonémico. Além disso, 0s
compostos foram identificados por comparacdo com padrdes de referéncia quando
disponiveis.

Os compostos ternatina, tanabalina e &cido centipédico foram quantificados de
acordo com o método descrito anteriormente por Carvalho et al. (2019), usando um
cromatografo Acquity CLUE (Waters) instalado em um Unico analisador de massa do
tipo quadrupolo e detector de matriz de fotodiodos (CLUE-QDa). Todas as amostras
foram filtradas através de um filtro de seringa de tamanho de poro de 0,22 um (PTFE,

Millex, Millipore) antes de serem injetadas.

4.4 ANIMAIS

Foram utilizados camundongos Mus musculus, da linhagem Swiss, 25-30 g,
machos, fornecidos pelo Biotério Central, da Universidade Federal do Ceara. Os animais
foram mantidos em gaiolas de polipropileno, com temperatura controlada 24 + 1 °C e
ciclo de 12 h claro/12 h escuro, tendo livre acesso a 4gua e racdo. Antes da realizacao de
cada experimento, 0s animais passaram por um periodo de 2 horas no local de
experimentacao para aclimatizacdo ao novo ambiente. Foi utilizado um jejum de racao de
12 horas, com acesso a agua ad libitum, antes do inicio dos experimentos.

Os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico (cetamina 300 mg/kg e

xilazina 30 mg/kg, i.p.).
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Os ensaios experimentais foram aprovados pela Comissdo de Etica no Uso de
Animais (CEUA/UFC) sob os protocolos de nimeros 1860060721 e 6423230822.

4.5 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DAS INFUSOES DE Egletes viscosa

A avaliacdo da toxicidade aguda foi realizada seguindo a diretriz 425 da OECD,
com pequena modificagdo (OECD GUIDELINE, 2001). Para isso, os camundongos
machos foram divididos em 3 grupos, cada grupo com 3 animais, o grupo veiculo recebeu
por via oral 4gua destilada (10 mL/kg), e os grupos testes receberam por via oral, 2000
mg/kg, de infusdo dos capitulos florais de E. viscosa quimiotipo A (EVQA) ou quimiotipo
B (EVQB). Por ser o primeiro estudo com a toxicidade aguda das infusdes de E. viscosa,
a dose de 2000 mg/kg foi a escolhida para esse experimento, uma vez que é a maior dose
que pode ser utilizada. Imediatamente apds a administracdo das infusdes os animais foram
observados 1, 2, 4, 6 e 8 horas e a partir de entdo, diariamente, até o décimo quarto dia,
para verificar a ocorréncia e numero de mortes. Os animais foram observados quanto a
quaisquer alteracbes na pele, pelo, olhos, muco, sistema circulatério, sistema nervoso
autbnomo e central, incluindo sinais como tremor, convulsdes, salivacdo, diarreia,
letargia, sonoléncia, fasciculacdo, midriase, miose, alteracdo na defecacdo padrédo,
hipotonia e mortalidade. Além disso, 0 peso dos animais e 0 consumo de racdo e agua

foram mensurados, em dias alternados, durante 14 dias.

4.6 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DAS INFUSOES DE
Egletes viscosa

4.6.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

Os camundongos, em jejum de 12h, foram divididos em grupos (n=8
animais/grupo) e tratados, por via oral, com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), EVQA
ou EVQB nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg ou N-acetilcisteina (NAC) 200 mg/kg.
Depois de 1 hora dos tratamentos, as lesdes gastricas foram induzidas pela administracdo
oral de etanol absoluto (0,2 mL/animal), de acordo com a metodologia descrita por
Morimoto et al. (1991) com adaptacGes. Passados 30 minutos apds a administracdo do
etanol, os animais foram eutanasiados, em seguida seus estdbmagos foram retirados e

abertos ao longo da curvatura maior para mensuracao da area ulcerada, utilizando técnica
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de planimetria (mm?) computadorizada através do software ImageJ 1.43. Os resultados
foram expressos como érea de lesdo gastrica (mm?). Um grupo normal de animais sem

nenhum tratamento foi incluido no estudo.

4.6.1.1 Andlise histologica das lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

Apos as avaliacBes realizadas no protocolo anterior a area glandular dos estbmagos
foi retirada, fixada em formalina tamponada (10%, pH entre 6,8 - 7,4) e emblocada em
parafina. Os blocos de parafina foram cortados, com espessura de 5 um, foram fixados
em laminas histoldgicas, em seguida corados com hematoxilina e eosina (H&E) para
avaliacdo microscdpica. As laminas foram examinadas com auxilio de um microscopio
Optico com camera acoplada para obtencdo das fotomicrografias com aumento de 10 e
20x. As alteracdes histoldgicas avaliadas foram erosao, hemorragia, edema e infiltrado
de células inflamatdrias, com sua intensidade expressa como escore, onde: (0) indica
alteracdes ausentes, (1) leves, (2) moderadas e (3) graves (AL-SAYED; EL-NAGA,
2015). Todas as analises foram realizadas por patologista habilitado, Profa. Dra. Ana

Paula Negreiros Nunes Alves, sem conhecimento prévio dos grupos.

4.6.1.2 Determinacdo do conteudo de muco gastrico

A determinacdo do conteido de muco, que forma a barreira protetora da mucosa
gastrica, foi realizada seguindo a metodologia descrita por Corne e Morrissey (1974), na
qual foram utilizados os estbmagos de camundongos submetidos ao protocolo de lesdes
gastricas induzidas por etanol (n=8 animais/grupo), tratados com veiculo (dgua destilada,
10 mL/kg v.0.), EVQA (100 mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg v.0.) e N-acetilcisteina (200
mg/kg, v.0.). Um grupo de animais néo recebeu etanol e nem os tratamentos. Para isso, a
regido glandular do estbmago foi pesada, segmentada e transferida imediatamente para
solucdo de azul de Alcian 1% (solucéo de sacarose 0,16 M com 0,05 M de acetato de
sodio, pH 5) onde ficou por 2h. Em seguida o excesso de azul de Alcian (1%) dos
segmentos foi removido deixando-os em uma solucao de sacarose (0,2 M) por 15 minutos,
e por mais 45 minutos em uma nova solucgéo de sacarose (0,2 M). Apds as lavagens os
segmentos foram colocados em solucdo de cloreto de magnésio (0,5 M) e 4 mL dessa
solucéo foram misturados em igual volume de éter dietilico. Essa mistura foi centrifugada

a 3000 rpm por 10 minutos. O sobrenadante foi retirado e a absorbancia mensurada em
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espectrofotdbmetro no comprimento de onda de 580 nm. A quantificacdo do azul de Alcian
foi calculada através da equacédo da reta de regressao linear da curva de calibragdo com
diferentes concentracGes de azul de Alcian (6,25-100 pg/mL). Os resultados foram
expressos como micrograma de azul de Alcian por grama de tecido gastrico (ug de azul
de Alcian/g de tecido).

4.6.1.3 Avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo e da inflamagéo

Os camundongos utilizados nos protocolos dos marcadores do estresse oxidativo e
inflamag&o foram previamente submetidos ao experimento de lesdes géstricas induzidas
por etanol (n=8 animais/grupo), tratados com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg v.0.),
EVQA (100 mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg v.0.) e N-acetilcisteina (200 mg/kg, v.0.).

Um grupo de animais ndo recebeu etanol e nem os tratamentos.

4.6.1.3.1 Determinagdo dos niveis de malondialdeido (MDA)

A regido glandular dos estdmagos de camundongos previamente submetidos ao
protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto, foi utilizada para determinar a
peroxidagdo lipidica por mensuragdo do malondialdeido (MDA) usando o método
descrito por Agar et al. (1999) com algumas modificacdes. A regido glandular foi pesada
e homogeneizada em tampdo fosfato de sdédio gelado (0,1 M, pH 7,0), com
homogeneizador de tecido na proporcdo de 10%. Em seguida o homogenato foi
centrifugado a 10000 rpm, durante 5 minutos, a 4 °C. Aliquotas de 100 uL do
sobrenadante foram misturadas com acido acético 20% e &cido 2-tiobarbitarico 0,5%
(diluido em é&cido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi transferida para o banho-
maria com temperatura de 95°C, onde ficou durante 1 hora, e sequencialmente para o
banho de gelo onde ficou durante 30 minutos. Em seguida recebeu dodecil sulfato de
sodio (8,1%) e foi imediatamente centrifugada a 12000 rpm, durante 15 min, a 25 °C. A
leitura da amostra foi realizada em espectrofotdmetro com comprimento de onda em 532
nm. A curva padrdo foi obtida usando 1,1,3,3-tetrametoxipropano como padrdo. Os
resultados foram expressos em milimolar de MDA por micrograma de proteina (mM/ug
de proteina). A dosagem de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Lowry
etal. (1951).
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4.6.1.3.2 Determinacédo dos niveis de glutationa (GSH)

O ensaio para a determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida foi realizado
segundo protocolo descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Os tecidos foram pesados e
homogeneizados em solucéo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA 0,02 M, pH 8,9)
na proporgdo de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido. Posteriormente, 40
uL de cada homogenato foram misturados a 50 uLL de dgua destilada e 10 pL de 4cido
tricloroacético (50%). A mistura resultante foi centrifugada a 5.000 rpm, durante 15
minutos, & 4 °C. Ao sobrenadante na placa (60 pL), foram adicionados 102 pL de solugdo
tampé&o Tris (0,4 M), EDTA (0,02 M, pH 8,9) contendo 0,01 M de reagente de Ellman's
(5,5-ditiobis-(acido 2-nitrobenzoico) - DTNB). A leitura da absorbancia foi realizada
imediatamente apos a adicdo do DTNB, utilizando um leitor de microplaca (Asys - UVM
340) a 412 nm. Os resultados de absorbancia foram interpolados a uma curva padréo de
glutationa reduzida e expressos como molar de GSH por miligrama de proteina (M/mg
de proteina). A dosagem de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Lowry
et al. (1951).

4.6.1.3.3 Ensaio enzimético da catalase (CAT)

A regido glandular dos estdmagos dos camundongos que foram previamente
submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto, como ja descrito
anteriormente, foram utilizadas para verificar a participacdo da enzima catalase na
protecdo da mucosa gastrica pelas infusbes de E. viscosa (BEERS; SIZER, 1952). Os
tecidos foram pesados e homogeneizados em solucdo tampdo fosfato de potassio gelado
(0,05 M, pH 7,4), na proporgéo de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido. O
homogenato obtido foi centrifugado a 3.000 rpm, durante 15 min, em 4 °C. Uma solucdo
de perdéxido de hidrogénio (0,059 M) foi preparada com o tampdéo, e utilizada como
solucdo substrato para o ensaio. Em uma cubeta de quartzo 10 uL do sobrenadante da
amostra foi misturado a 2 mL da solu¢do tampé&o/perdxido de hidrogénio (0,059 M). A
absorbéancia foi lida em espectrofotdmetro, em comprimento de onda de 240 nm, durante
6 min, e a variagdo da absorbancia do primeiro e do sexto minuto foi considerada. Os

resultados foram expressos em micromolar de catalase por minuto por microgramas de
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proteina (UM/min/ug de proteina). A dosagem de proteina nas amostras foi determinada

pelo método de Lowry et al. (1951).

