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RESUMO

O uso de vegetais como fonte de novos medicamentos vem sendo largamente utilizado
pela industria farmacéutica. Lectinas sdo proteinas que reconhecem sitios especificos
em moléculas e ligam-se reversivelmente a carboidratos, sem alterar a estrutura
covalente das ligagdes glicosidicas dos sitios. Sdo distribuidas em uma ampla variedade
de espécies de plantas, presentes em maior quantidade em grdos de leguminosas e
gramineas. Abelmoschus esculentus (AEL), vegetal pertencente a familia Malvaceae,
conhecida popularmente como quiabo, possui efeitos atividade anti-inflamatorio,
antinociceptivo e anticoagulante. O objetivo deste trabalho foi investigar o efeito da
lectina de sementes de AEL em camundongos, no modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol absoluto e o (s) seu (s) possivel (is) mecanismo (s) de acdo. Para analisar 0s
efeitos da lectina na lesdo gastrica foram utilizados camundongos machos Swiss
(25-30 g) em jejum de 24 h que intravenosamente (i.v.) receberam AEL (0,01; 0,1 ou 1
mg/kg) 30 min antes da administracdo (per os) de etanol absoluto (0,2 mL/animal).
Grupos tratados com salina ou ranitidina (80 mg/kg, p.o.) foram utilizados como
controles negativo e positivo, respectivamente. Ap6s 30 min, os animais foram
eutanasiados, sob anestesia, e 0s estdmagos removidos, abertos na longa curvatura e
analisados macro e microscopicamente (H&E). Para investigar o (s) possivel (is)
mecanismo (s) de acdo da AEL, os grupos foram pré-tratados com: (1) naloxona
(antagonista opioide ndo-seletivo) e morfina (agonista dos receptores u); (2)
misoprostol(analogo da prostaglandina E1) e indometacina (inibidor ndo seletivo da
COX); (3) L-NAME (inibidor ndo seletivo da NOS) e L-arginina (substrato da NOS); e
(4) clonidina (agonista a-2-adrenérgico) e ioimbina (antagonista seletivo a-2-
adrenérgico). O trabalho demonstra que a AEL possui efeito gastroprotetor que envolve
a ativacdo de receptores a-2-adrenérgicos, receptores opioides, mas ndo depende de

prostaglandinas e 6xido nitrico.

Palavras-chave: Abelmoschus esculentus. Lectina. Gastropatia. Receptores o-2-

adrenérgicos. Receptores opioides.



ABSTRACT

The use of plants as sources of new drugs has been widely used by pharmaceutical
industry. Lectins are proteins that recognize specific sites in the molecules and bind
reversibly to carbohydrates without altering the covalent structure of the glycosidic
sites. They are distributed in a wide variety of plant species having in greater amount in
grain legumes and grasses. Abelmoschus esculentus (AEL ) is an vegetable belonging to
the Malvaceae family, popularly known as okra, exhibiting anti-inflammatory,
antinociceptive and anticoagulant effects. The aim of this study was to investigate the
gastroprotective effect of lectin from seeds of AEL using a model of absolute ethanol-
induced gastric lesion in mice and its mechanisms of action were also studied. After
fasting for 24 h, male Swiss mice (25-30g) received intravenously (i.v.) AEL (0.01, 0.1
or 1 mg/kg) 30 min before administration (per os) of absolute ethanol (0.2 ml/animal).
Groups treated with vehicle (saline) or ranitidine (80 mg/kg, p.0.) were used as negative
and positive controls, respectively. After 30 min, animals were euthanized under
anesthesia, and the stomachs removed, opened in the long curvature and examined
grossly and histologically (H & E). In another series of experiments to investigate the
mechanisms of action of AEL, groups were pretreated with: (1) naloxone (nonselective
opioid antagonist) and morphine (agonist receptors); (2) misoprostol (prostaglandin E1
analogue) and indomethacin (non-selective COX inhibitor); (3) L- NAME (non-
selective NOS inhibitor) and L- arginine (the substrate of NOS); and (4) clonidine (a-2-
adrenergic agonist) and yohimbine (a-2-adrenoceptor selective antagonist). AEL has
gastroprotective effect that appears to involve the activation of a-2-adrenergic receptors

and opioid receptors, but does not depend on prostaglandins and nitric oxide.

Keywords: Abelmoschus esculentus. Lectin. Gastropathy. a-2-adrenergic receptors.

Opioid receptors.
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1- INTRODUCAO

A despeito do progresso no diagndstico e tratamento, as ulceras pépticas
continuam sendo uma causa comum de hospitalizagdes e cirurgias (SOSTRES et al.,
2010; WANG et al., 2010). Embora dados da literatura mostrem uma gradativa
diminui¢do na prevaléncia dessa condicdo, principalmente devido & introdugdo dos
Inibidores de Bomba de Protons no final da década de 1980, estes medicamentos ainda
possuem custo financeiro elevado para a maioria da populacdao. Diante deste cenario, ¢
notério o crescente interesse no desenvolvimento de praticas complementares de
atencdo a saude que possam abranger esta parcela da populagao.

O conhecimento sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o inico
recurso terapéutico de muitas comunidades e grupos étnicos para o tratamento de
enfermidades. O semi-arido nordestino ¢ considerado uma area com caracteristicas
sociais, econdmicas e ecologicas bem particulares, uma vez que o sertanejo sobrevive,
muitas vezes, a custa dos recursos bioticos para suprir suas necessidades, inclusive de
medicamentos.

Em virtude da expansio mundial do uso da fitoterapia, um mercado
promissor vem surgindo e, com ele, a preocupacdo com a seguranca ¢ eficicia dos
produtos naturais, uma vez que na maioria das vezes o uso popular ¢ baseado somente
na tradicdo ou em suposi¢des pueris.

O Abelmoschus esculentus, também conhecido como quiabo, ¢ uma
hortalica pertencente a familia Malvaceae, é originario da Africa e desenvolve-se
melhor nas regides tropicais, subtropicais e nas 4reas mais quentes nas zonas
temperadas, desenvolvendo-se bem em temperaturas entre 18 e 35°C (CASTRO,
GODOY e CARDOSO, 2008).

Os frutos imaturos, que contem vitaminas A, Bl e C, calcio e ferro
(BRAGA, 1978), sao consumidos no Brasil, e cultivados nas regidoes Nordeste e
Sudeste. Ainda, suas sementes maduras sdo ricas em 6leo e proteina (SOARES et al.,
2012). Essa planta apresenta algumas caracteristicas desejaveis como ciclo rapido, custo
de producdo economicamente vidvel, resisténcia a pragas e alto valor alimenticio e
nutritivo (MOTA et al., 2000).

Além do proveito na alimenta¢do, Abelmoschus esculentus também ¢

utilizado de forma empirica pela comunidade para tratamento de pneumonia, bronquite,



tuberculose pulmonar e laxante. Corroborando essas indicagdes, recentemente foi
demonstrada a atividade anti-inflamatoria e antinociceptiva da lectina de sementes de A.
esculentus (SOARES et al., 2012). Ainda, a lectina dessa semente ndo apresentou
citoxicidade frente hemacias do sistema ABO (PANERO et al., 2009). A lectina de
sementes de A. esculentus (quiabo) promove efeitos antitumorais seletiva sem células de
cancer de mama humanos (MONTE et al.,2013).

Portanto, este estudo tem como objetivo investigar a agdo da lectina de
sementes de A. esculentus na mucosa gastrica, contribuindo assim para o
desenvolvimento de uma abordagem terapéutica complementar, na perspectiva do (1)
desenvolvimento de opgdes terapéuticas que possam melhorar o curso evolutivo destes
disturbios; (2) aumentar as chances de éxito da terapia; e (3) contribuir para uma melhor

qualidade de vida dos pacientes.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1- Anatomia e fisiologia do estbmago

O estbmago é uma dilatagdo do trato digestivo e pode ser dividido em
quatro areas anatbmicas sendo a (cardia, corpo, fundo e antro) e duas areas funcionais.
As caracteristicas estruturais das regides do fundo e do corpo séo idénticas, por isso, séo
consideradas apenas trés regides na divisdo histologica (JUNQUEIRA; CARNEIRO,
2008; KUMMAR et al., 2010). As porgdes do estdbmago sdo limitadas por dois sistemas
de esfincteres, a saber: o esfincter esofagiano, (parte superior/ proximal do estbmago) e
o esfincter pilorico (parte inferior ou distal) (HOGBEN et al., 1974) (FIGURA 1).

FIGURA 1. Regides anatdmicas do estbmago e mucosa gastrica
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Fonte: Mader (2004).

As duas areas funcionais incluem: (1) area glandular oxintica e (2) area

glandular pilérica (FIGURA 2). A primeira localiza-se nas regifes de fundo e corpo do



estdbmago (80% do 6rgdo), é composta por células mucosas que secretam 0 muco,
células parietais que secretam de acido cloridrico (HCI), células principais ou pépticas
(que produzem pepsinogénio), células D que secretam somatostatina e celulas
enterocromafins (ECL) que liberam histamina. A &rea glandular pildrica, localizada na
regido antral, € composta pelos mesmos tipos celulares que as glandulas oxinticas
(exceto as ceélulas principais) e principalmente por células G, produtoras de gastrina,
(JASS, 2001; SAMUELSON e HINKLE, 2003; SCHUBERT e PEURA, 2008). Além
disso, a superficie estomacal é recoberta por células mucosas superficiais que sdo
especializadas em secretar grandes quantidades de um muco extremamente viscoso e
alcalino. Esse muco cobre toda a parede do estdmago, chegando a ter mais de um
milimetro de espessura, proporcionando uma barreira fisica de protecdo contra as
secrecdes acidas que sdo produzidas pelas células parietais, além de contribuir para a
lubrificacdo do transporte do alimento (SCHUBERT e PEURA, 2008).

FIGURA 2. Glandulas géastricas
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Fonte: Adaptado: Schubert e Peura (2008).

2.1.1-Inervacéo do aparelho gastrintestinal



O Trato Gastro Intestinal (TGI) possui um sistema nervoso proprio (rede
neural interativa), denominado de Sistema Nervoso Entérico (SNE), cujo objetivo é
controlar as acgdes contrétil e secretora das camadas musculares lisas e glandulas
exocrinas do TGI por meio de inervacao intrinseca (SNE) e extrinseca (sistema nervoso
autbnomo), hormonios e substancias paracrinas. Estimulos extrinsecos vagais controlam
a secrecdo do estdbmago, no entanto o SNE € capaz de realizar esse controle de modo
independente (KUTCHAI, 2004; SCHUBERT e PEURA, 2008, CERSOSIMO e
BENARROCH, 2008).

