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RESUMO

A Ulcera géstrica é uma doenca prevalente no mundo inteiro e os medicamentos utilizados no
seu tratamento, embora eficientes, apresentam efeitos colaterais. Uma terapia alternativa para
esta doenca seria 0 uso de preparacOes derivadas de produtos naturais. Lonchocarpus sericeus
é uma espécie utilizada popularmente como anti-inflamatério, analgésico e para tratar
distarbios gastrointestinais. O presente trabalho investigou a atividade protetora e cicatrizante
géstrica do extrato hexanico de sementes de L. sericeus (LsHE). A composi¢do quimica foi
determinada e os constituintes majoritarios foram avaliados in silico. O potencial gastroprotetor
foi analisado em lesBes gastricas induzidas por etanol e por indometacina em camundongos.
Nestes modelos foram examinados o conteudo de muco e marcadores do estresse oxidativo e
da inflamacéo. Além disso, foi investigada a acdo de LSHE sobre possiveis vias de sinalizagao
e sobre a secrecdo gastrica. Seu potencial cicatrizante foi analisado em lesdes gastricas
induzidas por acido acético em ratos. Além disso, foi avaliada a toxicidade por doses repetidas
e marcadores do estresse oxidativo e da inflamacdo. Oito componentes foram identificados em
LsHE, sendo os majoritarios os &cidos oleico, palmitico e beénico. Na analise in silico foram
previstas caracteristicas favoraveis a absorcao gastrointestinal, biodisponibilidade e auséncia
de toxicidade. O pré-tratamento com LSHE reduziu a area da leséo géstrica e restaurou 0 muco
nos modelos de lesdo induzida por etanol e por indometacina. Em ambos os modelos, o pré-
tratamento aumentou os niveis de catalase, glutationa e superdxido dismutase e reduziu os
niveis de malondialdeido e mieloperoxidase em comparacdo com camundongos nao tratados.
A inibicdo das vias de sinalizacdo relacionadas a prostaglandinas e 0xido nitrico reverteu o
efeito gastroprotetor apresentado por LsHE nas lesdes induzidas por etanol, mas esse efeito ndo
foi totalmente revertido pelo bloqueio dos canais de potéassio ou dos receptores vanildides
transitorios. LsHE foi capaz de aumentar o pH e reduzir a acidez e volume de secrecao gastrica
para niveis semelhantes aos de animais controle em modelo de ligacdo de piloro. O tratamento
com LsHE por sete dias, reduziu a area e o volume da lesdo gastrica induzida por acido acético,
aumentando a taxa de cicatrizacdo quando comparado a ratos ndo tratados. LSHE nao promoveu
alteracdes que indicassem toxicidade. O tratamento também aumentou os niveis de catalase e
glutationa e reduziu os niveis de superdxido dismutase, malondialdeido e mieloperoxidase em
comparagdo com ratos ndo tratados. Em conclusdo, LSHE exerce um efeito protetor contra
lesGes gastricas induzidas por etanol e por indometacina e um efeito cicatrizante em les6es

gastricas induzidas por acido acético, possivelmente seus efeitos estdo relacionado ao aumento



de fatores protetores da mucosa géstrica, a modulagdo da secrecdo &cida e a diminuicdo da

inflamagé&o nos tecidos.

Palavras-chave: Lonchocarpus sericeus; Gastroprotecdo; Ulcera; Cicatrizago.



ABSTRACT

Gastric ulcers are a disease prevalent worldwide, and the drugs used to treat them, although
effective, have side effects. An alternative therapy for this disease would be the use of
preparations obtained from natural products. Lonchocarpus sericeus is a species popularly used
as an anti-inflammatory and analgesic agent, as well as for the treatment of gastrointestinal
disorders. In the present work, the protective and gastric healing effects of hexane extract of L.
sericeus seeds (LSHE) were investigated. The chemical composition was determined and the
main constituents were evaluated in silico. The gastroprotective potential was analyzed in
ethanol- and indomethacin- induced gastric lesions in mice. In these models, mucus content and
markers of oxidative stress and inflammation were studied. In addition, the effect of LsHE on
possible signaling pathways and on gastric secretion was investigated. Its healing potential was
analyzed in acetic acid-induced gastric lesions in rats. In addition, repeated-dose toxicity and
markers of oxidative stress and inflammation were investigated. Eight components were
identified in LsHE, the most important of which were oleic acid, palmitic acid, and behenic
acid. In silico analysis predicted properties favorable for gastrointestinal absorption,
bioavailability, and absence of toxicity. Pretreatment with LsHE reduced the area of gastric
damage and restored mucus in both ethanol- and indomethacin-induced injury models. In both
models, pretreatment increased levels of catalase, glutathione, and superoxide dismutase and
reduced levels of malondialdehyde and myeloperoxidase compared with untreated mice.
Inhibition of prostaglandin and nitric oxide-related signaling pathways reversed the
gastroprotective effect of LsHE in ethanol-induced lesions, but this effect was not fully reversed
by blocking potassium channels or transient vanilloid receptors. LsHE was able to increase pH
and reduce gastric acidity and secretory volume to levels similar to control animals in a pyloric
binding model. Seven days of treatment with LsHE reduced the area and volume of the acetic
acid-induced gastric lesion and increased the healing rate compared with untreated rats. LsHE
did not promote changes indicative of toxicity. Treatment also increased the levels of catalase
and glutathione and reduced the levels of superoxide dismutase, malondialdehyde, and
myeloperoxidase compared with untreated mice. In conclusion, LsHE exerts a protective effect
against gastric lesions induced by ethanol and indomethacin and a healing effect in gastric
lesions induced by acetic acid, and its effect may be related to the increase of gastric mucosal