4.6.1.3.4 Ensaio enzimatico da superdxido dismutase (SOD)

A regido glandular dos estdmagos de camundongos previamente submetidos ao
protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto, foi utilizada para determinar a a
atividade enzimatica de SOD. Os tecidos foram pesados e homogeneizados em solugédo
tampéo fosfato de potassio gelado (0,05 M, pH 7,4), na proporcao de 10% p/v, utilizando
um homogeneizador de tecido. O homogenato obtido foi centrifugado por 20 min, 12000
rpm, 4 °C. Em tubos de vidro foram misturados 10 pL do sobrenadante, I mL do meio de
reacdo (tampdo fosfato de potassio 50 mM, EDTA 100 nM e L-metionina 13 mM pH
7,8), 150 uL. do NBT (Azul de nitrotetrazolio, 750 pM) e 300 pL de riboflavina (2 uM).
Os tubos contendo a mistura foram expostos & ldampada fluorescente (15 W) por 15
minutos e em seguida a mensuragéo da absorbancia foi realizada em espectrofotémetro,
em comprimento de onda de 560 nm (BEAUCHAMP; FRIDOVICH 1971). Os resultados
foram expressos como unidade da enzima, que € a quantidade de SOD necessaria para
inibir a taxa de reducdo do NBT em 50% por miligrama de proteina (U/mg de proteina).
A dosagem de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).

4.6.1.3.5 Avaliacao dos niveis de nitrito

Os niveis de nitrito, que indiretamente correlaciona-se com a quantidade de 6xido
nitrico, na regido glandular dos estdmagos, foram determinados de acordo com a
metodologia descrita por Green et al. (1982). A regido glandular dos estbmagos dos
animais previamente submetidos ao protocolo de lesGes gastricas induzidas por etanol,
foram homogeneizadas em tampéo fosfato de potassio gelado (50 mM, pH 7,8) utilizando
um homogeneizador de tecidos para obtencdo do homogenato a 10%. O homogenato foi
centrifugado a 12000 rpm, por 15 minutos, a 4 °C. Cem microlitros do sobrenadante foram
misturados a 100 pL do reagente de Griess (0,1% Dihidrocloreto de N-(1-naftill)
etilenodiamida e 1% sulfanilamida em é&cido fosforico 5%) e apds 10 minutos a
absorbancia foi mensurada em espectrofotdmetro em 540 nm. As absorbancias obtidas

foram interpoladas a curva padrdo de nitrito de sodio. Os resultados foram expressos
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como micromols de nitrito por miligrama de proteina (umol/mg de proteina). A dosagem

de proteina nas amostras foi determinada pelo método de Lowry et al. (1951).

4.6.1.3.6 Ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPQO)

A atividade da mieloperoxidase foi avaliada segundo protocolo descrito por
Bradley, Christensen e Rothstein (1982). Para isso, a regido glandular dos estbmagos dos
animais submetidos ao protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol foi pesada e
homogeneizada em solucdo de brometo de hexadeciltrimetilaménio (0,5% diluido em
tampao fosfato de sddio 50 mM, pH 6,0), na proporcao de 5%. Em seguida o homogenato
passou por trés ciclos de 5 minutos de congelamentos e descongelamentos seguidos,
alternando de congelamento (nitrogénio liquido) ao descongelamento (sonicador). Logo
apos, o homogenato foi centrifugado em 8.300 g, por 10 minutos, a 4 °C. Cem microlitros
do sobrenadante foram adicionados a 1,9 mL da solucdo de reagédo (cloridrato de o-
dionisidina, 0,167 mg/mL, tampdo fosfato de s6dio 50 mM, pH 6,0 e peréxido de
hidrogénio 0,0005%). Rapidamente ap0s a mistura, a reacdo foi lida em
espectrofotbmetro em comprimento de onda de 450 nm, durante seis minutos, com
variacdo do primeiro e do sexto minuto sendo consideradas. Os resultados foram

expressos como unidade de mieloperoxidase por miligrama de tecido (U/mg de tecido).

4.6.1.4 Avaliacdo do papel das Prostaglandinas, do Oxido Nitrico (NO), dos Canais de
Potassio Sensiveis ao ATP (Katp) e do Receptor de Potencial Transitorio Vaniloide tipo
1 (TRPV-1) no efeito gastroprotetor das infusdes de Egletes viscosa

Para avaliar a participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de EVQA e
EVQB, os camundongos (n=8/grupo) foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg,
s.c., diluida em solucdo de bicarbonato de sddio 5%) 30 minutos antes da administracdo
do veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg v.0.), EVQA (100 mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg
v.0.) ou misoprostol (50 ug/kg, v.o.) de acordo com o protocolo descrito por Matsuda e
Yoshikawa (1999), com modificacbes. Apos 60 minutos dos tratamentos, todos 0s
animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) para a inducdo das lesdes
gastricas. Depois de 30 minutos, os animais foram eutanasiados e as lesfes gastricas

mensuradas como descrito no item 4.6.1.
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Para avaliar a participacdo do oxido nitrico no efeito gastroprotetor de EVQA e
EVQB os animais (n=8 animais/grupo) foram pré-tratados com Nwo-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME, 20 mg/kg, i.p.), um inibidor da atividade enzimética da sintase de
oxido nitrico (LEITE et al., 2009). Depois de 30 minutos os animais receberam veiculo
(dgua destilada, 10 mL/kg v.0.), EVQA (100 mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg v.0.) ou L-
arginina (600 mg/kg, i.p.). Ap6s 45 min da administragdo do veiculo, EVQA (100 mg/kg
v.0.) e EVQB (100 mg/kg v.0.), e 30 minutos ap6s a administracdo de L-arginina, todos
0s animais receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal). Depois de 30 minutos da
administracdo do etanol os animais foram eutanasiados e as lesfes gastricas mensuradas
como descrito no item 4.6.1.

Para averiguar a participacdo dos canais de potéssio dependentes de ATP (Katp) no
efeito gastroprotetor de EVQA e EVQB o0s animais (n=8 animais/grupo) foram pré-
tratados com glibenclamida (3 mg/kg, i.p.), um blogueador dos canais de potassio
dependentes de ATP (KATP), 30 minutos antes da administracédo do veiculo, EVQA (100
mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg v.0.) ou diazdxido (3 mg/kg, i.p.), seguindo protocolo
descrito por Leite et al. (2009). Apds 45 minutos da administracdo do veiculo (dgua
destilada, 10 mL/kg v.0.), EVQA (100 mg/kg, v.0.) e EVQB (100 mg/kg, v.0.), e 30 min
apo6s a administracdo de diazdxido, todos os animais receberam etanol absoluto (0,2
mL/animal). Trinta minutos depois os animais foram eutanasiados e as lesdes gastricas
mensuradas como descrito no item 4.6.1.

Para avaliar a participacdo do TRPV1 no efeito gastroprotetor das infusdes de E.
viscosa, seguiu-se a metodologia descrita por Morais et al (2010), com modificacGes. Os
animais (n=8 animais/grupo) foram pré-tratados com capsazepina (5 mg/kg, i.p.), um
antagonista especifico dos receptores TRPV1, 30 minutos antes da administracdo do
veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg v.0.), EVQA (100 mg/kg v.0.), EVQB (100 mg/kg v.0.)
ou capsaicina (0,3 mg/kg, v.0.). Ap6s 60 minutos dos tratamentos, todos os animais
receberam etanol absoluto (0,2 mL/animal, v.0.) para a indugéo das les6es. Depois de 30
minutos, os animais foram eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas como descrito

no item 4.6.1.

4.6.2 Determinacao de volume gastrico, acidez e pH em modelo de ligadura de piloro

Para determinacdo do volume de secrecao, da acidez e do pH gastrico foi realizado

0 método de ligadura do piloro, de acordo com a metodologia descrita por Shay (1945) e
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Miranda et al. (2015) com adaptacOes. ApoOs jejum de racdo por 12 horas, 0S
camundongos foram divididos em grupos (n=8 animais/grupo) e anestesiados com uma
combinacdo de cetamina (50 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) administradas por via
intraperitoneal. Sob o efeito da anestesia, 0s animais foram submetidos a um processo
cirurgico no qual foi realizada uma incisé@o longitudinal logo abaixo do processo xifoide.
O piloro foi identificado e amarrado com fio de algodao e os animais do grupo veiculo
(&gua destilada, 10 mL/kg), EVQA (100 mg/kg), EVQB (100 mg/kg) ou omeprazol (30
mg/kg) receberam o tratamento por via intraduodenal.

Quatro horas apés a ligadura pilérica, os animais foram eutanasiados por
sobredose de anestésicos conforme descrito no item 4.4. Imediatamente ap0ds a eutanasia
os estdbmagos foram amarrados com fio de algodao na regido da cérdia para evitar a perda
de liquido e cuidadosamente retirados. O conteddo estomacal foi coletado em tubo de
ensaio e submetido a centrifugacdo a 1.000 rpm, por 10 minutos, a 25 °C. O sobrenadante
foi coletado e teve seu volume aferido. 100 pL do sobrenadante proveniente da secregéo
gastrica foi adicionado a 900 uL de &gua destilada fervida e resfriada a temperatura
ambiente com 1 gota de fenolftaleina 1% (indicador). A acidez total foi determinada pela
titulacdo com solucdo de hidroxido de sédio (NaOH 0,01 N) usando fenolftaleina como
indicador e expressa como mEqg[H+]/L/4h. O pH da secrecdo gastrica foi calculado

usando a seguinte equacdo: pH = —log [H*].

4.6.3 Lesdes gastricas induzidas por indometacina em camundongos

Camundongos (n=8/grupo) receberam, por via oral, veiculo (solucdo de
bicarbonato de sédio 5%), EVQA ou EVQB nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg.
Omeprazol (OME) 30mg/kg, via oral, foi usado como controle. Depois de 1 h, todos os
grupos receberam 30mg/kg de indometacina (diluida em solucdo de bicarbonato de sodio
5%), por via oral. Os animais foram eutanasiados 6h apds a administracdo de
indometacina (OLINDA et al., 2008). Os estdmagos foram retirados, abertos ao longo da
curvatura maior e a area de lesdo gastrica (mm?) foi mensurada através do software
ImageJ 1.43 (BREVIGLIERI et al., 2017).
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4.7 AVALIACAO DA DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE CASTOR EM
ANIMAIS TRATADOS COM AS INFUSOES DE Egletes viscosa

O método de inducéo de diarreia por 6leo de Castor foi realizado de acordo com
Awouters et al. (1993) com algumas modificacBes. Apos jejum de racéo por 8 horas, 0s
camundongos foram divididos em grupos (n = 8) e ap6s 1 h dos tratamentos com veiculo
(dgua destilada, 10 mL/kg), EVQA (50, 100, 200 mg/kg, v.0.), EVQB (50, 100, 200
mg/kg, v.0.) ou loperamida (5 mg/kg, v.0.), a diarreia foi induzida nos grupos
experimentais pela administracdo de 6leo de Castor (10 mL/kg, v.0.). Em seguida, 0s
animais foram alojados em gaiolas contendo papel absorvente, e foram observados
durante 4 h quanto ao tempo de inicio da ocorréncia de fezes diarreicas e as
caracteristicas, classificando as fezes com as seguintes pontuac@es: fezes normais (ou
auséncia de diarreia) = 0, fezes semi-sélidas = 1, fezes pastosas/fezes em quantidade
pequena/moderada = 2, fezes aquosas/fezes aquosas em grande quantidade = 3 (DI
CARLO et al., 1994).

Apds 4 h da administracdo do Oleo de Castor, todos os camundongos foram
eutanasiados e os intestinos delgado foram ligados na extremidade pildrica e juncéo
ileocecal para serem removidos. Apds a remocdo, o intestino delgado foi pesado. Logo
apos a pesagem, o conteldo intestinal foi lavado com solucdo salina e o intestino foi
novamente pesado. As diferencas entre os pesos foram calculadas e expressas em
miligramas (mg) (SEBAI et al., 2014).