A inervacdo intrinseca € constituida por dois plexos principais, 0 plexo
mioentérico ou plexo de Auerbach (plexo externo situado entre as camadas musculares
longitudinal e circular), que inerva as camadas musculares e regula a fungcdo motora, ou
seja,e responsavel pelo controle motor (peristaltismo) (GUYTON e HALL, 1997;
RANG et al.,, 2004), e o plexo submucoso ou plexo de Meissner (plexo interno
localizado na submucosa), que inerva a mucosa e regula a absorcdo e as secrecdes
gastrointestinais, transporte de liquidos e fluxo sanguineo (SCHUBERT e
SHAMBUREK, 1990; PASRICHA, 2006).

Células nervosas de ambos os plexos recebem estimulos do sistema nervoso
central. O sistema nervoso extrinseco é formado por fibras simpaticas e parassimpaticas.
As fibras simpaticas originam-se nos ganglios pré-vertebrais, que inervam diretamente
vasos sanguineos, musculo liso e algumas células glandulares, onde inibem a secrecdo
de Acetilcolina (ACh). Quanto as fibras parassimpaticas, originam-se no nucleo motor
dorsal do vago na medula e no nucleo parassimpatico vagal da coluna espinhal, que séo,
em sua maioria, colinérgicas e excitatérias, embora algumas sejam inibitorias.Essa
comunicacdo neuronal existente permite a realizagdo das fun¢des motoras e secretoras
do TGI (GUYTON e HALL, 1997; PASRICHA, 2006).

A maior parte das fibras nervosas extrinsecas inerva o estbmago via nervo
vago. As fibras vagais eferentes sdo fibras pré-ganglionares parassimpaticas, € o alvo
dessas fibras é o ganglio mioentérico, pelo qual o controle central da motilidade e
secre¢do gastrica sao regulados (GERSHON, et al., 1994). As fibras vagais aferentes
sdo fibras pos-ganglionares simpéticas que possuem extensas projecGes para a mucosa
gastrica e artérias, e sdo de particular interesse na protecdo da mucosa gastrica
(HOLZER, 1998).



As fibras do parassimpatico terminam nos ganglios do plexo mioentérico.
As fibras aferentes do vago inervam diretamente a célula parietal e realizam sinapses
com as celulas ganglionares do sistema nervoso entérico (SNE), estimulando a atividade
motora e secretora do TGl (LONGHURST et al., 1984).

2.1.2 - Secrecdo 4cida gastrica

O suco gastrico € uma mistura das secre¢bes das ceélulas epiteliais
superficiais e glandulas gastricas e compreende: acido cloridrico (HCI), pepsinas, fator
intrinseco, muco, bicarbonato, agua e sais (BERNE et al., 2004). O acido gastrico facilita
a digestdo de proteinas e absorcdo de ferro, calcio e vitamina B-12, além de prevenir o
desenvolvimento bacteriano e outras infecgdes entéricas (SCHUBERT e PEURA, 2008).
Entretanto, quando os niveis de acido (e pepsina) sobrepujam os mecanismos de defesa da
mucosa, as lesdes ocorrem.

A secrecdo do HCI ocorre mediante estimulacdo da célula parietal na
glandula oxintica, através da H'K'/adenosina trifosfatase (H'K® ATPase — bomba de
prétons) (FUJII et al., 2011). Esse mecanismo envolve elevacdo dos niveis intracelulares
de Ca?* e AMPc, sequida pela ativacdo de cascatas de proteinas-quinases que disparam
a translocacdo e insercio de bombas H'/K'-ATPase na membrana apical da célula
parietal (YAO e FORTE, 2003).

FIGURA 3. Regulagdo da secrecdo é&cida gastrica. ACh: Acetilcolina; ECL: Células enterocromafins
similes; Ma3: receptor muscarinico subtipo 3; H2: receptor histaminérgico subtipo 2;
CCK2: receptor colecistocinina/gastrina subtipo 2.
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Fonte: Adaptado de Schubert e Peura, 2008.

Acetilcolina — ACh (neurotransmissor parassimpatico vagal), gastrina
(horménio sintetizado e secretado pela célula G do antro gastrico) e histamina
(autacoide sintetizado a partir da histidina, pelas células enterocromafins) estimulam
diretamente a secrecao do cido gastrico (FIGURA 3), a ACh liberada pelos neurdnios
po6s-ganglionares do nervo vago estimula a secre¢do &cida por acdo direta na célula
parietal através da ativacdo dos receptores muscarinicos do tipo Ms. Dessa maneira
estimula a secrecdo de histamina e liberacdo de gastrina, ativando os receptores de
colecistocinina tipo 2 (CCK2), localizados na célula parietal, estimulando-as a
secretarem H*, desencadeando na formag&o de acido.

2.2.2.1 - Modulacéo da secrecdo acida
Gastrina

A gastrina € o principal estimulante da secrecdo acida durante ingestdo de
alimento, sendo secretada pelas células G na base das glandulas piléricas. (SCHUBERT
e PEURA, 2008). A principal funcdo da gastrina é estimular a secrecdo acida e o
crescimento celular na mucosa gastrica. A ACh, o peptideo liberador de gastrina — GRP
(gastrin-releasing peptide), serotonina, agonistas beta 2 e 3 adrenérgicos, Ca'",
aminoacidos aromaéticos e etanol estimulam a secrecdo de gastrina, enquanto que
somatostatina, galanina, adenosina e bradicinina a inibem (PRINZ et al., 2003;
SCHUBERT, 2009).

A gastrina se liga a receptores CCK-2 presentes nas células ECL,
promovendo um aumento de Ca'" intracelular, que resulta em liberagdo de histamina.
Assim, a histamina, atuando em receptores H, nas células parietais, ira induzir a
secrecédo acida (POMMIER et al., 2003; MOSSNER e CACA, 2005).

Histamina

A histamina é produzida no estdbmago pelas células ECLque residem na
parte basal das glandulas oxinticas, estocada em vesiculas secretorias e liberada por
estimulagdo de determinados secretagogos, gastrina e peptideo ativador de adenilato
ciclase da pituitaria - PAACP. Os receptores de histamina sdo classificados em quatro
grandes subclasses: Hy, H,, Hz e Hy (SCHUBERT e PEURA, 2008).



A histamina liberada estimula a secrec¢do do &cido gastrico diretamente pela
ligacdo em receptores H, na célula parietal, desencadeando uma cascata de eventos
intracelulares, pois estes receptores sdo acoplados a proteina G. Quando ativados,
estimulam a adenilato ciclase com geragdo de adenosina 3’,5'-monofosfato ciclico
(AMPc), estimulando a bomba de prétons na célula parietal, resultando na secrecéo de
acido (JAIN et al., 2007).

A histamina também induz a secrecdo de forma indireta pela ligacdo a
receptores Hs acoplados a inibicdo da somatostatina (SCHUBERT e PEURA, 2008;
KAZUMORI et al, 2004).

Acetilcolina

A ACh, liberada pelas terminagGes do sistema nervoso entérico, esta
envolvida no controle de praticamente todas as fungbes do Trato Gastrointestinal, de
modo que a estimulacdo colinérgica causa um aumento da secrecdo acida gastrica
(TOBIN et al., 2009). A ACh estimula diretamente a secrecdo de acido através da
ligagdo a receptores muscarinicos tipo M3, o que ocasiona a elevacdo dos niveis
intracelulares de Ca™™ (YAO e FORTE, 2003). A ACh também pode aumentar a
secrecdo Acida gastrica demaneira indireta, através da estimulacdo de células ECL
secretoras de histamina.A ativacdo de receptores muscarinicos nas células G produz
estimulagdo da producdo de gastrina, e nas células D promove inibi¢do da secrecdo de

somatostatina.

2.1.2.2 - Mecanismos de inibicao da secrecao &cida géstrica

Somatostatina

A somatostatina € o principal inibidor da secrecdo éacida, atuando
diretamente nas células D da mucosa oxintica e pilérica (TOBIN et al., 2009; BITZIOU
e PATEL, 2012). No estbmago, as células produtoras de somatostatina estdo
intimamente ligadas a células alvo para somatostatina, como as células parietais, ECL e
células G, seja por via direta ou indiretamente pela circulacdo (SCHUBERT e PEURA,
2008). A acdo da somatostatina & mediada via cinco subtipos de receptores acoplados a
proteina G, SSTR1 a SSTR5.



Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) exercem efeito inibitérioda secrecdo &cida por
acdo direta nas células parietais ou indiretamente pela inibicdo de gastrina. Nas células
parietais, as PG inibem a secre¢do acida por inibir a secrecdo de histamina (ATAY et
al., 2000). As PGs, principalmente PGE2, inibem a secrecao acida através da ativacao
dos receptores EP3, os quais estdo acoplados a proteina G (HOOGERWERF e
PASRICHA, 2001; GANOG, 2003).

2.2 - Agressao e protecdo da mucosa gastrica

A mucosa gastrica é continuamente exposta a um amplo espectro de fatores
que podem contribuir para a génese das Ulceras pépticas, incluindo: variacbes de
temperatura, pH, osmolaridade, substancias enddgenas (pepsina, bile e acido cloridrico),
irritantes ingeridos como por exemplo, &lcool, produtos bacterianos,infec¢do da mucosa
géstrica pelo Helicobacter pylori, anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES), inibicéo
de sintese local de prostaglandinas E2 e 12 e éxido nitrico (SACHS et al., 1995;
ABDEL-SALAM et al., 2001; ADEYEMI et al., 2005; LAINE et al., 2008; SMOLKA
e BACKERT, 2012)

Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a mucosa gastrointestinal
apresenta fatores de protecdo (DONG e KAUNITZ, 2006). HA mecanismos locais e
neuro-hormonais, ambos atuando de forma dinamica, controlando o fluxo sanguineo da
mucosa, 0 aporte de leucdcitos, a taxa de descamacdo do epitélio, a secrecdo de muco,
HCI, bicarbonato e o sistema imunoldgico. Em condi¢Bes que possam comprometer a
acdo destes mecanismos, a mucosa gastrica passa a ficar mais susceptivel aos danos
induzidos por fatores irritantes luminais e/ou sistémicos (TULASSAY e HERSZENY],
2010).

Secregdo do muco alcalino, microcirculagdo da mucosa e motilidade agem
como fatores funcionais, enquanto que prostaglandinas e Oxido nitrico agem como
fatores humorais (TSUKIMI e OKABE, 2001; REPETTO e LLESUY, 2002).

O muco combinado ao bicarbonato secretado pelas células epiteliais
superficiais possui um papel-chave na protecdo gastrica, cuja efetividade esta regulada
pela sintese de PGs (FIORUCCI et al., 2001). Esta combinacao/barreira é formada pelo



gel mucoso, bicarbonato e fosfolipidios surfactantes, os quais cobrem a superficie da
mucosa Esta barreira retém ions bicarbonato secretados e, assim, mantém o pH
aproximadamente neutro na superficie das células epiteliais formando um micro-
ambiente estavel mesmo frente ao acido gastrico e adequado a cicatrizacdo em sitios
onde a superficie foi previamente danificada, acelerando o reparo (ALLEN e
FLEMSTRO, 2005).

A producéo de muco € estimulada por horm6nios como gastrina e secretina,
bem como por prostaglandina E2 (PGE2) e agentes colinérgicos (WALLACE, 2001;
PHILLIPSON et al., 2002; TANI et al., 2002; LAINE et al., 2008).

Substancias ulcerogénicas como os AINEs e sais biliares causam a
dissipacdo do muco, levando a lesdo gastrica. Ainda, bactérias do tipo Helicobacter
pylori podem liberar fosfolipases e ions amdnio, reduzindo a efetividade da lamina
hidrofébica do estdmago.

O rompimento da barreira muco-bicarbonato estimula outros mecanismos
protetores, incluindo a neutralizacdo intracelular do acido gastrico, reparo do epitélio e
manutencdo e distribuicdo do influxo sanguineo entram em acdo (TULASSAY e
HERSZENYI, 2010).

Um importante papel na protecdo contra danos & barreira de muco do
estdmago € feita pela microcirculacao gastrica (KWIECIEN et al., 2002 ), cuja funcéo é
distribuir oxigénio, nutrientes e hormonios aos tecidos. Participa da regulacdo da saida
do é&cido, producdo de muco, secrecdo de bicarbonato, remocdo dos produtos,
retrodifusdo de ions hidrogénio, e remoc¢éo de substancias toxicas da mucosa.

As PGs tém efeito na motilidade, secre¢do e citoprotecdo do TGI. As PGE2
secrecdo gastrica, chamado de citoprotecédo gastrica (TAKEUCHI et al., 2001).

A PGE2 em baixas concentracfes inibem a secrecdo &cida através da
interacdo com receptores EP3, enquanto que em concentragbes maiores estimulam a
secrecdo Acida atraves da interacdo com receptores EP4. Ambos o0s receptores estdo
presentes nas células parietais e nas células principais da mucosa gastrica (DING et al,
1997).

A PGl,e 0 NO mantem a viabilidade das células endoteliais e previnem a
aderéncia de plagquetas e leucocitos as paredes do endotélio vascular que poderia
comprometer a microcirculacdo gastrica, causando obstrucdo da microvasculatura
(GUTH, 1992; LAINE et al., 2008).



Adrenoceptores centrais e periféricos contribuem para o controle da
secrecdo acida pelas células parietais. O ramo simpatico do sistema nervoso autbnomo
promove a regulacdo do estimulo colinérgico sobre a secrecdo &cida pelas células
parietais. Apesar dos mecanismos inibitdrios centrais ainda ndo estarem completamente
elucidados, em nivel periférico foi demonstrado que a-2 adrenoceptores presentes na
membrana pré-sinaptica de terminais colinérgicos vagais modulam a secrecdo gastrica
através da inibicdo da liberagdo de ACh (BLANDIZZI et al., 1995).

2.3 - Ulcera gastrica

Ulcera é uma lesdo profunda na mucosa, onde tanto os componentes do
tecido epitelial e conjuntivo, como células do musculo liso, vasos e nervos podem ser
destruidos (MILANI e CALABRO, 2001).

Epidemiologicamente a gastrite € uma das desordens do TGI superior que
mais acomete a humanidade, o que a torna um importante problema de saude publica.
Diversos estudos sugerem que a sua etiopatogenia parece estar relacionada com o
desequilibrio entre os mecanismos de defesa (muco, bicarbonato, PGs e NO) e o0s
agentes agressores (acido gastrico e pepsina) da mucosa (SACHS et al., 1995; ABDEL-
SALAM et al., 2001; ADEYEMI et al., 2005; LAINE et al., 2008; SMOLKA e
BACKERT, 2012).

Além disso, outros fatores também podem alterar a protecdo da mucosa
gastrica como: estresse, deficiéncia alimentar, tabagismo, infeccdo bacteriana
(Helicobacter pylori), abuso de alcool e uso prolongado de AINES (CARVALHO,
2000; BELAICHE et al., 2002; JAHOVIC, et al., 2007). No entanto, em muitos casos a
gastrite parece ser o resultado da combinacdo de varios desses fatores (SMITH, 1989;
WALLACE, 2008).

Com relacdo ao uso de drogas licitas, como alcool etilico induz liberacdo de
endotelinas, degranulacdo de mastdcitos, inibicdo da sintese de PGs e diminuicdo da
producdo de muco, induz distdrbios na microcirculacdo e isquemia, resultando na
producdo de espécies reativas do oxigénio (PAN et al., 2008; SAMONINA et al.,
2004).

Com relacdo ao uso de AINEs por periodos prolongados, o efeito sistémico
mais importante em termos de induzir ulceracdo gastrica refere-se a habilidade dessas
drogas de suprimir a sintese de PGs (BELAICHE et al., 2002; WALLACE, 2008).



Portanto, considerando seu aspecto multifatorial, o tratamento da gastrite
ainda representa um desafio na clinica médica (SONNENBERG e EVERHART, 1996).
Felizmente, ensaios pré-clinicos utilizando modelos de Ulcera gastrica em pequenos
roedores tém contribuido sobremaneira para a elucidacdo dos eventos celulares e

moleculares que formam a base da etiopatogenia das Ulceras (SIEGMUNDO et al., 2002).

2.4 - Importantes sistemas e vias de regulacdo endégena na mucosa gastrica

2.4.1- Receptores opioides

O conceito de opioides atualmente engloba todas as substancias naturais,
semissintéticas ou sintéticas que agem como agonistas ou antagonistas nos receptores
opioides. Para promover desambiguagdo, o termo opiaceos pode ser usado para 0s
alcaloides de ocorréncia natural, como morfina e codeina (DUARTE, 2005, TRESCOT
et al., 2008).

Os opioides atuam sobre receptores especificos acoplados a proteinas G, que
podem ser ativados por mediadores enddgenos (peptideos opioides) ou por opioides
exogenos, como a morfina. Quatro tipos de receptores diferentes ja foram descritos: p
(mu para morfina), k (kapa para receptor de ketociclazocine), o (delta para deferente) e
N (de receptor para o peptideo nociceptina). A ativagdo de receptores p-opioides pre-
juncionais inibem a liberacdo de ACh mediando a atividade contratil da musculatura lisa
do TGl (GELMAN et al., 2010a; GELMAN et al., 2010b). Os receptores opioides
atuam em nivel central e periférico. Agonistas seletivos de receptores 6 e p-opioides
centrais exercem efeito protetor no modelo de Ulceras induzidas por etanol, ja os
agonistas dos receptores k-opioides (ISHIHARA et al., 2001) estimulam a secregéo
acida gastrica via neurdnios vagais colinérgicos (WALDHOER, et al.,2004).

A administracdo de baixas doses de opioides diretamente no SNC promove
gastroprotecdo, 0 mesmo ndo acontece quando administrado em doses subcutaneas. A
ativacdo periférica de receptores opioides (1 e 0) estd relacionada & maior produgdo de
NO e PGs, no modelo de lesdes induzidas pelo etanol, embora 0 mesmo ndo ocorra no
modelo produzido pela administracdo de AINES. O efeito gastroprotetor dos opioides é
alcancado em doses inferiores as utilizadas para promover analgesia (GYIRES et al.,
1997; GYIRES e RONAI, 2001; GYIRES et al., 2001).



Na metade do século XX o0s antagonistas opioides comecaram a ser
utilizados no tratamento da superdosagem de drogas agonistas, a fim de reverter a
depressdo respiratoria causada por essas drogas. A naloxona e a naltrexona, alil
derivados da oximorfona, sdo considerados antagonistas puros e interagem com 0s trés
tipos de receptores opioides (DUARTE, 2005). O primeriro antagonista a ser sintetizado
foi a naloxona, que apresenta grande afinidade por receptores p, sendo eficaz na
reversdo dos efeitos de agonistas opioides, inclusive os efeitos gastroprotetores
(FERRAZ, 1999; GYIRES et al., 2000; MARTIN, 1967).

2.4.2- Prostaglandinas

As prostaglandinas (PG) exercem vérias func¢Bes nas reagdes inflamatdrias
(MONCADA et al., 1973). A formacdo das PG esta sob o controle das isoenzimas
cicloxogenases 1 e 2 (COX-1 e COX-2). As prostaglandinas séo sintetizadas a partir do
acido araquiddnico (AA) por acdo da enzima cicloxigenase (COX). O AA é produzido a
partir de fosfolipidios da membrana celular, sob a acdo da enzima fosfolipase A2
(PLA2), ativada por estimulos quimicos ou mecanicos, sendo convertidos em
prostaglandinas no sitio catalitico das COX. A partir da descoberta de que o pré-
tratamento com PGs prevenia 0s danos causados por agentes necrotizantes na mucosa
gastrica, esta molécula tornou-se importante para a compreensao dos mecanismos de
protecdo da mucosa e de cicatrizacdo de ulceras (BRZOZOWSKI et al., 2005).

No inicio da década de 1990 foi demonstrada a existéncia de duas isoformas
da COX: COX-1 e COX-2. A isoforma anteriormente considerada constitutiva, COX-1,
é expressa levando a formacdo de pequenas quantidades de PG (SMITH et al., 1994)
envolvidas na regulacdo de funcgdes fisioldgicas como homeostasia renal, funcédo
plaquetéria e citoprote¢do da mucosa gastrica.

A segunda isoforma, COX-2, seria expressa em resposta a estimulos
inflamatorios (IL-1 e TNF) e mitogénicos em diferentes células (neutrofilos, monacitos,
macrdfagos e células endoteliais), contribuindo para producdo de grandes quantidades
de PG nos sitios inflamatorios (VANE e BOTING, 1995). A partir dessa observacao
foi entdo sugerido que a inibicdo da COX-2 seria responsavel pelos efeitos terapéuticos
dos AINES, enquanto que a inibicdo da COX-1 seria responsavel pela toxicidade desses
agentes. Atualmente existem 3 isoformas da COX, a saber: COX-1, COX-2 e COX-3,
sendo esta ultima um splincing variante da COX-1. As COX tipo 1 e tipo 2 apresentam



60% de homologia, sendo a diferenca entre elas ocasionada pelo tamanho da molécula
de RNA mensageira transcrita da COX-2 ser maior (4,5 Kb) que a da COX-1 (2,8 Kb)
(BOTTING, 2006).

As PGs atuam em receptores (EP,, EP,, EP3 e EP,4) acoplados a proteinas G
(SAMUELSSON et al., 1978). Os subtipos EP3; e EP,4 estdo presentes em praticamente
todos os tecidos, enquanto que a distribuicdo dos receptores EP; e EP, esta restrita a
rins, Utero, SNC e estdmago (USHIKUBI et al., 2000).