4.8 ANALISE ESTATISTICA

Os valores obtidos nos ensaios experimentais foram expressos como meédia +
E.P.M ou mediana com minimo e maximo (variaveis sem distribuicdo normal). Os dados
foram submetidos a anélise de variancia (ANOVA) de uma via ou duas vias, seguida dos
testes de Tukey ou Bonferroni. Para as analises das alteracGes histologicas e indice de
diarréia foi realizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido de comparagéao
maltipla de Dunns. A diferenca entre as médias da distribuicdo normal (dados
paramétricos) foi analisada pelo teste t de Student. VValores de p menor que 0,05 foram
considerados estatisticamente significativos. O programa utilizado na anélise estatistica
foi o GraphPad Prism® 5.03 (USA).
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5 RESULTADOS

5.1 CARACTERIZACAO QUIMICA DAS INFUSOES DOS CAPITULOS FLORAIS

DE Egletes viscosa

As anélises CLUE-EMAR de EVQA e EVQB sdo mostradas na Figura 8. Vinte e
oito compostos foram encontrados nessas infusdes: sete derivados de acidos fendlicos
[acido neoclorogénico (3), acido clorogénico (4), acido cafeico (5), acido 1,4-di-O-
cafeoilquinico (8) acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (9), acido 3,5-di-O-cafeoilquinico (10 )
e acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (11)]; trés flavonoides [rutina (6), kaempferol-3-O-
ramnosideo (7) e ternatina (22)], juntamente com quatorze diterpenos [0s isdmeros
lactona isociliolide (14 e 19), kerlinolida (15), isdmeros 7-hidroxi-3 ,13-clerodandien-
16,15:18,19-diolida (16 e 17), bacchariol (18), 12-epi-bacotricuneatina (20), 12-hidroxi-
3,13-clerodandien-18,19:15, 16-diolideo (21), 15,16-epoxi-12-
hidroxineoclerodal3(16),14-dieno-18,19-hemiacetal ~ (23), isbmeros  12-hidroxi-
clerodandieno-18,19:15,16diolideo (24 e  26), 8a-hidroxilabd13(S)-O-p-D-
ribopiranosideo (25), tanabalina (27) e acido centipédico (28)]. Além disso, quatro
compostos ndo identificados foram detectados (1, 2, 12, 13) (Tabela 1).

Ambas as infusdes exibiram picos intensos para os compostos fenolicos acido 1,4-
di-O-cafeoilquinico (8) acido 3,4-di-O-cafeoilquinico (9), &cido 3,5-di-O-cafeoilquinico
(10) e acido 4,5-di-O-cafeoilquinico (11). Além disso, foram determinadas as
concentragfes de ternatina (22), tanabalina (27) e &cido centipédico (28). A EVQA
apresentou quantidades de ternatina (2,21 + 7,20 mg/L), tanabalina (0,91 + 1,77 mg/L) e
acido centipédico (3,40 + 2,40 mg/L), enquanto na EVQB os valores foram de 0,91 +
1,77 mg/L, 0,79 + 8,70 mg/L e 3,24 + 1,50 mg/L, respectivamente.
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Figura 8 - Cromatogramas CLUE-EMAR das infusdes dos capitulos florais de Egletes viscosa.
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Quimiotipo A (EVQA) em (a) modo de ionizagéo negativa, (b) modo positivo; Quimiotipo B (EVQB) em (c) modo negativo, (d) modo positivo.



Tabela 1 - Caracterizacdo quimica baseada na analise CLUE-EMAR para as infusfes dos capitulos florais de Egletes viscosa.

tr Foérmula Referéncia
Compostos (min)  molecular m/z EVQA EVQOB
Acidos fenolicos
acido neoclorogénico (3) 2.55  Ci16H1809 353.0876 [M-H] X X (S;(;]lcg)ez-Salcedo etal
4cido clorogénico (4)* 301 CiHiOs  353.0858 [M-H] X X ?;‘gfgfz'sa'cedo etal
acido cafeico (5)* 3.38  CgHgoOq4 179.0464 [M-H] X X Wang et al. (2017)
scido 1,4-di-O-cafeoilquinico (8) 452  CmHuOwn 5151201 [M-H] X X (Cz'éfgg)rd’ Knight e Kuhnert
scido 3,4-di-O- cafeoilquinico (9) 463 CuxHuOwn 5151110 [M-H] X X (Cz'éfgg)rd’ Knight e Kuhnert
scido 3,5-di-O- cafeoilquinico (10) 476  CmsHuOwn 5151243 [M-H] X X (Cz'éfgg)rd’ Knight e Kuhnert
scido 4,5-di-O- cafeoilquinico (11) 484 CuxHuOwn 5151106 [M-H] X X (Cz'éfgg)rd’ Knight e Kuhnert
Flavonoides
rutina (6)* 410  C27H30016 609.1501 [M-H] X X Sousa et al. (2016)
kaempferol-3-O- ramnosideo (7) 445  C27H30016 593.1503 [M-H] X X Engels et al. (2012)
ternatina (22) 8.60  Ci9H180sg 375.1071 [M+H]"  X* X* Lima et al. (1996)
Diterpenos
lactona isociliolida (14) 6.90  Caz0H240s 343.1489 [M-H] X - Zdero et al. (1990)
kerlinolida (15) 6.90  CxHs0y7 405.1906 [M+H]* X - Vieira et al. (2006)
7- hidroxi -3,13-clerodandieno- ] .
16,15:18,19-diolida (16) 7.53  Ca20H280s 347.1907 [M-H] X X Januario et al. (2004)
isomero 7- hidroxi-3 13-clerodandieno- 7 55 o100 347.1922 [M-H] X X Januario et al. (2004)

16,15:18,19-diolida (17)



bacchariol (18)

isdbmero lactona isociliolida (19)
12-epi-bachotricuneatina (20)
12-hidroxiclerodandieno-18,19:15,16-
diolida (21)
15,16-epdxi-12-hidroxineocleroda-
13(16),14-dieno-18,19-hemiaceta (23)
12-hidroxi-clerodandieno18,19:15,16-
diolida (24)

8a- -hidroxilabda 13(S)-O-B-D-
ribopiranosideo (25)

isdbmero 12- hidroxi-clerodandien-
18,19:15,16-diolida (26)

tanabalina (27)

acido centipédico (28)

N&o identificado
n&o identificado (1)
ndo identificado (2)
n&o identificado (12)
ndo identificado (13)

7.81
7.93
8.15

8.57

10.01

10.05

10.33

10.60

10.65
13.01

1.22
2.17
5.38
5.50

C20H2406 359.1324 [M-H]
C20H2405 343.1499 [M-H]
C20H2205 343.1534 [M+H]*

CaoHasOs  347.1888 [M-H]'
C20H3004 357.2051 [M+H]*
CaoHzsOs  331.1887 [M-H]'
Ca25H4306 463.3044 [M+Na]*

CaoH2s04 331.1747 [M-H]

C22H2805 373.2020 [M+H]*
C20H25803 317.2028 [M+H]*

C7HsO7 203.0230 [M-H]
C26H26010 497.1440 [M-H]
C27H4s011 547.3097 [M-H]
CooH260s  361.1651 [M-HJ

X X X X

XX X X X X X XXX

H+

X X X X
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Akaike et al. (2003)
Zdero et al. (1990)
Vieira et al. (2006)

Silveira, Pessoa (2005)
Silveira, Pessoa (2005)
Silveira, Pessoa (2005)
Silva-Filho et al. (2007)

Silveira, Pessoa (2005)

Lima et al. (1996)
Lima et al. (1996)

tR (min): Tempo de reten¢do em minutos. *Esses compostos combinaram com padrdes de referéncia analisados nas mesmas condi¢des cromatograficas. Outros
compostos foram supostamente identificados com base em suas formulas moleculares, padrdes de fragmentacdo de MS e dados da literatura. #ion extraido.
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5.2 AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA DAS INFUSOES DE Egletes viscosa

Os resultados apresentados evidenciam que a administracdo oral Unica de 2000
mg/kg de EVQA e EVQB néo produziu alteragcdes no peso dos camundongos (Figura 9),
nem no consumo de racéo e agua (Figura 10) quando comparadas com o grupo veiculo,
durante os 14 dias seguintes a sua administracdo. Nenhuma morte foi observada apds os
14 dias e a inspecdo, visual, nos 6rgdos internos ndo mostrou alteragdes ou lesfes nos
grupos tratados quando comparados com os do grupo controle. Esses dados certificam a

seguridade das doses utilizadas para estudar o efeito farmacolédgico de EVQA e EVQB.

Figura 9 - Ganho de peso dos animais submetidos a avaliagdo de toxicidade aguda das
infusdes de Egletes viscosa.
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Animais foram tratados por via oral com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infuséo de E. viscosa
quimiotipo A (EVQA 2000 mg/kg) e Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 2000 mg/kg) e
observados quanto ao ganho de peso durante 14 dias. Resultados sdo expressos como média +
E.P.M. para 3 animais/grupo (ANOVA “two way”, seguida do pds-teste de Bonferoni).
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Figura 10 - Consumo de racédo e agua dos animais submetidos a avaliacdo de toxicidade
aguda das infusdes de Egletes viscosa.
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Animais foram tratados por via oral com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infuséo de E. viscosa
quimiotipo A (EVQA 2000 mg/kg) e Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 2000 mg/kg) e
observados quanto ao consumo de racao e dgua durante 14 dias. O painel A mostra 0 consumo de
racdo (g); e o painel B mostra o consumo de 4gua (mL). Resultados sdo expressos como média +
E.P.M. para 3 animais/grupo (ANOVA “two way”, seguida do pds-teste de Bonferoni).

5.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DAS INFUSOES DE

Egletes viscosa

5.3.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

A administracdo de etanol nos camundongos do grupo veiculo produziu lesbes
gastricas hemorragicas com uma area total de 19,32 + 1,50 mm?. Os animais pré-tratados
com EVQA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) apresentaram uma reducéo significativa da area
de lesbes gastricas para 5,11 + 1,13; 5,82 + 1,11 e 5,71 + 1,78 mm?, respectivamente,
reduzindo a lesdo em 74, 70 e 70% comparados ao grupo veiculo. Ja& os animais pré-

tratados com EVQB (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) reduziram a area de leséo para 7,67 +
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1,28; 7,93 + 3,12 e 7,38 + 0,99 mm?, respectivamente, reduzindo a leso em 60, 59 e 62%
comparados ao grupo veiculo. Além disso, ndo ha diferenca significativa na redugdo da
lesdo géstrica entre as doses de EVQA e EVQB. De forma semelhante ao pré-tratamento
com as infus@es, o pré-tratamento com N-acetilcisteina (NAC) (200 mg/kg, v.0.) também
apresentou reducdo da area de lesdo gastrica (4,87 + 0,99 mm?) em 75% quando

comparado com o0s animais do grupo veiculo (Figura 11).

Figura 11 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre as lesbes gastricas induzidas
por etanol absoluto em camundongos.
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Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administragéo do etanol (0,2 mL/animal)
com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 50, 100 e
200 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 50, 100 e 200 mg/kg) e N-acetilcisteina
(NAC, 200 mg/kg). O painel A mostra a area da lesdo gastrica (mm?); Os painéis B (veiculo), C
(EVQA 100mg/kg), D (EVQB 100 mg/kg) e E (N-acetilcisteina, NAC, 200 mg/kg) sdo
representativos da fotografia macroscépica de estbmagos. Resultadossdo expressos como média
+ E.P.M. para 8 animais/grupo. *p<0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-
teste de Tukey).