No estdbmago, as PGs exercem atividades gastroprotetoras atuando de
maneira diversa, podendo aumentar o fluxo sanguineo géstrico, a secre¢do do muco,
secrecdo do bicarbonato e reduz a secrecdo de acido cloridrico (PESKAR et al., 2002;
AIHARA et al., 2007). A inibicdo da sintese gastrintestinal de prostaglandinas pode
causar diminuicdo da secrecdo de muco, bicarbonato e do fluxo sanguineo da mucosa,
bem como aumento do numero de leucdcitos aderentes ao endotélio vascular da
microcirculacdo gastrintestinal. Consequentemente havera dificuldade no reparo de
danos epiteliais.

No TGI as PGs exercem algumas fungfes em comum com o NO de forma
que a supressdao de um desses mediadores pode ser compensada pelo estimulo da
producdo do outro. Entre estas fungdes estdo: estimulacdo da secrecdo de muco,
promocdo de cicatrizacdo e manutencdo do fluxo sanguineo (WALLACE, 2008). As
PGs também exercem efeito protetor de forma indireta pela inibi¢cdo da secrecdo de
histamina a partir das células ECL, diminuindo potencialmente a estimulacdo da
secrec¢do acida (SCHUBERT e PEURA, 2008).

Os AINES podem aumentar a susceptibilidade da mucosa a lesdes, por
reduzirem a producdo de PGs (FIORUCCI et al., 2001). Entretanto, sabe-se que a
prevencdo da adesdo leucocitaria induzida por AINES resulta em quase completa

protecao contra o dano gastrico associado a essas drogas em modelos animais.

2.4.3 - Oxido Nitrico (NO)

O NO é um mediador gasoso endégeno, moderadamente sollivel em agua e
sua meia-vida varia de 3 a 60 segundos. E produzido a partir da atividade de enzimas
intracelulares especificas que exerce papel regulatério importante, principalmente no
sistema cardiovascular e na inflamacdo (SZABO, 2010). Pode ser citotoxico,

vasodilatador e exercer acdo pro ou anti-inflamatoria, dependendo do tipo celular e do



estimulo. O NO ¢é produzido a partir do aminoacido arginina, na presenca de oxigénio
molecular e a oxidacdo da L-arginina a L-citrulina e NO € catalisada por uma familia de
trés isoformas de enzimas denominadas oxido nitrico sintases (NOS) (LANAS, 2008).

Em nivel gastrintestinal sdo expressas as duas isoformas constitutivas da
NOS: NOSe, no endotélio vascular e NOSn, no sistema nervoso entérico. A isoforma
induzida da NOS (NOSi) também € expressa, principalmente em macrofagos e
neutrofilos, embora também o seja no endotélio vascular e em neurdnios (LANAS,
2008). Durante o processo inflamatério no tecido gastrico ocorre um aumento na
expressao da isoforma induzivel, sugerindo a atividade de neutréfilos e macr6fagos na
gastrite (GUO et al., 2003).

O NO apresenta importantes funcdes no TGI, incluindo o controle do fluxo
sanguineo da mucosa, manutencdo da sua integridade e do tdnus vascular. O NO
também medeia 0 relaxamento ndo adrenérgico ndo colinérgico da musculatura
longitudinal e circular do esfincter esofagiano, estbmago, duodeno, intestino delgado e
esfincter anal interno. Ha dois mecanismos de acdo através do qual o NO regula essa
musculatura lisa. Um deles ocorre via producdo de GMPc. Independente de GMPc, se
da via oxidacéo de proteinas e lipidios no tecido gastrico. Dessa forma, 0 NO atua tanto
contribuindo para a manutencdo da homeostase do TGI, como também, em caso de
lesGes na parede do TGl (CERQUEIRA e YOSHIDA, 2002; LANAS, 2008).

O NO também protege o trato gastrintestinal atraves da inibicao da secrecéo
acida gastrica pelas células parietais e aumento da liberacdo de somatostatina pelas
celulas D; além de atuar também de forma indireta sobre as células ECL, causando
inibicdo da liberagéo de histamina (BERG et al., 2005).

Compostos sintéticos inibidores da producdo de NO incluem: L-NMMA -
N®-Methyl-L-arginine, aminoguanidina e L-NAME - N,,-Nitro-L-arginine methyl ester.
Em virtude de sua atividade inibitoria da producéo de NO, os anélogos da L-arginina, L-
NMMA ou o L-NAME aumentam a adesdo de leucécitos polimorfonucleares. Tais
agentes também revertem os demais efeitos do NO (KUBES et al., 1991; GRANIK e
GRIGOR'EV, 2002).

Tendo em vista que o aumento do [Ca®*] citosélico é um componente
central na secrecdo 4cida gastrica, a diminui¢do da [Ca®*] pelo NO causa diminuicdo da
secrecdo acida. O Ca*" facilita a reciclagem de membranas pela regulacdo do transporte

e acoplamento das tabulo-vesiculas com a membrana apical, sendo um elemento vital



na secre¢do, pois sua diminuicdo impede a translocagdo das H'/K*ATPases para a
membrana apical. Outro possivel efeito seria pelo aumento da velocidade de degradacao
do AMPc pela fosfodiesterase celular em virtude da ativacdo alostérica que o GMPc
exerce sobre esta enzima, que catalisa a degradacdo do AMPc (BERG et al., 2005). O
NO também inibe a secrecdo acida gastrica estimulada por histamina, sendo produzido a
partir de e agindo sobre células ECL. Estas atividades sugerem um papel de inibidor

paracrino fisiologico do NO na secrecdo acida (BERG et al., 2004).

2.4.4- Receptores a-2 adrenérgicos

Os receptores adrenérgicos ou adrenoceptores pertencem a familia de
receptores ligados a proteina G, e sdo alvos das catecolaminas. No TGI os receptores a-
2-adrenérgicos participam do controle de diversas fungdes como: inibicdo da secregdo
acida, motilidade e transito gastrintestinal (YOKOTANI et al., 1993).

O sistema nervoso simpatico gastrico atenua,de um modo geral, a atividade
nervosa parassimpatica. No TGI, as catecolaminas ligam-se aos receptores a-2-
adrenérgicos situados na membrana pré-sinaptica das terminac6es colinérgicas causando
inibicdo da liberacdo de ACh dos neurbnios parassimpéaticos. Além disso,
autorreceptores muscarinicos M3 parecem também inibir a liberacdo de ACh
(YOKOTANI et al., 1993). A maioria dos axbnios de neurdnios noradrenérgicos
localizam-se nos ganglios mioentéricos e submucosos, bem como nas proximidades de
arteriolas, sendo também encontrados na camada muscular circular e na mucosa do
estdbmago. Esta localizagdo estratégica pode estar relacionada com a importancia do
sistema nervoso simpatico no controle de fun¢Ges motoras e secretoras (DI PONTI et
al., 1996).

Os principais grupos de receptores adrenérgicos (a e ) sdo distribuidos em
diferentes niveis do TGI. O mesmo ocorre com a localiza¢éo dos subtipos de receptores
a-adrenérgicos (a-1 ¢ a-2). Os receptores al-adrenérgicos localizam-se na membrana
pos-sinadptica da célula muscular lisa e, em menor propor¢do, em neurdnios intrinsecos,
enquanto que os receptores o-2-adrenégicos estdo localizados tanto pré- quanto pos-
sinapticamente. Todavia, os a-2-adrenoceptores pré-sinapticos funcionam tanto como
autorreceptores, inibindo a liberacdo de norepinefrina de terminacBes nervosas
adrenérgicas, ou como heteroceptores, inibindo a liberacio de outros

neurotransmissores, especialmente ACh (DI PONTI et al., 1996).



A ativacdo de receptores o2-adrenérgicos resulta na diminuigdo lesbes na
mucosa gastrica em modelos de Ulcera tanto dependentes, quanto independentes de
acido. Diferentes subtipos de receptores a2-adrenérgicos estdo envolvidos no
mecanismo de gastroprotecdo (subtipo a-2B), e na modulacao motora (subtipo a2A), ou
seja, inibindo o esvaziamento e a motilidade do estomago (FULOP et al., 2005).

O efeito de agonistas a-2-adrenoceptores na secrecdo cida gastrica tem sido
estudado através do uso de agonistas como clonidina e outras drogas (guanfacina,
xilasina, guanabens, detomidine e medetomidine). Pequenas doses de clonidina sdo
capazes de inibir a secre¢do cida gastrica estimulada por atividade vagal. Tal inibigdo é
observada da mesma forma na secrecdo basal, sendo interpretada como resultado da
acdo da clonidina em «a-2-adrenoceptores localizados tanto periférica como
centralmente. Os agonistas a-2-adrenérgicos também reduz secrecdo basal de pepsina de
forma dose-dependente. A simples diminuicdo do efluxo de acetilcolina das terminacdes

nervosas pode explicar os resultados (TAZI-SAAD et al., 1992).

2.4.4.1- loimbina

A ioimbina é um alcaloide encontrado naturalmente nas espécies

Corynanthe Yohimbe (Yohimbe) e Pausinystalia johimbe (Rubiaceae), que atua como

antagonista seletivo dos receptores a2-adrenérgicos, sendo utilizado ha mais de seculo
como estimulante sexual. A ioimbina é utilizada como ferramenta farmacoldgica em
estudos que envolvem a elucidagdo da fungdo de a-2-adrenoceptores (ANDERSSON,
2001; AL-MAJED et al., 2006).

2.4.4.2- Clonidina

A clonidina € um agonista adrenérgico de acdo direta no receptor
adrenérgico a2, de acdo central e periférica, prescrito historicamente como agente anti-
hipertensivo, com efeito sedativo bradicéardico e descongestionante.

Estudos desde a década de 1980 mostram o efeito gastroprotetor da
clonidina, o qual age sobre a secrecdo acida, embora 0 mecanismo central ainda esteja
objeto de estudos (CHENG et al., 1981; BLANDIZZI et al., 1995).


http://pt.wikipedia.org/wiki/Pausinystalia_johimbe

A descoberta da acdo protetora gastrica da clonidina e a reversdo do seu
efeito pela ioimbina, bloqueador o-2 pré-sinaptico, demonstrou a atividade de
adrenoceptores a-2 nos mecanismos de protegédo gastrica (GYIRES et al., 2000).

anto adrenoceptores a-2 centrais quanto periféricos estdo envolvidos no
efeito gastroprotetor da clonidina. Os receptores a-2 periféricos estdo localizados nos
ganglios parassimpaticos intramurais, e sua estimulacdo diminui a descarga de
acetilcolina mediada pelo vago, diminuindo consequentemente a secrecdo 4acida
gastrica. A ativagdo de a-2 adrenoceptores no sistema nervoso central (SNC) inibe a
secrecdo acida géstrica, em um efeito claramente supra espinhal (GYIRES et al., 2000).

2.5 - Lesdo géstrica induzida por etanol

Uma maneira eficaz de se estudar a fisiopatologia de uma doenca é através
do desenvolvimento de modelos animais que reproduzam as principais manifestacdes
observadas em humanos com essa doenca. Neste sentido, 0 modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol em camundongos contribui para a investigacdo de ferramentas
farmacoldgicas que podem representar uma nova opcao terapéutica para a Ulcera
gastrica.

Esse modelo pode ser reproduzido por meio de gavagem (0,2 a 2,0 mL de
etanol) em diferentes concentragdes (50 a 100%). Passado um periodo de 30 minutos
apos a administracdo do etanol em ratos ou camundongos, é possivel encontrar erosées
hemorragicas e ulceras em um percentual que varia entre 10 e 40% da por¢éo glandular
do estbmago, dependendo da quantidade de etanol administrada. H& estudos que
mostram que as lesGes ocorrem entre 0 primeiro e o terceiro minutos apos a gavagem
(GLAVIN e SZABO, 1992). Estas lesdes aparecem na forma de eritema e erosdes
superficiais, com aspecto friavel e a hemorragia pode ser observada microscopicamente
(LIEBER, 1997).

O alcool representa um dos principais agressores da mucosa gastrica
humana, afetando a estrutura e funcdo de varios elementos do TGI, além de causar
efeitos no sistema nervoso central. A administracdo de etanol estd associada com a
alteracdo da secrecdo &cida, variando de acordo com a espécie e as concentracdes
utilizadas. Em seres humanos, bebidas com baixo teor de etanol (cerveja e vinho)

provocam grande estimulo de secrecéo &cida gastrica e a liberagédo de gastrina.



O mecanismo de acdo ulcerosa do etanol na mucosa gastrica parece ser
tanto local quanto sistémica, afetando a liberacdo de hormdnios e a regulacdo das
funcbes nervosas envolvidas na secrecdo acida. A exposicdo prolongada ao etanol
promove distarbios da microcirculagdo, comprometendo a estrutura da mucosa, uma vez
que inibe a absorcdo de nutrientes na parede intestinal e aumentaa absor¢do de toxinas
(BODE e BODE, 1997).

O etanol também pode promover reducdo da producdo de PGs, pois altera o
equilibrio do metabolismo do acido araquidénico em favor da producdo de leucotrienos,
aumentando a secrecdo &cida gastrica, podendo acarretar formagdo de lesdes
(TABUCHI e FURUHAMA, 1994).

2.6 - Considerac6es Gerais sobre Lectinas

Lectinas sdo proteinas ubiquas (SHARON e LIS, 2003) encontradas nos
seres unicelulares (YAMAGUCHI et al., 1998), animais pluricelulares (CHEN et al.,
1999; YE e NG, 2000) e vegetais (CAVALCANTI et al., 1990; COELHO e SILVA,
2000) que possuem habilidade de se ligarem reversivelmente e seletivamente a
carboidratos (LIS e SHARON, 1998). As lectinas representam um grupo
estruturalmente heterogéneo de proteinas, de origemndo imune, que apresentam
propriedades em comum de se unir a carboidratos com alta especificidade (CAVADA et
al., 2001).

O termo “lectinologia”, primeiramente referido por Potav (1968), ainda hoje
bastante aceito, enfatiza a existéncia de lectinas como precursoras de uma nova e
promissora ferramenta biotecnoldgica de vasto potencial e aplicabilidade.

Em 1954, o termo lectina, do latim legere (escolher, selecionar), foi
proposto por Boyd e Sharpleigh, enfatizando a propriedade de algumas proteinas de
aglutinarem seletivamente distintos tipos celulares (VAN DAMME et al.,, 1988;
ZATTA e CUMMINGS, 1992). Além disso, as lectinas podem se ligar a componente da
membrana das células sanguineas, ocasionando aglutinagdo, o que constitui o principal
atributo para a sua deteccao, purificagéo e caracterizacao (LIS e SHARON, 1998).

O termo lectina foi redefinido com base em critérios funcionais e
estruturais, sendo hoje empregado para designar todas as proteinas que possuem pelo
menos um dominio ndo catalitico que se liga reversivelmente e especificamente a mono
ou oligossacarideos (NEUMANS e VANDAMME, 1999).



De acordo com a estrutura, as lectinas foram subdivididas em quatro classes
distintas: merolectinas, hololectinas, quimerolectinas e superlectinas (PEUMANS e
VAN DAMME, 1995):

A) Merolectinas: lectinas que possuem um Unico dominio ligante a
carboidratos, portanto ndo aglutinam hemacias;

B) Hololectinas: possuem dois ou mais dominios ligantes a carboidratos, a
maior parte das lectinas pertece a esse grupo, pois se comportam como
hemaglutininas;

C) Quimerolectinas: caracterizam-se por uma fusdo de proteinas que
possuem pelo menos um dominio ligante a carboidrato ou outro dominio
com atividade catalitica;

D) Superlectinas: Séo lectinas que possuem 2 ou mais dominios ligantes a
carboidratos, sendo esses dominios tém especificidades para acuUcares

diferentes.

Vale ressaltar que a maioria dessas lectinas é encontrada nas plantas e animais
superiores. As lectinas nos animais e micro-organismos podem servir na comunicagao
celular, desenvolvimento, defesa, metastase tumoral e inflamacdo (CAVADA et al.,
2001, MONTE et al. 2013). Ja nas plantas servem como armazenamento ou transporte
de carboidratos em sementes, inibicdo de crescimento em fungo (SHARON e LIZ,
2003) ou atividade inseticida (TRIGUEIROS et al., 2003).

2.6.1- Lectinas vegetais

Lectinas vegetais vém sendo amplamente estudadas quanto a atividades
antifingica (YAN et al., 2005), bactericida, anti-viral, acdo anti-inflamatéria
(ASSREUY et al., 1999), pré-inflamatoria, antinociceptiva e antitumoral (ELSASSER-
BEILE et al., 2001; DE MEJIA e PRISECARU, 2005).

As plantas constituem uma rica fonte de lectinas e sua estocagem organica
ocorre em folhas, frutos, raizes, caules, tubérculos, bulbos, rizomas ou cascas
(RUDIGER, 1998) e predominantemente em sementes de muitas plantas (BOLINI e
CHISPEELS, 1978). Em virtude desse achado, a maioria das lectinas tem sido



purificadas e caracterizadas a partir de sementes de leguminosas, representando cerca de
10% do contetdo de proteina total. A maioria das lectinas nas sementes de leguminosas
esta localizada nos cotilédones que armazenam nutrientes e sdo usados na germinagao.

Vérias evidéncias indicam que as lectinas desempenham um papel no
mecanismo de defesa na planta, protegendo-as de micro-organismos fitopatogénicos
como bactérias e fungos, e até mesmo de animais predadores (PEUMANS e VAN
DAMME, 1995).

Levando em consideracdo suas sequéncias, informacgfes estruturais e
clonagem de genes, foi possivel subdividir as lectinas em sete familias (MURDOCK e
SHADE, 2002):

1. Lectinas de leguminosas;

2. Lectinas de curcubitéceas;

3. Lectinas ligadoras de manose em monocotiledéneas;
4. Lectinas ligadoras de quitina;

5. Lectinas semelhante a Jacalina;

6. Lectina semelhantes a amarantina;

7. Proteinas inovadoras de ribossomos (RIP’S) do tipo 2.

2.6.2 - Aplicacdes e atividades bioldgicas das lectinas vegetais

As fungodes fisiologicas das lectinas ndo estdo claramente definidas. Porém a
sua capacidade de se ligar especificamente a carboidratos ou substancias que os contém,
propocionando um imenso campo de aplicacdo bioldgica em diversas areas, como na
biotecnologia, agricultura, bioquimica, biomedicina, dentre outras, tornando-se teis em
diagnodsticos de doencas, tipagem sanguinea e identificacio de cepas de micro-
organismos, essas tém sido alvo de pesquisas no mundo inteiro (DANGUY et al., 1998;
GABOR et al., 2001;). Brando-Lima et al, 2005, mostra que as lectinas possuem tanto
propriedades inflamatéria bem como anti-inflamatéria, imunomoduladora ou
imunoestimulante.Uma vez que as interagdes mediadas pela lectina estdo envolvidas em
muitos processos patologicos, pode ser potencialmente Uteis como ferramentas ou
moduladores terapéuticos estes processos.

Estudos realizados com as lectinas de sementes de Dioclea violdcea e de D.

grandiflora demonstram a capacidade de causar apoptose de células T e inflamag¢ao em



ratos (BARBOSA et al, 2001), atividade analgésica e efeitos insulo-miméticos
(CAVADA et al., 2001). Esse ¢ um dos exemplos que podem citar da atuagdo das

lectinas.

2.7- Abelmoschus esculentus

Abelmoschus esculentus L. (popularmente conhecido como quiabo)
(FIGURA 4) é uma dicotiledénea anual, que se situa entre as hortaligas folhosas de alto
valor alimenticio, com ciclo vegetativo rapido, facil cultivo, resisténcia a pragas e alta
rentabilidade (COSTA et al., 1981), pertecente a familia Malvaceae, originario da
Etiopia — Africa. A. esculentus L encontra no Brasil condigbes excelentes para o seu
cultivo, principalmente no que diz respeito ao clima, sendo cultivado nas regides
Nordeste e Sudeste (SOARES, 2010; PENDRE et al., 2011). Desenvolve-semelhor nas
regides tropicais, subtropicais e naszonas temperadas, desenvolvendo-se bem em
temperaturas entre 18 e 35°C (CASTRO; GODOY e CARDOSO, 2007).

O quiabeiro possui a seguinte classificacdo filogenética: (1) Reino: Plantae;
(2) Divisdo: Magnolioplyta; (3) Classe: Magnoliopsidia; (4) Ordem: Malvales; (5)
Familia: Malvaceae; (6) Género: Albesmochus; (7) Espécie: Abelmoschus esculentus
(BAZAN, 2006). Conhecido popularmente com os seguintes nomes: Kacang Bendi, giu
kui, Okra, okura, Okro, Ochro, Quiabo, Okoro, Gumbo, Quimgombo, Bamieh, Bamya,
Quingumbo, Bamia, Ladies Fingers (dedos de senhora), Bendi, Gombo, Bhindi, Kopi
Arab (JAIN et al., 2012).

As folhas de quiabo sdo conhecidas por serem estreitas, podem ser
utilizadas como salada (ZHU; LIU e WANG, 2008). Além disso, sdo popularmente
indicados para tratamento de verminoses, diarreia, inflamacdo, irritagdo digestoria,
bronquite, pneumonias e tuberculose (LENGSFELD et al., 2004; BAZAN, 2006).