5.3.1.1 Analise histoldgica das lesbes gastricas induzidas por etanol absoluto

As alteracOes histologicas nos espécimes de estdbmagos dos diferentes grupos

experimentais sdo apresentadas na Figura 12. Os estdmagos dos camundongos que nédo

receberam tratamento e nem etanol, apresentaram mucosa e submucosa com aspectos
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normais (Figura 12-A). Enquanto os animais do grupo veiculo, que receberam apenas
etanol absoluto, apresentaram danos géstricos com erosfes, hemorragia na camada da
mucosa e edema e infiltrado de células inflamatérias na camada submucosa (Figura 12-
B). O grupo que foi pré-tratado com EVQA (100 mg/kg, v.0.) teve a mucosa gastrica
protegida da acdo do etanol absoluto, apresentando auséncia de edema e hemorragia com
a ocorréncia de eroses leves e de infiltrado de células inflamatérias (Figura 12-C). Ja o
grupo pré-tratado com EVQB (100 mg/kg, v.0.) apresentou erosdo moderada na maioria
das amostras examinadas, com a leve ocorréncia de edema e infiltrado de células
inflamatdrias (Figura 12-D). A andlise histoldgica do grupo pré-tratado com NAC (200
mg/kg, v.0.) ndo apresentou sinais de alteragdes na maioria das amostras analisadas
(Figura 12-E). Os resultados foram apresentados também na forma de escore de
alteracdes: (0) indica alteracdes ausentes, (1) leves, (2) moderadas e (3) graves (Tabela
2).

Figura 12- Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre as alteracdes histologicas do
tecido gastrico induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Fonte: Elaborada pelo autor.

Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracao do etanol (0,2 mL/animal)
com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg),
Infuséo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100 mg/kg) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg).
Um grupo que ndo recebeu nem tratamento e nem etanol foi incluido no estudo. Fotomicrografias
representativas de camundongo controle normal (A), mostrando aparéncia histolégica normal da
mucosa (mu), submucosa (sm) e da regido muscular (ms); (B) estdmago de camundongo tratado
com etanol absoluto, mostrando eroséo (er) e hemorragia (he) na camada mucosa, infiltragdo de
células inflamatoérias (ic) e edema (ed) na area submucosa; (C) estbmago de camundongo tratado
com EVQA (100 mg/kg) mostrando erosdo (er) leve; (D) estbmago de camundongo tratado com
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EVQB (100 mg/kg) mostrando erosdo (er) moderada na regido de mucosa; e (E) estbmago de
camundongos tratados com N-acetilcisteina (200 mg/kg) mostrando histologia normal das areas
mucosa e submucosa (H&E, 100x e 200x).

Tabela 2 - Efeitos das infusbes de Egletes viscosa nas alteracfes histopatoldgicas

induzidas por etanol em camundongos.

Alteracéo EVQA EVQB NAC
) o Normal | Veiculo

histopatoldgica 100 mg/kg | 100 mg/kg | 200 mg/kg
Erosdo na area da |0 3 1 2 0
mucosa (0-0) (2-3)" (0-1) * (0-2) (0-2)*#
Hemorragia na area | 0 2 0 0 0
da mucosa (0-0) (0-2)" (0-1)* (0-0) # (0-0) #
Edema na area da |0 2 0 0 0
submucosa (0-0) (0-2)" (0-0) # (0-1)* (0-0)*
Infiltracdo de células

0 3 0 0 0
inflamatorias na .
. 00 | (273 (0-1)* (0-1)* (0-1)*
area da submucosa

Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administragao do etanol (0,2 mL/animal)
com veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg),
Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100 mg/kg) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg).
Um grupo que ndo recebeu nem tratamento e nem etanol foi incluido no estudo. Ausente (0), leve
(1), moderado (2) e grave (3). Escores sdo expressos como mediana (minima - maxima), para 4
animais/grupo * p < 0,05 vs grupo sham e # p < 0,05 vs grupo veiculo. Para a analise utilizou-se
o teste de Kruskal-wallis seguido pelo pds-teste de Dunns.

5.3.1.2 Determinacao do contetdo de muco gastrico

O etanol administrado nos camundongos do grupo veiculo produziu uma reducéo
de 36% (323,3 = 11,8 pug de azul de Alcian/g de tecido) do contetido de muco na mucosa
gastrica, quando comparados ao grupo normal (505,3 + 35,4 ug de azul de Alcian/g de
tecido). A medida que, os animais tratados com EVQA (100 mg/kg,v.0.) ou EVQB (100
mg/kg, v.0.) apresentaram significativo aumento no contetdo de muco gastrico de 45%
(470,8 £ 23,4 pg de azul de Alcian/g de tecido) e 59% (514,7 + 44,0 ug de azul de
Alcian/g de tecido), respectivamente, quando comparados com o grupo veiculo. O pré-
tratamento com NAC (200 mg/kg,v.0.) aumentou o contelldo de muco gastrico em 59%
(514,0 + 30,7 pg de azul de Alcian/g de tecido), quando comparado ao grupo veiculo.
Além disso, ndo ha diferenca significativa entre os grupos pre-tratados com EVQA,
EVQB ou NAC (Figura 13).
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Figura 13 - Efeito das infusBes de Egletes viscosa sobre muco gastrico em lesdes gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos.

6001
- " i .ﬁt_ 3 Normal
o 8 \eiculo
400- CJ EVQA 100 mg/kg
X @l EVOQB 100 mg/kg

3 NAC 200 mg/kg
200+

o

Muco gastrico
(ng de azul de Alcian/g de tecido)

Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administragao do etanol (0,2 mL/animal)
com veiculo (adgua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg),
Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100 mg/kg) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg).
Um grupo que ndo recebeu nem tratamento e nem etanol foi incluido no estudo. Resultados sdo
expressos como média + E.P.M. para 8 animais/grupo, * p < 0,05 vs. grupo sham, # p < 0,05 vs.
grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

5.3.1.3 Avaliacdo dos marcadores do estresse oxidativo e da inflamacéo

5.3.1.3.1 Determinac&o dos niveis de malondialdeido (MDA)

Os animais do grupo veiculo que receberam somente etanol apresentaram niveis
de malondialdeido aumentados em 3,8 vezes (0,46 + 0,05 mM/ug de proteina), quando
comparado com o grupo normal (0,12 + 0,01 mM/ug de proteina). Por outro lado, 0s
animais que receberam o pré-tratamento com EVQA (100 mg/kg, v.0.), EVQB (100
mg/kg, v.0.) ou N-acetilcisteina (NAC) (200 mg/kg, v.0.) apresentaram uma reducao
significativa dos niveis de MDA no tecido gastrico para 0,25 + 0,03; 0,13 + 0,01 e 0,15 +
0,01 mM/ug de proteina, respectivamente, em comparacao ao grupo veiculo (0,46 + 0,05
mM/ug de proteina). Além disso, ndo ha diferenca significativa entre os grupos pré-
tratados com EVQA, EVQB ou NAC (Tabela 3).
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5.3.1.3.2 Determinacao dos niveis de glutationa reduzida (GSH)

Os animais do grupo veiculo apresentaram redugdo dos niveis de GSH em 97%
(3,33 £ 1,02 M/mg de proteina) quando comparados com os do grupo normal (114,20 +
6,07 M/mg de proteina). Por outro lado, os niveis de GSH nédo foram significativamente
depletados em animais pré-tratados com EVQA (100 mg/kg, v.0.) para 27,34 + 7,13
M/mg de proteina, EVQB (100 mg/kg, v.0.) para 37,75 £ 6,66 M/mg de proteina ou com
NAC (200 mg/kg, v.0.) para 50,44 + 6,6 M/mg de proteina, quando comparados com o
grupo veiculo (3,33 £ 1,02 M/mg de proteina). Além disso, ndo ha diferenca significativa
entre os grupos pré-tratados com EVQA, EVQB ou NAC (Tabela 3).

5.3.1.3.3 Ensaio enzimatico da catalase (CAT)

A administracdo de etanol nos animais do grupo veiculo reduziu a atividade da
enzima catalase em 70% (24,23 + 3,50 uM/min/ug proteina) em compara¢do com 0s
resultados obtidos em camundongos do grupo normal (79,88 + 10,63 puM/min/ug
proteina). Entretanto, a atividade enzimatica da catalase foi significativamente aumentada
em animais pré-tratados com EVQA (100 mg/kg, v.0.) para 71,62 + 10,89 uM/min/ug
proteina e com EVQB (100 mg/kg, v.0.) para 79,01 + 10,51 puM/min/ug proteina ou NAC
(200 mg/kg, v.0.) para 83,57 = 8,84 uM/min/ug proteina, quando comparados com o
grupo veiculo (24,23 £ 3,50 uM/min/ug proteina). Além disso, ndo ha diferenca
significativa entre os grupos pré-tratados com EVQA, EVQB ou NAC (Tabela 3).

5.3.1.3.4 Ensaio enzimatico da superdxido dismutase (SOD)

A atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) nos animais do grupo veiculo
que receberam apenas etanol (0,030 + 0,002 U/mg de proteina) foi reduzida em 68%
quando comparados com o grupo normal (0,093+£0,002 U/mg de proteina). Todavia, 0
pré-tratamento com EVQA (100 mg/kg, v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou NAC (200
mg/kg, v.0.) foi capaz de estimular a atividade enzimatica de SOD (0,064+0,010;
0,088+0,012 e 0,063+0,006 U/mg de proteina, respectivamente), em compara¢ao com 0s
resultados obtidos no grupo veiculo (0,030 + 0,002 U/mg de proteina). Alem disso, ndo
ha diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com EVQA, EVQB ou NAC
(Tabela 3).
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5.3.1.3.5 Avaliacdo dos niveis de nitrito

Os animais do grupo veiculo que receberam a administracéo de etanol reduziu os
niveis de nitrito em 79% (0,23 £ 0,02 umol/mg de proteina), quando comparado ao grupo
normal (1,09 + 0,17 pmol/mg de proteina). Em contrapartida, o pré-tratamento com
EVQA (100 mg/kg, v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou NAC (200 mg/kg, v.0.) aumentou
0s niveis de nitrito para 0,84 £+ 0,09; 0,87 + 0,16 e 1,03 £ 0,17 pumol/mg de proteina,
respectivamente, no tecido gastrico dos animais, comparados ao grupo veiculo (0,23 £
0,02 umol/mg de proteina). Além disso, ndo ha diferenca significativa entre os grupos
pré-tratados com EVQA, EVQB ou NAC (Tabela 3).
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Tabela 3 - O efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre os niveis de peroxidacao lipidica (MDA), glutationa (GSH), superdxido dismutase

(SOD), catalase e nitrito no estdbmago glandular de camundongos tratados com etanol absoluto.