Os frutos do quiabo podem ser classificados com relagdo a forma da seccéo
transversal em angular ou circular (MULLER, 1982; PEDROSA, 1983; MOTA et al.,
2000). Os componentes responsaveis pela qualidade nutricional dos produtos sao
vitaminas, minerais, acUcares soluveis, amido, fibras, hemiceluloses e lignina (KAYS,
1991). Embora o quiabo ndo seja uma fonte rica de carboidratos, o fruto fresco oferece,
a nutricdo humana fibras, proteina e vitamina C (ARAPITSAS, 2008), e as sementes
sdo fontes principalmente de proteinas e 0leos (GOPALAKRISHNAN et al., 1982;
MOTA et al., 2000; OYELADE et al., 2003; DETERS et al., 2005 ; ADELAKUN et



al., 2009, SOARES et al., 2012). S&o utilizados na culinaria como espessante, uma vez
que estes apresentam alto contetido de mucilagem. E benéfico para o sistema digestivo,
contribui para o bom funcionamento do intestino, devido ao seu alto teor de
polissacarideos e microemulientes (ADELAKUN et al., 2011).

Alem de todos estes nutrientes, o quiabo também é conhecido por conter
propriedades medicinais. Na medicina tradicional, tem sido usado para o tratamento de
varias desordens, como cancer, infecgdes bacterianas, hipoglicemia, prisdo de ventre,
retencdo urinaria e inflamacdo (SOARES et al., 2012; MONTE et al., 2013). Outros
autores ainda estudam a composicgéo e a bioatividade de sementes de quiabo no combate
as celulas do cancer de colo (BOLIKAL et al., 2011). Ainda, essas sementes sdo ricas
em lectinas, que representam o objeto de estudo do presente trabalho. Estudo mostra
atividade anti-ulcerdgenica de extrato da mucilagem de sementes de A. esculentus
(JOSHI et al., 2011).

Portanto, a investigacdo da possivel atividade gastroprotetorada lectina
obtida a partir das sementes de A. esculentus L. podera contribuir sobremaneira para o
desenvolvimento de uma nova abordagem terapéutica para o tratamento da Ulcera
gastrica.

FIGURA 4.  Abelmoschus esculentus.

Fonte: http://commons.wikimedia.org/wiki/File:Abelmoschus_esculentus 01.JPG
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OBJETIVOS

Investigar o possivel efeito da lectina de Abelmoschus esculentus (AEL) em

modelo lesdo gastrica induzida por etanol e 0s possiveis mecanismos de acdo

envolvidos.

Especificos

Analisar o envolvimento dos receptores opioidesno efeito gastroprotetor da
lectina de Abelmoschus esculentus em modelo de lesdes gastricas induzidas por

etanol;

Investigar o envolvimento dos receptores a2-adrenérgicos no efeito
gastroprotetor da lectina de Abelmoschus esculentus em modelo de lesdes

géstricas induzidas por etanol;

Analisar a participagdo do oOxido nitricono efeito gastroprotetor da lectina de

Abelmoschus esculentus em modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol;

Investigar a participacdo de prostaglandinas da série E (PGE2) no efeito
gastroprotetor da lectina de Abelmoschus esculentus em modelo de lesdes

géstricas induzidas por etanol.



4 - MATERIAL E METODOS

4.1 — Animais

Foram utilizados camundongos Swiss machos (25-30 g) provenientes do
Bidterio Central do Campus do Pici da Universidade Federal do Ceard (UFC).

Os animais foram mantidos a 22 + 2°C, sob um ciclo de claro/escuro de
12/12 h, com agua e comida ad libitum. Entretanto, 24 horas antes do inicio dos
experimentos, os animais foram mantidos em jejum de solidos. Todos os esfor¢os foram
feitos para minimizar o sofrimento e o nimero de animais utilizados. Os experimentos
foram realizados de acordo com as Diretrizes para Cuidados e Usos de Animais de
Laboratério (COBEA/SBCAL) e foram aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa
Animal da Universidade Federal de Pernambuco (processo n° 23076009313/2003-04).

4.2 - Material Vegetal

No presente estudo foram utilizadas sementes de Abelmoschus esculentus,
popularmente conhecidos como quiabo, coletadas no municipio de Conde - Paraiba, e
transportadas a Universidade Federal da Paraiba para da identificacdo boténica, a
excicata encontra-se depositada no Herbario da UFPB sob n° JPB 41386, e para a
purificacdo da lectina segundo a metodologia desenvolvida por Soares et al. (2012) foi
realizada no BioGeR (Laboratorio de Bioquimica Genetica e Radiobiologia). A lectina
purificada foi utilizada para investigar o efeito gastroprotetor e 0 mecanismo de a¢ao em
modelo de lesdes gastricas induzidas por etanol no laboratério de Farmacologia na

Universidade Federal do Ceara, campus de Sobral.

Identificacdo Botanica

Para Preparo das excicatas, as folhas, galhos e frutos foram tratados,
prensados e secos, acondicionados em folhas de papel jornal. A temperatura aplicada
para secagem foi de aproximadamente, 38°C, por um periodo de 48 horas. Em seguida,
as excicatas foram enviadas ao Herbario da UFPB, que efetuou a caracterizagdo
botanica da espécie com base nas caracteristicas fisicas do material coletado. De acordo

com a caracterizacdo boténica, a espécie de Quiabo estudado foi identificado pela Profa.



Dra. Rita Baltazar de Lima, do Departamentento de Botanica da UFPB, como
pertecente a familia Malvaceae, cujo nome cientifico € Abelmoschus esculentus,

conforme caracteristicas do material coletado.

Extracdo da Lectina

A lectina, gentilmente cedida pela Profa. Dra. Tatiane Santi Gadelha, da
Universidade Federal da Paraiba (UFPB), foi obtida a partir das sementes maduras
de Abelmoschus esculentus, conforme descrito por Soares (2010).

As sementes foram trituradas, formando uma farinh, quefoi delipidada com
n-hexano. Para a obtencdo do extrato proteico a farinha de Abelmoschus esculentusfoi
colocada em contato por 3 horas em solugéo tampéo Tris-HCI 0,1 M, pH 7,4, com NaCl
0,15 M. O extrato foi centrifugado a 5.000 rpm a 4°C por 20 minutos, o precipitado foi
descartado e o sobrenadante submetido a precipitacdo por sulfato de aménio, obtendo-se
a fracdo lectinica na faixa de saturacdo 30-60%. A fracdo lectinica foi dialisada
exaustivamente contra agua, e depois liofilizada. Apo6s a liofilizacdo, a lectina presente
na fragdo 30-60% foi isolada por meio de cromatografia de troca ibnica em DEAE-
Sephacel, equilibrada com fosfato de sddio bibasico 0,025 M, pH 7,4. A coluna foi
lavada com 0 mesmo tampéo de equilibrio para a retirada das proteinas néo retidas na
fase estacionaria da coluna cromatografica. A eluicdo da lectina foi feita com gradiente
de fosfato desddio bibasico 0,025 M, pH 7,4, e NaCl 1 M. A eluicdo foi monitorada por
espectrofotdbmetro em comprimento de onda de 280 nm. A lectina de Abelmoschus
esculentus, apos eluida, foi dialisada contra 4gua, congelada e liofilizada, estando pronta

para as analises.

4.3 - Drogas e Reagentes

Todos os reagentes utilizados apresentavam grau de pureza e propriedades
analiticas adequadas. Os reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho

foram:

- Ranitidina (Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A. - Guarulhos, SP,
Brasil);



- Morfina (Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos LTDA (ltapira, SP,
Brasil);

- loimbina da Apsen Farmacéutica (Santo Amaro, SP, Brasil),

- Clonidina,Naloxona , Indometacina, Hidrocloreto de Nw-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME) e o hidrocloreto de L-arginina metil éster (L-Arg) (Sigma Aldrich
(St. Louis, MO, USA);

- Etanol e formaldeido obtidos (Vetec Quimica Fina Ltda, Duque de Caxias,
RJ, Brasil);

- Misoprostol (Biolab Searle, Independéncia, SP, Brasil);

Todas as drogas foram solubilizadas em solucdo 0,9% de NaCl estéril

(salina).

4.4 - Ulcera géstrica induzida por etanol

A Ulcera géstrica foi induzida pela administracdo de etanol 99,9% (0,2
mL/animal) em camundongos submetidos a jejum de 24 h. Os animais (n = 6/grupo)
foram pré-tratados com a lectina de Abelmoschus esculentus — AEL (has concentragdes
de 0,01; 0,1 ou 1 mg/kg; i.v.), ranitidina (80 mg/kg; p.o.) ou salina (5 mL/Kkg; i.v.) 30
min ou 60 antes da administracdo do etanol. Um grupo adicional ndo-tratado consistiu
de camundongos que receberam (i.v.) apenas salina. Os animais foram anestesiasos e
eutanasiados por tracdo cervical 30 min apds o procedimento lesivo. Os estdbmagos
foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura, lavados em solucéo salina,
fixados entre placas de petri e fotografados (Sony Cyber-shot Dsc-h2) em resolucdo de
72 dpi (2816 x 2112 pixels). Lesbes hemorragicas ou ulcerativas foram medidas e
comparadas a area total de cada estbmago atraves do programa de planimetria
computadorizada ImageJ® (National Institutes of Health, 9000 Rockville Pike,
Bethesda, Maryland, USA).

4.5 - Anélise histopatoldgica



A porcao glandular dos estémagos foi fixada em formol tamponado 10%
durante 24 h, sendo, depois, embebida em parafina. Sec¢des de 4um de espessura foram
desparafinizadas, coradas em hematoxilina-eosina (H & E) e examinadas em
microscopio optico. Os espécimes foram avaliados por uma patologista (K.M.A.P.) em
estudo cego, de acordo com os critérios de Laine et al. (2008) que inclui: perda de
células epiteliais (escore: 0-3), edema na mucosa (escore: 0-4), hemorragia (escore: 0-

4), e presenca de células inflamatdrias (escore: 0-3).

4.6- Investigacao do possivel mecanismo de acdo de AEL

4.6.1 - Papel do éxido nitrico (NO) na gastroprotecédo de AEL

Camundongos (6/grupo) receberam AEL (1 mg/kg; i.v.), L-Arg (600mg/kg,
i.p.), ou salina (5ml/kg; i.v.). O dano gastrico foi induzido 30min apos os tratamentos
com AEL ou salina, e a administragdo de L-Arg. L-NAME (20 mg/kg; i.p.), um inibidor
ndo-especifico da 6xido nitrico sintase (NOS), foi administrado 15 minutos antes dos
tratamentos acima descritos. Os animais foram eutanasiados, sob anestesia, 30 min apds
administracdo do etanol, e os estdmagos removidos e avaliados conforme descrito no
item 4.5.

4.6.2 -Papel das prostaglandinas na gastroprotecdo de AEL

Camundongos (6/grupo) foram tratados com AEL (1 mg/kg; i.v.),
misoprostol (50 pug/kg; p.o.), ou salina (5 ml/kg; i.v.) 30 min antes da indugédo do dano
gastrico. Indometacina (20 mg/kg; p.o.) foi administrada 2 h antesdos tratamentos
acimas descritos. Ap6s 30 min, os animais foram eutanasiados e tiveram seus

estdmagos avaliados descrito no item 4.5.



4.6.3 - Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo de AEL

Camundongos (6/grupo) foram tratados com AEL (1 mg/kg; i.v.), morfina
(5 mg/kg; s.c.), ou salina (5 ml/kg; i.v.) 30 min antes da inducdo do dano gastrico. A
participacdo de receptores opioides foi avaliada pela administracdo de naloxona
(2 mg/kg; i.p.) 15 min antes dos tratamentos descritos. Apos 30 min, os animais foram

eutanasiados e tiveram seus estdbmagos avaliados como descrito no item 4.5.

4.6.4 - Envolvimento dos receptores a2-adrenérgicos na gastroprotecao deAEL

O envolvimento de receptores a-2-adrenérgicos foi avaliado pela
administracdo de ioimbina (2 mg/kg; s.c.) em camundongos (6/grupo) 20 min antes da
administracdo de AEL (1 mg/kg; i.v.), clonidina (0,05 mg/k; p.o.), ou salina (5 mL/kg;
i.v.). O dano etandlico foi promovido 1 h apés estes tratamentos. Ap6s 30 min, 0s
animais foram eutanasiados e tiveram seus estdmagos avaliados como descrito no item
4.5.

4.7 - Analise estatistica

Os valores foram expressos como média + E.P.M. Para a é&rea
ulcerativa/hemorragicautilizou-se ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para
multiplas comparacdes. Para andlise histopatologica utilizou o teste de Kruskal-Wallis
seguido pelo teste de Dunn para mdaltiplas comparacdes. As diferencas foram

consideradas significativas quando p < 0,05.



FIGURAS. Efeito da lectina das sementes de Abelmoschus esculentus na gastropatia induzida

por etanol. AEL foi administrada por via i.v. Ap6s 30 min, etanol absoluto (0,2 mL por
animal) foi administrado por gavagem. O grupo controle foi tratado com salina. O dano
gastrico foi quantificado apds 30 min. Os resultados foram expressos como média + EPM

para cada grupo de 6 camundongos.

°p < 0,05 em relac&o ao grupo NT, * p < 0,05 em relag&o ao grupo etanol+salina. ANOVA

seguida pelo teste de Bonferroni para multiplas comparacdes.

5- RESULTADOS

5.1 Efeito da lectina das sementes de Abelmoschus esculentusna lesdo gastrica

induzida por etanol

A administracdo de etanol (0,2 mL/camundongo) produziu estriacbes
hemorragicas agudas na mucosa gastrica. O tratamento com AEL (1 mg/kg) reduziu
significativamente (p < 0,05) a area percentual de lesGes gastricas, em comparacao ao
grupo que recebeu apenas o veiculo (salina). Este efeito de AEL ndo foi diferente

estatisticamente (p > 0,05) do exercido pela ranitidina (FIGURA 5).

5.2. Estudo histopatolégico das mucosas gastricas de animais submetidos a inducéo

de gastropatia por etanol

A TABELA 1 ilustra a capacidade do etanol em induzir perda de células
epiteliais e edema, assim como a formacdo de hemorragia no tecido gastrico. A
admininstracdo de AEL (1mg/kg) reduziu de forma significativa (p < 0,05) a gravidade

dos parametros avaliados.
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5.3. Papel do Oxido Nitrico na gastroprotecio de AEL

A administragdo simultanea de etanol e L-NAME (20 mg/kg, i.p.) produziu
dano hemorrégico que foi parcialmente revertido pela injecdo de L-Arg (600 mg/kg,
i.p.). Em ambas as situagdes, com ou sem pré-tratamento com L-NAME, a AEL (1
mg/kg) reduziu significativamente (p < 0,05) a &rea lesada (6,35 + 1,698 versus 32,0 +

3,638 e 6,957 + 1,532 versus 34,49 + 7,166 area lesada %, respectivamente) (FIGURA
6).



TABELAL Efeito protetor da lectina Abelmoschus esculentus sobre o aspecto microscdpico das

lesdes gastricas induzidas pelo etanol. A tabela ilustra valores de mediana seguidos por
escores maximo e minimo (entre parénteses).

°p < 0,05 em relacdo ao grupo NT,* p < 0,05 comparado ao grupo etanol+salina. Teste de
Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn.

Grupo experimental Hemorragia Edema Perda de células
(n=+6) (escore 0 —4) (escore 0 —4) epiteliais (escore 0 — 3)

Salina 0 0 0

Etanol + Salina 2(0 -4)5 2 (0—3)6 2,5 (1—3)8

Etanol + Ranitidina 0(0-1)* 0(0-2)* 1(0-3)*

Etanol + AEL(0,01 mg/kg) 0,5(0-2) 2(0-3) 1(0-2)*

Etanol + AEL(0,1 mg/kg) 0,5(0-2) 2(0-3) 1(0-2)*

Etanol + AEL(1 mg/kg) 1(0-2)* 0,5(0-3)* 10-2)*




FIGURA 6. Auséncia de envolvimento do Oxido Nitrico na gastroprotegio da lectina de AEL em
modelo de gastropatia induzida por etanol. Os animais foram tratados (i.v.) com salina
(Sal), L-Arg (600 mg/kg) ou AEL (1 mg/kg). Uma segunda série experiemental com
administracdo prévia de L-NAME (20 mg/kg) avaliou a participacdo do NO no efeito da
AEL. Os resultados estéo expressos como media + EPM para cada grupo de seis animais.
®p < 0,05 em relacdo ao grupo NT.* p < 0,05 em relacéo ao grupo etanol+salina. # p<0,05
em relacdo ao grupo etanol+L-NAME+salina. ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni
para multiplas comparagdes
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5.4 - Papel das prostaglandinas na gastroprotecdo de AEL

A administracdo simultanea de etanol e indometacina - INDO (20 mg/kg; p.o.)
produziu dano hemorragico que foi parcialmente revertido pela inje¢do de misoprostol
(50 pg/kg; p.o.). Em ambas as situacdes, com ou sem pré-tratamento com INDO, AEL
(1 mg/kg) reduziu significativamente (p < 0,05) a area lesada (11,52 + 2,78 versus
46,88 + 5/41; 7,28 + 1,93 versus 54,64 + 6,09 area lesada %, respectivamente)
(FIGURA 7).

5.5 - Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo de AEL

O tratamento com morfina (5mg/kg; i.p) protegeu significativamente (p < 0,05) a
mucosa gastrica contra o dano produzido pelo etanol. De forma semelhante, a
administracdo de AEL (1 mg/kg) protegeu de forma significativa (p < 0,05) a mucosa
géstrica contra o efeito do etanol (7,2 + 1,9 versus 49 + 5,4 &rea lesada - %). O pré-
tratamento com naloxona (2 mg/kg; s.c.) reverteu os efeitos protetores da AEL (1
mg/kg) (57,6 = 7,4 versus 47,6 £ 7,1 area lesada %) (FIGURA 8).

5.6 - Envolvimento dos receptores a-2-adrenérgicos na gastroprotecédo de AEL

O tratamento com clonidina (0,05 mg/kg; v.0.) protegeu significativamente (p <
0,05) a mucosa gastrica contra o dano produzido pelo etanol. A administracdo de AEL
(1 mg/kg) protegeu de forma significativa (p < 0,05) a mucosa géastrica dos
camundongos contra o efeito do etanol (7,2 + 1,9 versus 49 + 5,4 area lesada %). O pré-
tratamento com ioimbina (2 mg/kg; s.c.), entretanto, reverteu os efeitos protetores da
clonidina e da AEL (1 mg/kg) 58,6 + 7,7 versus 56,1 + 8,3 area lesada %) (FIGURA 9).



FIGURA 7. Auséncia de envolvimento de prostaglandinas na gastroprotecdo de AELem modelo
de gastropatia induzida por etanol.Os animais foram tratados (i.v.) com salina (Sal),
misoprostol (50 pg/kg) ou AEL (1mg/kg). Uma segunda série experimental com
administracdo prévia de indometacina (20 mg/kg; p.o) avaliou a participagdo de PGs no
efeito da AEL. Os resultados estéo expressos como media + EPM para cada grupo de seis
animais. °p < 0,05 em relagdo ao grupo NT. “p < 0,05 em relacéo ao grupo etanol+salina. *
p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol+indometacina+salina. ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni para multiplas comparacdes.
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FIGURA 8.
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Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo da AEL em modelo de
gastropatia induzida por etanol.Os animais foram tratados (i.v.) com salina (Sal),
morfina (5 mg/kg) ou AEL (1mg/kg). Uma segunda série experimental com administracao
prévia naloxona (2mg/kg) avaliou a participagdo dos opioides no efeito da AEL. Os
resultados estdo expressos como média + EPM para cada grupo de seis animais. °p < 0,05
em relag&o ao grupo NT. " p < 0,05 em relag4o ao grupo etanol+salina. ANOVA seguido

pelo teste de Bonferroni para maltiplas comparagdes..
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FIGURA 9. Envolvimento de receptores a-2-adrenérgicosna gastroprote¢do de AEL em modelo
de gastropatia induzida por etanol.Os animais foram tratados (i.v.) com salina (Sal),
clonidina (0,05 mg/kg) ou AEL (1mg/kg). Uma segunda série experimental com
administracdo prévia de ioimbina (2 mg/kg) avaliou a participagdo dos receptores o-2-
adrenérgicos. Os resultados estdo expressos como média + EPM para cada grupo de seis
animais.’p < 0,05 em relac&o ao grupo NT."p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol+salina.
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para maltiplas comparaces.
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6- DISCUSSAO

Este trabalho explorou as propriedades gastroprotetoras da lectina de
Abelmoschus esculentus (Malvaceae) em camundongos, utilizando o modelo de Ulcera
gastrica induzida por etanol, um dos mais utilizados na avaliacdo de atividades
antiulcerogénicas em animais. A ingestéo de etanol caracteriza-se pelo desenvolvimento
de lesBes géastricas em seres humanos (LAINE e WEINSTEIN, 1988). Os possiveis

mecanismos de acdo do efeito gastroprotetor de AEL também foram analisados.

Neste modelo usado, o etanol absoluto é o principal fator que leva ao dano
intenso da mucosa gastrica, promovendo o aparecimento de mdltiplas bandas
hemorragicas ao longo eixo da por¢do glandular do estbmago (MINCIS et al., 1995).
Um dos objetivos deste estudo foi investigar o possivel efeito da lectina da farinha de A.

esculentus no modelo de Ulcera géastrica por etanol em camundongos.