SOD
MDA GSH Catalase Nitrito
Tratamento Dose ] ] (U/mg _ ] )
(mM/ug proteina)  (M/mg proteina) ) (UM/min/ug proteina)  (umol/mg proteina)
proteina)
Normal - 0,12+0,01 114,20+6,07 0,093+0,002 79,88+10,63 1,09+0,17
Veiculo - 0,46+0,05 3,33+1,02" 0,030+0,002" 24,23+3,50" 0,23+0,02"
EVQA 100 mg/kg, v.0.  0,25+0,03" 27,34+7,13* 0,064+0,010* 71,62+10,89* 0,84+0,09"
EVQB 100 mg/kg, v.0. 0,13+0,01* 37,75+6,66" 0,088+0,012* 79,01+10,51% 0,87+0,16"
N-acetilcisteina 200 mg/kg, v.o. 0,15+0,01* 50,44+6,60" 0,063+0,006" 83,57+8,84" 1,03+0,17%

Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracdo do etanol (0,2 mL/animal) com veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa
quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100 mg/kg) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg). Um grupo que néo recebeu
nem tratamento e nem etanol foi incluido no estudo. MDA (Malondialdeido); GSH (Glutationa reduzida); SOD (Superdxido dismutase). Resultados séo
expressos como média + E.P.M. para 8 animais/grupo. “p<0,05 vs. grupo sham, #p<0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).
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5.3.1.3.6 Ensaio da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPQO)

A atividade enzimética da mieloperoxidase nos animais do grupo veiculo foi
aumentada em 3,3 vezes (16,95 + 4,83 U/mg de tecido), quando comparado ao grupo n
normal (5,09 + 1,38 U/mg de tecido). J& os animais pré-tratados com EVQA (100 mg/Kkg,
v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou NAC (200 mg/kg, v.0.) apresentaram reducdo da
atividade de MPO (2,9 £ 0,56; 2,5 £ 0,2 e 3,56 + 0,55 U/mg de tecido, respectivamente),
em comparacdo com os animais do grupo veiculo (16,95 + 4,83 U/mg de tecido). Além
disso, ndo ha diferenca significativa entre os grupos pré-tratados com EVQA, EVQB ou
NAC (Figura 14).

Figura 14 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre a atividade enzimatica de
mieloperoxidase (MPQO) em lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.
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Animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administra¢éo do etanol (0,2 mL/animal)
com veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg),
Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100 mg/kg) e N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg).
Um grupo que ndo recebeu nem tratamento e nem etanol foi incluido no estudo. Resultados séo
expressos em media + E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo sham, # p < 0,05 vs.
grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

5.3.1.4 Avaliagio do papel das Prostaglandinas, do Oxido Nitrico (NO), dos Canais de
Potassio Sensiveis ao ATP (KATP) e do Receptor de Potencial Transitério Vaniloide tipo

1 (TRPV-1) no efeito gastroprotetor das infusdes de Egletes viscosa

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram area de lesGes gastricas
induzidas por etanol absoluto de 19,76 + 0,71 mm?, que foi reduzida para 4,12 + 1,08;

6,58 + 0,67 e 5,49 + 1,7 mm? quando os camundongos foram pré-tratados com EVQA
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(100 mg/kg, v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou misoprostol (50 pg/kg, v.0.),
respectivamente. Entretanto, esse efeito gastroprotetor promovido por EVQA, EVQB e
misoprostol foi significativamente inibido quando os camundongos foram pré-tratados
com indometacina (10 mg/kg, s.c.) (20,56 + 1,7; 20,21 + 1,19 e 19,68 + 2,29 mm?,

respectivamente) (Figura 15).

Figura 15 - Efeito das infusbes de Egletes viscosa sobre lesbes gastricas induzidas por
etanol em camundongos pré-tratados com indometacina.
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Animais foram pré-tratados, por via subcutanea, 30 min antes da administragdo da Infuséo de E.
viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100
mg/kg) e Misoprostol (50 pg/kg) com Indometacina (10 mg/kg). Apds 1 hora dos tratamentos,
todos os grupos receberam etanol (0,2 mL/animal). Um grupo tratado com veiculo (&gua
destilada, 10 mL/kg) foi incluido no estudo. Resultados sdo expressos em média £ E.P.M. para 8
animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo, # p < 0,05 vs. respectivo grupo EVQA, EVQB ou
misoprostol (ANOVA “one way”, seguida do pds-teste de Tukey).

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram area de lesGes gastricas
induzidas por etanol absoluto de 19,92 + 3,13 mm?, que foi reduzida para 4,17 + 0,91; 7,7
+ 2,06 e 2,79 + 0,56 mm? quando os camundongos foram pré-tratados com EVQA (100
mg/kg, v.0.), EVOQB (100 mg/kg, v.0.) ou L-arginina (600 mg/kg, i.p.), respectivamente.
No entanto, esse efeito gastroprotetor promovido por EVQA, EVQB e L-arginina foi



76

significativamente inibido quando os camundongos foram pré-tratados com L-NAME (20
mg/kg, i.p.) (19,94 + 2,37; 19,25 + 3,31 e 21,38 + 2,12 mm?, respectivamente) (Figura
16).

Figura 16 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre lesbes gastricas induzidas por
etanol em camundongos pré-tratados com L-NAME.
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Animais foram pré-tratados, por via intraperitoneal, 30 min antes da administracdo da Infuséo de
E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100
mg/kg) e L-arginina (600 mg/kg) com L-NAME (20 mg/kg). Apds 45 min dos tratamentos, todos
0s grupos receberam etanol (0,2 mL/animal). Um grupo tratado com veiculo (4gua destilada, 10
mL/kg) foi incluido no estudo. Resultados sdo expressos em média + E.P.M. para 8
animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo, # p < 0,05 vs. respectivo grupo EVQA, EVQB ou L-
arginine (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram area de lesGes gastricas
induzidas por etanol absoluto de 20,88 + 1,92 mm?, que foi reduzida para 3,93 + 0,68;
6,08 + 1,32 e 2,6 + 0,7 mm? quando os camundongos foram pré-tratados com EVQA (100
mg/kg, v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou glibenclamida (3 mg/kg, i.p.), respectivamente.
Todavia, esse efeito gastroprotetor promovido por EVQA foi parcialmente inibido
quando os camundongos foram pré-tratados com diazoxido (3 mg/kg, i.p.) (14,26 +0,6).
Ja o efeito promovido por EVQB e glibenclamida foi totalmente inibido quando os
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camundongos foram pré-tratados com diazoxido (3 mg/kg, i.p.) (17,92 + 2,50 e 20,49 +

1,34 mm?, respectivamente) (Figura 17).

Figura 17 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre lesbes gastricas induzidas por
etanol em camundongos pré-tratados com glibenclamida.
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Animais foram pré-tratados, por via intraperitoneal, 30 min antes da administracéo da Infuséo de
E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100
mg/kg) e Diax6zido (3 mg/kg) com glibenclamida (3 mg/kg). Ap6s 45 min dos tratamentos, todos
0s grupos receberam etanol (0,2 mL/animal). Um grupo tratado com veiculo (dgua destilada, 10
mL/kg) foi incluido no estudo. Resultados sdo expressos em média + E.P.M. para 8
animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo, # p < 0,05 vs. respectivo grupo EVQA, EVQB ou
glibenclamida (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram area de lesGes gastricas
induzidas por etanol absoluto de 19,49 + 2,26 mm?, que foi reduzida para 4,37 + 0,98;
7,35+ 1,66 e 3,93 + 0,56 mm? quando os camundongos foram pré-tratados com EVQA
(100 mg/kg, v.0.), EVQB (100 mg/kg, v.0.) ou capsaicina (0,3 mg/kg, Vv.0.),
respectivamente. Porém, esse efeito gastroprotetor promovido por EVQA, EVQB e
capsaicina foi significativamente inibido quando os camundongos foram pré-tratados
com capsazepina (5 mg/kg, i.p.) (14,28 + 0,66; 19,83 + 1,95 e 19,71 + 1,47 mm?,

respectivamente) (Figura 18).
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Figura 18 - Efeito das infusGes de Egletes viscosa sobre lesbes gastricas induzidas por
etanol em camundongos pré-tratados com capsazepina.
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Animais foram pré-tratados, por via intraperitoneal, 30 min antes da administracdo da Infuséo de
E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 100
mg/kg) e Capsaicina (0,3 mg/kg) com Capsazepina (5 mg/kg). Apds 1 hora dos tratamentos, todos
0s grupos receberam etanol (0,2 mL/animal). Um grupo tratado com veiculo (4gua destilada, 10
mL/kg) foi incluido no estudo. Resultados sdo expressos em média + E.P.M. para 8
animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo, # p < 0,05 vs. respectivo grupo EVQA, EVQB ou
capsaicina (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

5.3.2 Determinacao de volume, acidez e pH gastrico em modelo de ligadura de piloro

Apo6s 4 horas da ligacdo do piloro, os camundongos do grupo veiculo
apresentaram volume de secrecdo gastrica de 163,1 + 12,64 pL, que foi reduzido em 48%
(83,75 = 17,72 pL) e 38% (100,6 + 17,74 uL) apos o pré-tratamento com EVQA (100
mg/kg, v.0.) e EVQB (100 mg/kg, v.0.), respectivamente. Da mesma maneira, 0 pré-
tratamento com omeprazol (30 mg/kg, v.0.) reduziu em 56% (71,25 £ 13,78 L) o volume

da secregdo gastrica em comparagdo com o grupo veiculo (163,1 + 12,64 uL) (Figura 19).
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Figura 19 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre volume gastrico em
camundongos.
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Apbs a ligadura de piloro, os animais foram tratados, por via intraduodenal, com veiculo (adgua
destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infuséo de E.
viscosa quimiotipo B (EVQB100 mg/kg) e Omeprazol (30 mg/kg). Resultados sdo expressos em
média £ E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida
do pds-teste de Tukey).

Apbs 4 horas da ligacdo do piloro, os camundongos do grupo veiculo
apresentaram acidez total da secrecdo géstrica de 10,49 + 0,43 mEq[H+]/L/4h, que foi
reduzida em 71% (3,07 + 0,48 mEq[H+]/L/4h) e 74% (2,66 + 0,34 mEq[H+]/L/4h) apds
0 pré-tratamento com EVQA (100 mg/kg, v.0.) e EVQB (100 mg/kg, v.0.),
respectivamente. Do mesmo modo, o pré-tratamento com omeprazol (30 mg/kg, v.0.)
reduziu em 71% (3,06 £ 0,62 mEq[H+]/L/4h) a acidez total da secrecdo gastrica em
comparagdo com o grupo veiculo (10,49 + 0,43 mEq[H+]/L/4h) (Figura 20).

Figura 20 - Efeito das infusbes de Egletes viscosa sobre acidez total da secre¢do gastrica
em camundongos.

15~ .
@ Veiculo

C3J EVQA 100 mg/kg
@l EVQOB 100 mg/kg
CJ Omeprazol 30 mg/kg

Apos a ligadura de piloro, os animais foram tratados, por via intraduodenal, com veiculo (4gua
destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infuséo de E.

=
e

Acidez total
(MEQ[H']/L/4h)
(6)]

0-




80

viscosa quimiotipo B (EVQB100 mg/kg) e Omeprazol (30 mg/kg). Resultados sdo expressos em
média £ E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida
do pos-teste de Tukey).

Apo6s 4 horas da ligacdo do piloro, os camundongos do grupo veiculo
apresentaram pH da secrecdo gastrica de 1,96 + 0,02, que foi aumentado em 30% (2,56 +
0,08) e 32 % (2,6 £ 0,05) apos o pre-tratamento com EVQA (100 mg/kg, v.0.) e EVQB
(100 mg/kg, v.0.), respectivamente. De maneira semelhante, o pré-tratamento com
omeprazol (30 mg/kg, v.0.) aumentou em 31% (2,57 £ 0,09) o pH da secre¢do gastrica

em comparagdo com o grupo veiculo (1,96 + 0,02) (Figura 21).

Figura 21 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre pH gastrico em camundongos.

3-
* * @l Veiculo
— -1
3 EVQA 100 mg/kg

5. @l EVQB 100 mg/kg
T 3 Omeprazol 30 mg/kg
o

1-

O-

Apbs a ligadura de piloro, os animais foram tratados, por via intraduodenal, com veiculo (dgua
destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 100 mg/kg), Infuséo de E.
viscosa quimiotipo B (EVQB100 mg/kg) e Omeprazol (30 mg/kg). Resultados sdo expressos em
média £ E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida
do pds-teste de Tukey).

5.3.3 Lesdes gastricas induzidas por indometacina

A indometacina (30 mg/kg, v.0.) administrada aos camundongos do grupo veiculo
produziu uma area de lesdo gastrica de 8,38 + 2,9 mm?. Outrossim, 0s animais tratados
com EVQA (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) apresentaram reducdo da area de lesdo para 1,47
+0,42; 1,84 £ 0,5 e 1,08 + 0,24 mm?, respectivamente, o que corresponde em 82, 78 e
87%, de reducéo, quando comparados com os animais do grupo veiculo (25,5 + 7,8 mm?).
Ja os animais tratados com EVQB (50, 100 e 200 mg/kg, v.0.) apresentaram reducdo da
area de lesdo para 2,46 + 0,74; 2,1 + 0,44 e 0,52 + 0,09 mm?, respectivamente, reduzindo
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alesdo em 71, 75 e 94% quando comparados com o grupo veiculo. De forma analoga, 0s
animais tratados com omeprazol (OME) (30 mg/kg, v.0.) também apresentaram
significante reducdo da area de lesdo em 83% (1,45 + 0,46 mm?), quando comparados

com os animais do grupo veiculo (Figura 22).

Figura 22 - Efeito das infusbes de Egletes viscosa sobre lesbes gastricas induzidas por
indometacina em camundongos.
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Os animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracdo de Indometacina (30
mg/kg) com Veiculo (agua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 50,
100 e 200 mg/kg); Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 50, 100 e 200 mg/kg) e Omeprazol
(OME 30 mg/kg). Resultados sdo expressos como média + E.P.M. para 8 animais/grupo. * p <
0,05 vs. grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

5.4 AVALIACAO DA DIARREIA INDUZIDA POR OLEO DE CASTOR EM
ANIMAIS TRATADOS COM AS INFUSOES DE Egletes viscosa

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram escore 3 (2-3) no indice de
diarreia induzida por 6leo de Castor. Os animais que foram pré-tratados com EVQA nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram reducdo significativa no indice de
diarreia com escores 3 (2-3), 3 (2-3) e 3 (2-3), respectivamente, quando comparados com
0 grupo veiculo (3 (2-3)). Da mesma maneira, 0s animais pré-tratados com EVQB nas
doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram melhora significativa no indice de

diarreia com escores 3 (2-3), 2,5 (2-3) e 2,5 (2-3), respectivamente. Porém, o grupo pré-
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tratado com loperamida (5 mg/kg) apresentou reducéo significativa no indice de diarreia

com escore 0 (0-1) quando comparado com o grupo veiculo (3 (2-3)) (Tabela 4).

Tabela 4 - Efeito das infusdes de Egletes viscosa sobre diarreia induzida por 6leo de castor
em camundongos.

Grupos indice de diarreia (0-3)
Veiculo 3 (2-3)

EVQA 50 mg/kg 3(2-3)

EVQA 100 mg/kg 3(2-3)

EVQA 200 mg/kg 3(2-3)

EVQB 50 mg/kg 3(2-3)

EVQB 100 mg/kg 2,5 (2-3)

EVQB 200 mg/kg 2,5 (2-3)

Loperamida 5 mg/kg 0 (0-1)*

Fonte: Elaborada pelo autor.

Os animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracéo de 6leo de Castor (10
mL/kg) com Veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 50,
100 e 200 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 50, 100 e 200 mg/kg) e Loperamida
(5 mg/kg). Resultados sdo expressos em mediana (minima - maxima) para 8 animais/grupo. * p
< 0,05 vs. grupo veiculo (Kruskal-wallis, seguido do pés-teste de Dunns).

Os camundongos do grupo veiculo apresentaram tempo de inicio da diarreia
induzida por 6leo de Castor de 72,5 + 13,6 minutos. Os animais que foram pré-tratados
com EVQA nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram diferenca
significativa no tempo de inicio da diarreia (51 = 7,6; 60 £ 5,5; e 70 £ 5 minutos,
respectivamente) quando comparados com o grupo veiculo. Da mesma forma, os animais
pré-tratados com EVQB (50, 100 e 200 mg/kg, (v.0.)) também ndo apresentaram
diferenca significativa no tempo de inicio da diarreia (50 £ 5; 81,4 + 15,3; e 55 = 5
minutos, respectivamente). Porém, o grupo pré-tratado com loperamida (5 mg/kg)
apresentou aumento significativo no tempo de inicio da diarreia de 237,5 £+ 1,4 minutos
quando comparados com o grupo veiculo (72,5 £ 13,6 minutos) (Figura 23).
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Figura 23 - Efeito das infusbes de Egletes viscosa sobre o tempo de inicio da diarreia
induzida por 6leo de castor em camundongos.
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Os animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracdo de 6leo de Castor (10
mL/kg) com Veiculo (dgua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 50,
100 e 200 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 50, 100 e 200 mg/kg) e Loperamida
(5 mg/kg). Resultados sdo expressos em média + E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs.
grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).

Os camundongos do grupo veiculo submetidos a diarreia induzida por 6leo de
Castor apresentaram reducdo do conteudo intestinal de 38% (160,0 + 37,5 mg) quando
comparado com o grupo normal (422,2 + 44,8 mg). Os animais que foram pré-tratados
com EVQA nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg (v.0.) ndo apresentaram diferenca
significativa no conteudo intestinal (260,2 + 38; 287,4 + 43,4; e 252,7 + 35,7 mg,
respectivamente) quando comparados com o grupo veiculo (160,0 + 37,5 mg). Da mesma
forma, os animais pré-tratados com EVQB (50, 100 e 200 mg/kg, (v.0.)) também néo
apresentaram diferenca significativa no contetdo intestinal (312,4 + 21,7; 313,8 + 38,2;
e 286,3 + 23,5 mg, respectivamente). J& o grupo pré-tratado com loperamida (5 mg/kg)
apresentou aumento significativo no conteudo intestinal (410,4 + 52 mg) quando

comparados com o grupo veiculo (160,0 = 37,5 mg) (Figura 24).

Figura 24 - Efeito das infusGes de Egletes viscosa sobre conteldo intestinal na diarreia
induzida por 6leo de castor em camundongos.
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Os animais foram pré-tratados, por via oral, 1 hora antes da administracéo de 6leo de Castor (10
mL/kg) com Veiculo (4gua destilada, 10 mL/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo A (EVQA 50,
100 e 200 mg/kg), Infusdo de E. viscosa quimiotipo B (EVQB 50, 100 e 200 mg/kg) e Loperamida
(5 mg/kg). Resultados s&o expressos em média + E.P.M. para 8 animais/grupo. * p < 0,05 vs.
grupo normal, # p < 0,05 vs grupo veiculo (ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey).
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6 DISCUSSAO

As infusBes dos capitulos florais de E. viscosa sdo popularmente utilizadas para o
tratamento de distarbios gastrointestinais, como gastrite, dispepsia, indigestdo, colicas
intestinais e diarreia (LORENZI; MATOS, 2002; MATOS, 2007). Apesar da atividade
gastroprotetora dos constituintes quimicos isolados de E. viscosa ja ser descrita na
literatura, como a ternatina (GUEDES et al., 2002; RAO et al., 1997), a tanabalina
(GUEDES et al., 2002) e o acido centipédico (GUEDES et al., 2008), ndo héa estudos que
demonstrem a atividade gastroprotetora das infusdes dos capitulos florais de E. viscosa
dos quimiotipos A e B.

Os dados obtidos nesse estudo demonstraram o efeito gastroprotetor das infusoes
de E. viscosa dos quimiotipos A (EVQA) e B (EVQB) sobre os efeitos lesivos do etanol
e da indometacina no tecido gastrico de camundongos. Além disso, foi identificado os
seus constituintes quimicos e investigado a toxicidade aguda, e a atividade antidiarreica
de ambas as infusoes.

A escolha das preparacfes e das doses utilizadas foram realizadas a partir de um
projeto da Embrapa, onde fomos os responsaveis pela avaliacao do efeito gastroprotetor
de diferentes amostras de E. viscosa. As amostras de E. viscosa utilizadas foram: Ev024
(infusdo de capitulos florais comerciais - Quimiotipo A), Ev034-1 (infusdo de capitulos
florais cultivados — Quimiotipo B), Ev017-01 (infusdo dos capitulos florais de material
silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev017-03 (tintura dos capitulos florais de material
silvestre (Aiuaba) - Quimiotipo B), Ev047 (infusdo das folhas cultivadas- Quimiotipo A)
e Ev048 (infusdo das folhas cultivadas - Quimiotipo B). As amostras apresentaram efeito
gastroprotetor em doses que variavam de 50-400 mg/kg. Entretanto, as infusdes feitas a
partir dos capitulos florais (Ev024 e Ev034-1) foram as que exibiram maior efeito
gastroprotetor em doses de 50, 100 e 200 mg/kg (Carvalho, 2021). Sendo assim, essas
amostras foram escolhidas para a investigacdo do mecanismo de acdo gastroprotetor, e
neste estudo foram denominadas de EVQA e EVQB.

A distin¢do dos quimiotipos de E. viscosa € baseada na composi¢ao quimica do
0leo essencial dos capitulos florais. O quimiotipo A contém acetato de trans-pinocarveil
como constituinte majoritario, enquanto o quimiotipo B contém acetato de cis-
isopinocarveil (LIMA et al., 1996). Em outro estudo, NIR e *H NMR foram usados como
métodos rapidos para diferenciar esses quimiotipos com base no 6leo essencial dos
capitulos florais (CARVALHO et al., 2020).
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Nesse estudo foi determinado a composicdo quimica das infusbes por meio de
analise CLUE-EMAR para identificar biomarcadores ndo volateis intrinsecos a cada
quimiotipo. No geral, as infusdes dos dois quimiotipos mostraram impressoes digitais
quimicas semelhantes. Vinte e quatro compostos quimicos foram identificados: sete
derivados de acidos fenolicos (3-5, 8-11); trés flavonoides (6, 7, 22); e 14 diterpenos,
entre os quais 11 foram encontrados no quimiotipo A (14-17, 19, 23-28) e nove no
quimiotipo B (16-18, 20, 21, 23-26). Os compostos lactona isociliolida, 7-hidroxi-3,13-
clerodandieno-16,15:18,19-diolida,  bacchariol e 12-hidroxi-3,13-clerodandieno-
18,19:15,16-diolida sdo descritos para a primeira vez em E. viscosa, enquanto 0s
compostos  kerlinolida, 12-epi-bachotricuneatina, 12-hidroxi-3,13-clerodandieno-
18,19:15,16-diolida, 15,16-epoxi-12-hidroxineocleroda-13(16),14-dieno-18,19-
hemiaceta, 12-hidroxi-clerodandieno-18,19:15,16diolida e 8a-hidroxilabdal2(S)-O-p-D-
ribopiranosideo foram isolados e identificados de algumas partes de E. viscosa em
estudos anteriores (SILVA-FILHO et al., 2007; SILVEIRA; PESSOA, 2005; VIEIRA et
al., 2006).