O efeito protetor de AEL no modelo de lesbes gastricas induzidas por
etanol, foi evidenciado apds a administragdo da lectina AEL (1mg/kg) demontrando ser
capaz de diminuir significativamente o aparecimento das bandas hemorragicas,
semelhante a Ranitidina (80mg/kg) que também ofereceu protecdo. A atividade
gastroprotetora de AEL foi evidenciada pela reducdo do percentual de area gastrica
lesionada pelo etanol nos camundongos. Nossos resultados séo consistentes com outros
estudos anteriores sobre os efeitos gastroprotetores observados para outras lectinas
(VASCONCELOS et al., 2010; ABDON et al., 2012). O estudo farmacoldgico do
extrato da mucilagem de sementes de A. esculentus realizado por Joshi e colaboradores
(2011) ja comprovara seu efeito antiulcerogénico no modelo de Ulcera gastrica induzida
por etanol em camundongos. A lectina obtida apartir da farinha das sementes de AEL
utilizados no atual trabalho apresentou a mesma atividade gastroprotetora. Além de
poucos trabalhos etnofarmacologicos, estudos farmacoldgicos especificos com lectina
de AEL mostraram sua atividade anti-tumoral, anti-inflamatdria, anti-nociceptiva, e de
hemaglutinagdo. Tais estudos demonstraram auséncia de citotoxicidade sobre as
hemacias (SOARES et al., 2012; MONTE et al., 2013). Sabitha e colaboradores (2011)
e Kumar e colaboradores (2009) mostraram a seguranca de A. esculentus no teste de

toxicidade aguda e crbnica, ndo sendo registrados, nesses trabalhos, sinais deletérios ou



mortalidade dos animais (camundongos) ap6s adimininstracdo de altas doses. Esses
resultados somados ao uso empirico pela comunidade sugerem seguranca para o uso de
AEL (MAGANHA et al., 2010).

No oriente, a mucilagem das sementes de A. esculentus apresenta diversas
atividades, sendo usada no tratamento de Ulcera gastrica, Ulcera duodenal e diabetes
(LENGSFELD et al., 2002; AMEENA et al., 2010).

As lesbes gastricas induzidas por etanol representam um modelo classico,
extensamente utilizado para avaliacdo da atividade anti-ulcerogénica/citoprotetora de
novos compostos. Esta bem descrito que o etanol exerce sua acdo lesiva através da
agressdo fisica da mucosa, causada pelo seu efeito direto sobre a mesma,
caracterizando-se por esfoliacdo, erosdo do epitélio, lesdo vascular da mucosa e necrose
celular (MIZUl e DOTEUCHI, 1983; SZABO et al., 1985).

No presente estudo ndo foi detectado infiltrado de células inflamatérias em
nenhum grupo experimental, provalvelmete devido ao curto intervalo de tempo entre
administracdo do etanol e eutanasia dos animais (30 min), como observado em outros
estudos. Os resultados obtidos para os demais parametros microscopicos avaliados
corroboram com os achados da macroscopia, nos quais a AEL exerceu efeito protetor da
mucosa gastrica, tendo em vista a diminui¢cdo dos escores de hemorragia, perda de
células epiteliais e edema. Considerando os parametros da analise histopatolégica da
mucosa gastrica apés o desafio com o etanol, dados do nosso laboratorio (SILVA et al.
2012) confirmam os resultados obtidos (SLOMIANYet al., 1979; TRIOS et al., 2010)
que mostraram que a adminstracdo de etanol absoluto causa lesbes na mucosa gastrica,
caracterizadas pela a formacdo de edema submucoso, além de hemorragia e perda de
células epiteliais. Tais lesdes sdo provocadas pelo efeito direto do etanol e também por

mediadores locais que sao liberados (citocinas, radicais livres, outros).

Desta forma, considerando o efeito gastroprotetor de AEL (1mg/kg), um
estudo do (s) seu (s) possivel (is) mecanismo (s) de acdo foi delineado. A atividade
gastroprotetora de um farmaco pode envolver mecanismos moleculares diferentes e,
muitas vezes, complementares, promovendo resisténcia da mucosa ou uma diminuicao
de fatores agressivos ou ambos (RODRIGUES et al., 2010). Neste sentido,
investigamos o envolvimento de 6xido nitrico, prostaglandinas, receptores opioides e a-

2-adrenérgicos na atividade gastroprotetora de AEL. Em todos esses ensaios utilizou-se



AEL na dose de 1 mg/kg, uma vez que essa foi a dose minima que exerceu efeito

gastroprotetor nos ensaios preliminares.

A literatura relata que o éxido nitrico atua complementando o efeito
gastroprotetor promovido pelas prostaglandinas, ou seja, podem agir de forma
cooperativa (SAKAI et al., 1995; WALLACE e GRANGER, 1996; MUSCARA e
WALLACE, 1999). Sabe-se também que o NO é capaz de aumentar a permeabilidade
vascular e a producao de prostaglandinas (RANG et al., 2004).

O o6xido nitrico (NO) é um potente vasodilatador que promove fluxo
sanguineo adequado, representando um mediador crucial na defesa da mucosa
gastrointestinal. Ainda, 0 NO estimula a secrecdo de muco, promovendo cicatrizacao e
manutencdo do fluxo sanguineo basal da microcirculacdo gastrica e do fluxo em
resposta ao &cido gastrico (WALLACE, 2006; TULASSAY e HERSZEENYI, 2010).
Desta forma, drogas que blogueiam a sintese de NO agravam as lesfes associadas ao
etanol, e esses efeitos sdo reduzidos pela administracdo de L-arginina (substrato da
NOS). Portanto, a utilizacdo de inibidores da sintese de NO, como o L-NAME, foi
realizada para avaliar o possivel envolvimento desta via sobre o efeito gastroprotetor de
AEL. A analise dos resultados com AEL mostram que o efeito gastroprotetor é
independe da formacdo de NO, uma vez que o pré-tratamento com L-NAME,
antagonista da sintese de NO, ndo influenciou na capacidade de AEL em proteger a

mucosa gastrica apos o desafio com etanol.

As Prostaglandinas, particularmente PGE2 e PGI2 (prostaciclina),
desempenham um papel muito importante na modulagdo da defesa e reparo
gastrointestinais (WALLACE e MA, 2001; HIGUCHI, 2010). A acdo gastroprotetora
das PGs é mediada pelo aumento na producdo de muco e secrecdo de bicarbonato,
modulacdo da secrecdo do &cido gastrico, inibicdo da liberagdo de mediadores
inflamatorios por mastécitos e pela manutencdo do fluxo sanguineo (BATISTA et al.,
2004). Os efeitos benéficos dos andlogos de prostaglandinas, como o misoprostol
(analogo da PGE1) em seres humanos foram observados em doses que produzem
inibicdo significativa da secrecdo acida gastrica (WALLACE, 2008; PALILEO e
KAUNITZ, 2011).

Para avaliarmos, uma efetiva participacdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor de AEL, utilizamos o misoprotol, bem como indometacina, inibidor dual
de COX-1e COX-2, que reduz a producéo de PG.



Os resultados obtidos mostraram que o misoprostol (50ug/kg), reduziu
significativamente o aparecimento das lesdes gastricas induzidas por etanol, quando
comparadas com grupo controle. Esses resultados ja mostrados na literatura
(HOLLADER et al., 1984), indicam que o aparecimento de Ulceras € inibido pela
liberacdo de PG na mucosa géastrica. lgualmente, o efeito protetor do misoprostol foi
revertido pela administracdo de indometacina. Mesmo ap6s o tratamento com
indometacina, o efeito de AEL ndo foi modificado. Portanto, a protecdo exercida por
AEL ocorre independentemente da supressdo das PG exercida pela indometacina. Além
disso, a protecdo do AEL foi similar a observada para o grupo que recebeu misoprostol.
Juntos, esses resultados sugerem que o mecanismo de acdo de AEL provavelmente ndo

esta relacionado a producéo de PGs.

Os opioides exercem efeito protetor no modelo de lesbes gastricas induzidas
por etanol e tanto receptores mu quanto delta parece estar envolvido nesta atividade
(GYIRES et al., 2000). De fato, a ativacdo de ambos 0s receptores (mu e delta) esta
relacionada com maior producdo de NO e prostaglandinas no modelo de lesdes gastricas
induzidas pelo etanol (GYIRES et al., 2001). Estes receptores podem ser ativados por
mediadores opioides enddgenos ou exdgenos como morfina e derivados. A ativacdo dos
receptores mu no TGI inibe a liberacdo de acetilcolina, reduzindo secrecdo acida e
contratilidade da musculatura lisa (GELMAN, 2010).

Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores opioides no efeito
gastroprotetor de AEL foi utilizada morfina, que promoveu reducdo no percentual de
lesdo gastrica; e naloxona (antagonista opioide ndo-seletivo), que reverteu o efeito da
morfina. Entretanto, na presenca da naloxona o efeito gastroprotetor de AEL ndo se
manifestou, sugerindo, portanto, que este efeito, no modelo de Ulcera gastrica induzida

por etanol em camundongos, parece depender da ativacdo de receptores opioides.

Os receptores a-2-adrenérgicos centrais e periféricos promoveminibi¢doda
secrecdo acida gastrica, da motilidade e do transito gastrintestinal. O papel de receptores
a2-adrenérgicos centrais na regulacao gastrica ainda ndo esta completamente elucidado
com relacdao a motilidade géstrica, porém, a ativacao de receptores a2B esté relacionada

a protecéo do estomago (FULOP et al., 2005).

Os receptores a-2-adrenérgicos pré-sindpticos dos terminais colinérgicos do
nervo vago modulam a secrecao gastrica através da inibicdo da liberacéo de acetilcolina

(BLANDIZZI et al., 1995). A acetilcolina liberada de neurdnios po6s-ganglionares



estimula diretamente a célula parietal, via receptores muscarinicos subtipo M3. Por
outro lado, a ACh também age indiretamente pela ativacao de receptores muscarinicos
subtipos M2 e M4 presentes na superficie das células D das glandulas gastricas,

inibindo a secrecdo de somatostatina.

Neste estudo, o pré-tratamento dos animais com clonidina, agonista dos
receptores a-2-adrenérgicos, reduziu o percentual de lesdo gastrica induzida por etanol,
demonstrando a modulacdo pelo sistema adrenérgico nesse modelo animal. O pré-
tratamento dos animais com ioimbina, antagonista dos receptores a-2-adrenérgicos,
reverteu os efeitos gastroprotetores tanto da clonidina quanto de AEL, sugerindo o
envolvimento dos receptores a-2-adrenérgicosno mecanismo de acdo gastroprotetor da

lectina.

As analises sugerem que AEL previne a gastropatia induzida por etanol em
camundongos, atuando tanto pela via opioide, responsavel pelo aumento da producgéo de
muco e bicarbonato, quanto pela via adrenérgica, especificamente via receptores o.-2-

adrenérgicos, inibindo a secre¢do de HCI.



7- CONCLUSAO:

A lectina das sementes de Abelmoschus esculentus apresenta atividade
gastroprotetora no modelo de gastropatia induzida por etanol absoluto.

O mecanismo de acdo envolvido na atividade gastroprotetora ndo esta
relacionado com o aumento da producéo de 6xido nitrico ou de prostaglandina, porém

envolve a participagdo de receptores opioides e a-2-adrenérgicos.
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