Além disso, de acordo com a analise quantitativa CLUE-QDa, o quimiotipo A
possui maiores quantidades de ternatina, tanabalina e &cido centipédico do que o
quimiotipo B. Esses resultados estdo de acordo com os encontrados anteriormente através
da analise de *H RMN do extrato metanélico dos capitulos florais (CARVALHO et al.,
2020). A analise quimica das infusdes de EVQA e EVQB mostrou o mesmo perfil
quimico de acordo com a andlise quantitativa CLUE-QDa. As principais classes de
compostos quimicos encontrados, como &cidos fendlicos, flavondides e diterpenos
possuem diversas atividades bioldgicas ja descritas, incluindo atividades antioxidantes,
anti-inflamatorias, hepatoprotetoras e gastroprotetoras (ISLAM et al., 2016; KIOKIAS;
OREOPOULOU, 2021; PAZ et al., 2019; SERAFIM et al., 2020; ULLAH et al., 2020).

No protocolo de toxicidade aguda, as infusdes de E. viscosa administradas por via
oral, na dose Unica de 2000 mg/kg, ndo foram capazes de promover morte, nem alteracao
no peso ou consumo de agua e racdo dos animais, por um periodo de até 14 dias depois
da administracdo. Para mais, ndo foram observados nenhum sinal de toxicidade nos
animais. Isso permitiu estabelecer uma faixa de seguranca da dose experimental que foi
utilizada com base nestes testes de toxicidade oral aguda.

Corroborando com esse achado, Araujo et al. (2008) relataram que a administracéo
oral aguda de um extrato aquoso de E. viscosa na dose de 5 g/kg em camundongos nédo

causou sinais de toxicidade ou mortalidade e nem alteracbes no peso corporal e
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comportamento animal, bem como a arquitetura histologica dos 6rgaos internos estavam
normais. Além do mais, a administragdo subcrénica na dose de 100 mg/kg por 30 dias
também ndo mostrou sinais de toxicidade ou mortalidade e ndo provocou alteragdes na
ingestdo hidrica e alimentar em nenhum dos grupos, como também néo alterou o ganho
de peso.

A atividade gastroprotetora de EVQA e EVQB foi avaliada inicialmente em
modelos de lesdo géastrica induzida por etanol absoluto e posteriormente por anti-
inflamatdrio ndo esteroidal, indometacina. O etanol é uma das drogas de abuso de maior
consumo mundial e com alta propensdo a dependéncia. Além disso, o consumo de alcool
é um fator causal para mais de 200 doencas e lesdes (OPAS/OMS, 2020). A lesdo gastrica
induzida pelo etanol é multifatorial, incluindo solubilizacdo do muco gastrico com
deplecéo de mucina, alteragdes na microcirculacdo da mucosa gastrica com aumento da
permeabilidade vascular, estase circulatoria, hemorragia focal e infiltracdo de neutrofilos
com produgdo de mediadores pro-inflamatorios e radicais livres, em todos 0s casos
resultantes do estresse oxidativo (ARAB et al., 2015; SZABO; GOLDBERG, 1990).

A administracdo de etanol absoluto produz alteragfes marcantes na mucosa e
submucosa gastrica. O dano macroscépico é evidenciado por ulceracdo hemorragica
grave, enquanto o dano microscépico inclui perda significativa de células epiteliais,
edema, dano hemorragico, lesdes necréticas profundas e presenca abundante de células
inflamatdrias (SZABO; GOLDBERG, 1990). As infusdes de E. viscosa foram capazes de
proteger o tecido gastrico contra o etanol, reduzindo significativamente a erosdo e a
hemorragia na area da mucosa, e 0o edema e a infiltracdo de células inflamatorias,
principalmente neutréfilos, na area da submucosa.

Essa atividade gastroprotetora pode ser atribuida ao efeito sinérgico dos
compostos quimicos presentes nas infusdes. De fato, Rao e colaboradores (1997)
evidenciaram o potencial gastroprotetor da ternatina, flavonoide isolado de E. viscosa
Less. Os resultados demonstram que o pré-tratamento nos animais com o flavondide (25
e 50 mg/kg) produz uma inibicdo significativa das lesdes gastricas induzidas por etanol.
Além do mais, Guedes et al. (2002) realizaram um estudo com os diterpenos isolados dos
capitulos florais de E. viscosa, tanto a tanabalina quanto o acido centipéico foram capazes
de reduzir as lesBes gastricas induzidas por etanol em ratos.

Em outro estudo, o acido centipédico reduziu as lesbes da mucosa gastrica
induzidas por etanol em camundongos (GUEDES et al., 2008). Além de que, esse efeito

gastroportetor também é condizente com o potencial descrito na literatura para acido
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clorogénico, acido cafeico, &cido cafeoilquinico, rutina e kaempferol-3-O-ramnosideo
(KOLGAZI et al., 2021; LA CASA et al., 2000; LEE et al., 2010; LI et al., 2018;
SHIMOYAMA et al., 2013).

O pre-tratamento oral com EVQA e EVQB nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg
reduziu o dano gastrico induzido por etanol com a mesma eficacia, mas ndo de maneira
dose-dependente. Tendo isso como base, a dose de 100 mg/kg, uma dose intermediaria,
foi escolhida para realizagdo dos protocolos que avaliaram o0s possiveis mecanismos de
acao envolvidos no efeito gastroprotetor.

O muco aderido a superficie da mucosa géstrica é a primeira linha de defesa
géstrica, atuando como suporte para neutralizacdo do &cido, e como barreira fisica contra
a pepsina luminal (GALURA et al., 2019). A eficiéncia dessa barreira depende entre
outros fatores da estrutura do gel do muco, que fornece a protecdo estrutural por
intermédio de uma camada estavel, com tampdes embutidos, para realizar a neutralizacao
do acido na superficie. A secrecdo de muco é estimulada por alguns fatores como
secretina, gastrina, PGE2 e NO (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015). As infusdes de E.
viscosa preveniram a deplecdo de muco induzida pelo etanol, esse resultado é reforcado
pelos achados posteriores sobre o mecanismo de acdo dependente de prostaglandinas
(PGs) e 6xido nitrico (NO).

As espécies reativas de oxigénio (EROs), como anions superoxido (Oze-) e
radicais hidroxila, estdo envolvidos no desenvolvimento das lesdes gastricas induzidas
por etanol (SZELENYI; BRUNE, 1988). Uma das principais fontes de EROs na lesdo
gastrica induzida por etanol é a infiltracdo por neutréfilos ativados, que ao produzir O2e-
, reagem com os lipidios celulares, formando perdxidos lipidicos, que sdo parcialmente
reestabilizados em malondialdeido (MDA) (ARAB et al., 2015; KWIECIEN et al., 2002).

A intensificacdo da producdo de EROs resulta na peroxidacdo lipidica, causando
um aumento nos niveis de MDA acompanhado por uma diminuicdo nas propriedades
antioxidantes das células. As defesas antioxidantes enzimaticas e ndo enzimaticas
desempenham papéis importantes na prote¢cdo da mucosa contra agentes Nnocivos.
Superoxido dismutase (SOD) e catalase (CAT) sdo as principais enzimas antioxidantes,
na qual a SOD catalisa a dismutag&o de Oze- em perdxido de hidrogénio (H20z) e &gua, e
CAT reduz H202 em agua e O, (FAKHRI; FARZAEI, 2022). Quando a expressao e
atividade de SOD estéo reduzidas, € comum observar agravamento dos danos teciduais e

aumento da peroxidacéo lipidica (QIU et al., 2020).



89

A glutationa, geralmente presente em sua forma reduzida, GSH, é um dos mais
importantes antioxidantes ndo enzimaticos. Os niveis de GSH sdo mais elevados na
mucosa gastrica, proporcionando prote¢do adicional a barreira antioxidante na mucosa.
A GSH se liga a radicais livres e conferem protecdo contra lesGes induzidas por
substancias quimicas, como o etanol. O dano da mucosa géstrica induzido pelo etanol
esta associado a reducdo de GSH e reducéo da atividade de SOD e CAT no tecido gastrico
(BOEING et al., 2021; CRISTIANS et al., 2013; LOGUERCIO et al., 1993; NAITO et
al., 1992).

No presente estudo, o tratamento dos camundongos com etanol reduziu
significativamente a atividade de SOD e CAT, bem como os niveis de GSH, e aumentou
significativamente os niveis de MDA. As infusdes de E. viscosa aumentaram
significativamente a atividade das enzimas SOD e CAT e preveniram a deplecao de GSH,
reduzindo os niveis de MDA, tendo assim acao antioxidante. Assim, pode-se inferir que
as infusdes de E. viscosa séo ricas em compostos antioxidantes.

Do mesmo modo, Guedes et al. (2008) estudaram 0 mecanismo gastroprotetor do
diterpeno, em lesdes gastricas induzidas por etanol, e observaram que o acido centipédico
foi capaz de inibir a deplecdo de GSH e diminuir a peroxidacéo lipidica. Na literatura, é
possivel também encontrar relatos de atividade antioxidante do acido clorogénico, acido
cafeico, acidos cafeoilquinicos e rutina (KOLGAZI et al., 2021; LA CASA et al., 2000;
LEE et al., 2010; SHIMOYAMA et al., 2013).

No protocolo de Glcera gastrica induzida por etanol, EVQA e EVQB foram
capazes de aumentar os niveis de nitrito, um marcador de NO enddgeno, no tecido
gastrico. Grande parte do nitrato é obtido na alimentacdo e em seguida convertido em
nitrito por bactérias presentes na mucosa (PANG et al., 2020). Em casos de processos
inflamatdrios, isquemia e estresse oxidativo, o reservatorio de nitrito é fundamental para
assegurar o abastecimento de NO para diferentes regides do corpo (VAN DALEN et al.,
2000; WALTZ et al., 2015). O NO pode ser produzido na mucosa gastrica pela reacao de
reducdo em ambiente andxico, por meio de enzimas redutases que convertem nitrato a
nitrito (BJORNE et al., 2004). Ambientes acidos, como o estdmago, favorecem a redugio
enzimatica de nitrito a NO. A conversdo de nitrito-NO é um importante mecanismo de
defesa, uma vez que aumenta o fluxo sanguineo, favorece a produgdo de muco e inibe a
cadeia transportadora de elétrons reduzindo efetivamente a produgdo de EROs (MA et
al., 2018; SANCHES-LOPES et al., 2020).
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A enzima mieloperoxidase (MPQ) é abundantemente expressa por neutréfilos e
desempenha um papel fundamental na producdo de EROs. Assim, pode atuar como um
indicador de infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica lesada (HALLIWELL;
GUTTERIDGE, 2015). Neste estudo, a atividade da MPO na mucosa foi
significativamente aumentada pela administracdo de etanol, reforcando o achado
histoldgico sobre infiltracdo neutrofilica na mucosa gastrica deste grupo. Entretanto, o
pré-tratamento com EVQA e EVQB reduziu significativamente a atividade de MPO,
indicando assim sua capacidade de inibir a infiltracdo de neutrofilos no tecido gastrico
lesionado. A atividade anti-inflamatéria, incluindo reducdo da atividade da
mieloperoxidase, ja foi relatada para os constituintes quimicos presentes nas infusdes de
E. viscosa. Calou et al. (2008) observaram que os diterpenos tanabalina e &cido
centipédico foram capazes de diminuir a atividade de MPO e o infiltrado neutrofilico em
modelo de dermatite cronica em orelhas de camundongos. N&o s6 esses diterpenos, mas
também o acido clorogénico, acido cafeico, &cido cafeoilquinico, rutina e kaempferol-3-
O-ramnosideo, provavelmente, participaram dessa atividade de reducdo do infiltrado de
células inflamatérias e da atividade da MPO no tecido gastrico (FIDELES et al., 2020;
KOLGAZl etal., 2021; LIMA etal., 2018; SHIMOYAMA et al., 2013; WU et al., 2021).

As prostaglandinas, por sua vez, séo conhecidas por atuarem fisiologicamente na
regulacdo de fatores gastroprotetores como a producgédo de muco, secrecao de bicarbonato,
secre¢do de acido, aumentando o fluxo sanguineo da mucosa e acelerando a cicatrizacédo
da ulcera (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018). O pré-tratamento com indometacina, um
inibidor da ciclooxigenase, bloqueou completamente o efeito gastroprotetor de EVQA,
EVQB e misoprostol. Dessa maneira, infere-se que as PGs participam do efeito
gastroprotetor de ambas as infusdes. Esses resultados reforcam os achados sobre a
producdo de muco gastrico, onde ambas as infusdes foram capazes de manter a producao
de muco gastrico na presenca de etanol.

O efeito citoprotetor do NO se dé& pela sua atividade vasodilatadora e consequente
aumento do fluxo sanguineo local, acelerando, dessa forma, a remoc¢do dos metabolitos
toxicos e lesivos da mucosa, como a eliminagdo dos ions H+ por retrodifusdo, além de
estimular a secre¢do de muco e bicarbonato e inibir a adesdo de leucécitos ao endotélio
(ROCHA et al., 2016; TEPPERMAN; SOPER, 1994). No presente trabalho, a
gastroprotecdo induzida por L-arginina, EVQA e EVQB foi completamente revertida por
L-NAME, um inibidor ndo seletivo de 6xido nitrico sintase (NOS), sugerindo que o efeito

gastroprotetor de ambas as infusdes € mediado por NO. Condizente com este resultado,
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EVQA e EVQB foram associadas a um aumento significativo dos niveis de nitrito
géastrico, demonstrando assim a participacdo do NO no mecanismo de gastroprotecao.
Com efeito, o &cido cafeico e o &cido centipédico, dois constituintes presentes nas
infusdes, inibiram os danos da mucosa gastrica induzidos pelo etanol pela via do NO
(GUEDES et al., 2008; KOLGAZI et al., 2021). Além disso, o acido clorogénico e o
acido neoclorogénico diminuem a sinaliza¢do de iNOS na esteatohepatite alcodlica em
camundongos (DOMITROVIC et al., 2012; LEE et al., 2017).

As prostaglandinas e o NO, pelo menos em parte, medeiam a gastroprotecao
ativando os canais de potassio sensiveis ao ATP (Katp) (PESKAR; EHRLICH; PESKAR,
2002; WALLACE; MILLER, 2000). A ativacdo dos canais Katp presentes no endotélio
dos vasos sanguineos do tecido gastrico, aumenta o fluxo sanguineo na mucosa gastrica,
concomitantemente aumenta o0 suprimento de agentes gastroprotetores, como
consequéncia essa vasodilatacao protege a mucosa de agentes ulcerogénicos. O efluxo de
fons potassio resultante da abertura dos canais Katp ativados, altera o potencial elétrico
da membrana celular, isso reduz a entrada de célcio através dos canais de célcio
dependentes de voltagem, resultando na vasodilatacdo (NILIUS; DROOGMANS, 2001).
No presente estudo, a glibenclamida, um bloqueador dos canais Kare, inibiu parcialmente
o efeito gastroprotetor de EVQA e totalmente de EVQB e do diazdxido, indicando um
papel dos canais Katp no efeito gastroprotetor das infusdes. Corroborando com este
resultado, Guedes et al. (2008) observaram que o &cido centipédico, um dos constituintes
dessas infus@es, exibiram efeito gastroprotetor dependente da via dos canais Kate.

Como ja dito, a regulacdo do fluxo sanguineo € essencial para a defesa da mucosa
gastrica. Outro fator que auxilia na regulacdo da microcirculacdo gastrica sdo as fibras
aferentes sensiveis a capsaicina por meio da ativacao do receptor de potencial transitério
vaniloide tipo 1 (TRPV1), resultando em aumento do fluxo sanguineo da mucosa gastrica
mediado pela liberacdo do peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e
aumento da producdo de NO com consequente protecdo da mucosa (WHITTLE; LOPEZ-
BELMONTE; MONCADA, 1992). O pré-tratamento com 0 antagonista do receptor
TRPV1, capsazepina, bloqueou completamente a gastroprotecdo de EVQA, de EVQB e
da capsaicina, demonstrando assim a participagdo de fibras aferentes sensiveis a
capsaicina na gastroprotecdo das infusdes. Dentre os compostos bioativos encontrados
em ambas as infusdes, estudos demonstraram que o acido fendlico, acido clorogénico,
acido cafeico e acido 4,5-di-O-cafeoilquinico, além do diterpeno tanabalina, possuem a
capacidade de interagir com os receptores TRPV1 (CHIAVAROLI et al., 2022; BUZZI
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et al., 2009; KIM et al., 2017; MELO et al., 2006). Para mais, o acido centipedico
demonstrou atividade gastroprotetora em lesdes induzidas por etanol em camundongos
pela via das fibras aferentes sensiveis a capsaicina (GUEDES et al., 2008).

O é&cido gastrico é secretado pela bomba de prétons (H*/K*-ATPase) através das
células parietais. A producéo da secrecdo acida acontece quando receptores acoplados as
células parietais sdo ativados. Esses receptores podem ser estimulados por diferentes
fatores, como fatores neuronais (acetilcolina), paracrinos (histamina), endocrinos
(gastrina) e estimulacdo quimica pelas proteinas, glutamato, etanol e fisicos pela
distensdo levando a ativacdo da H+ K+-ATPase, que funciona como uma bomba de
prétons ao secretar ions H+ ao conteudo gastrico (SCHUBERT, 2016; YAO; SMOLKA,
2019). A ligacdo do piloro estimula a producdo de acido gastrico por um reflexo vago-
vagal envolvendo vias colinérgicas e histaminérgicas, resultando no acimulo de &cido
gastrico e pepsina no estbmago (SHAY; SUN; GRUENSTEIN, 1954; VALLGREN et
al., 1983). As infusdes de E. viscosa reduziram, ap0s a ligadura do piloro, o volume de
secrecdo gastrica e acidez total, além de aumentar o pH do contetdo gastrico, efeito
equivalente ao produzido pelo omeprazol, um conhecido inibidor da bomba de protons.
A atividade antisecretora das infusdes de E. viscosa pode ser consistente com seus
constituintes  biologicamente ativos. Acido clorogénico, 4cido cafeico, &cido
cafeoilquinico, rutina e &cido centipédico sdo conhecidos por diminuir a secrecao
gastrica. Seu mecanismo de acdo pode envolver uma via regulatéria colinérgica ou
histaminérgica, inibindo a via regulatéria da secrecdo acida e a bomba de prétons
(BIONDO et al., 2011; DUBEY et al., 2013; GUEDES et al., 2008; LEE et al., 2010;
QAZl et al., 2022; RIAZ; KHAN; QAZI, 2020; RUBACH et al., 2008; SHIMOYAMA
etal., 2013).

A Ulcera gastrica € uma complicacdo bem conhecida do uso de AINES, que atuam
inibindo ou reduzindo a biossintese de prostaglandinas por inibir as cicloxigenases (COX)
e inibindo seus efeitos gastroprotetores. A indometacina é considerada o AINE mais
conhecido por induzir Glcera gastrica experimental e tem sido documentado como tendo
um maior potencial para causar lesdo gastrica do que outros AINEs comumente usados
(EL-ASHMAWY et al., 2016; WOOLF; ROSE, 2020). A indometacina pode induzir
leséo gastrica por diversos mecanismos, como 0 aumento da secre¢do acida, inibicdo da
sintese de prostaglandina E2 (PGE?2), producao de radicais livres, reducdo dos niveis de
Oxido nitrico, reducdo da secrecdo de muco e bicarbonato e invasdo de neutrofilos

ativados, bem como a inducdo de apoptose nas células gastricas. Além disso, alguns
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estudos demonstraram que os AINEs podem gerar lesdo gastrica devido a producéo
de espécies reativas de oxigénio, que estdo associadas a ativagdo do processo inflamatorio
em tecido gastrointestinal danificado (BASTAKI; WALLACE, 1999; WALLACE,
2008; SULEYMAN et al., 2010; BINDU et al., 2013; KATARY; SALAHUDDIN,
2017).

No presente trabalho, as infusGes de E. viscosa apresentaram efeito gastroprotetor
sobre lesdes gastricas induzidas por indometacina, atividade observada também nos
diterpeno acido centipédico, presente nas infusdes (GUEDES et al., 2002). Além desse,
0 &cido clorogénico, outro constituinte das infusdes de E. viscosa, apresentou efeito
gastroprotetor contra Ulcera gastrica induzida por indometacina em ratos, corroborando
com esse achado (AHMED et al., 2021).

O ensaio com Gleo de Castor foi utilizado para determinar o efeito antidiarreico
das infusdes de E. viscosa, amplamente empregado para a triagem de drogas com esta
propriedade (MA et al., 2022). Ap6s administracdo oral de 6leo de Castor, 0 mesmo
catalisado por lipases intestinais em &cido ricinoleico. O &cido ricinoleico, por sua vez,
causa lesbes na barreira da mucosa intestinal e libera mediadores que, em seguida, alteram
o transporte de fluidos e eletrdlitos da mucosa, resultando em hipersecrecdo e diarreia.
Além disso, o acido ricinoleico aumenta a motilidade intestinal ao se ligar aos receptores
de prostaglandina EP3 e estimular o reflexo nervoso (TUNARU et al., 2012).

Nos experimentos foi observado que a administracdo de 6leo de Castor em
camundongos resultou em diarreia abundante. O pré-tratamento com EVQA e EVQB,
nas doses de 50, 100 e 200 mg/kg, ndo foram capazes de inibir o efeito do 6leo de Castor,
ndo apresentando diferenca significativa no indice de diarreia, no tempo de inicio e no
conteddo intestinal. Apesar do constituinte ternatina ser descrito como antidiarreico
(RAO et al., 1997), é possivel que a dose que produz efeito antidiarreico (25 e 50 mg/kg)
seja muito alta comparada aos teores desse flavonoide nas infusdes nas doses utilizadas
nesse estudo ou que tenha ocorrido um antagonismo com o0s compostos derivados de
acidos fenolicos, como o acido clorogénico, acido cafeico e acido neoclorogénico, pois
0S mesmos estdo associados a um efeito laxativo (PAGANOTTE et al., 2016; NA et al.,
2021).
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7 CONCLUSAO

Portanto, os resultados validaram o efeito gastroprotetor das infuses de Egletes
viscosa quimiotipo A e quimiotipo B em lesBes gastricas induzidas por etanol e por
indometacina, comprovando assim cientificamente o uso popular das infusdes da espécie
em distarbios gastricos. Com esse estudo, foi possivel discriminar os quimiotipos usando
impressoes digitais quimicas CLUE-EMAR, onde ambos 0s quimiotipos apresentaram
composic¢des quimicas semelhantes, consistindo basicamente de derivados de &cidos
fendlicos, flavonoides e diterpenos. O mecanismo gastroprotetor nas lesdes induzidas por
etanol, de ambas as infusdes, & multifatorial, envolvendo um efeito antioxidante,
estimulacdo de prostaglandinas enddgenas, liberacdo de éxido nitrico e ativacdo de fibras
aferentes sensiveis a capsaicina e canais de K*atp, acompanhado por um aumento na
microcirculacdo, manutencdo do muco e reducdo da secrecao acida gastrica. Além disso,
as infusdes ndo apresentaram indicios de toxicidade aguda, reforcando a seguranca para
0 uso tradicional. Para mais, as infusdes ndo apresentaram atividade antidiarreica em

modelo de inducdo de diarreia por 6leo de Castor (Figura 25).



Figura 25- Resumo grafico.
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