protective factors, modulation of acid secretion, and decreased inflammation in tissues.
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1. INTRODUCAO

A Ulcera gastrica é uma doenca prevalente no mundo inteiro, esta doenca caracteriza-se
por uma lesdo que afeta toda a integridade da mucosa, podendo estender-se desde o limen do
estdbmago até as camadas musculares (BENVENUTTI et al., 2020). As ulceras ocorrem quando
existe um desequilibrio entre os mecanismos protetores e os fatores agressores presentes no
estdbmago. Entre os mecanismos de protecdo gastrica estdo a producdo de mucinas, a liberacdo
de peptideos e prostaglandinas, a renovacao celular continua e o fluxo sanguineo adequado. Por
outro lado, entre os fatores agressivos estdo a liberagdo excessiva de acido cloridrico, a ingestdo
de alcool, o uso de anti-inflamatérios ndo esteroidais (AINES) e a presenca da bactéria
Helicobacter pylori (AZIZ et al., 2019; HE et al., 2022). Embora varios mecanismos estejam
relacionados a patogénese das Ulceras gastricas, todos eles convergem de forma a causar um
comprometimento da camada protetora de células epiteliais, levando a liberacdo de espécies
reativas de oxigénio (ROS) e a um consequente aumento do estresse oxidativo na regido
(DEJBAN et al., 2020).

Antigamente, as Ulceras eram controladas cirurgicamente e isso causava altas taxas de
morbidade e mortalidade. A introdugéo dos antagonistas dos receptores H2 de histamina causou
uma diminuicdo de 85% nos processos cirdrgicos para o tratamento desta doenca (FAZALDA
et al., 2018; KUNA et al., 2019). Atualmente, o tratamento medicamentoso é indicado para
gastrites e Ulceras ndo complicadas e inclui, além dos antagonistas dos receptores H2,
antiacidos, inibidores da bomba de prétons (IBPs) e antibidticos quando for verificada a
presenca de H. pylori. No entanto, esses medicamentos podem ter eficacia limitada, gerar
reacOes adversas e interagdes medicamentosas (PARK et al., 2019). Desta forma, tém sido
estimuladas pesquisas relacionadas a terapias alternativas, que sejam eficazes, mas que gerem
menos efeitos colaterais (ZHOU et al., 2020). Vérias plantas ja foram descritas na literatura
como detentoras de propriedades antiulcerogénicas e estas agem através de diversos
mecanismos, principalmente devido ao aumento de fatores protetores da mucosa gastrica, de
efeitos anti-inflamatorios e de propriedades antioxidantes (KUNA et al., 2019).

Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth é uma espécie da familia Fabaceae, que esta
presente principalmente na América central, América do Sul e no Continente Africano. No
Brasil sua distribui¢do é bem frequente, sendo conhecida no sertdo nordestino como “ingazeiro”
(GBIF SECRETARIAT, 2022; TOZZI, 1989). A planta é popularmente utilizada na Africa para

tratar a epilepsia, para estimular o apetite, para tratar distirbios estomacais e constipagdo
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intestinal (OYEDEJI et al., 2015). As folhas sdo usadas como remédio de amplo espectro e a
casca € usada para tratar dores no corpo, artrite, reumatismo, desnutricdo e algumas doencas de
pele (ABDULLAHI et al.,, 2021; EMMANUEL; ONYEKACHI; UCHENNA, 2020). As
sementes de L. sericeus sao ricas em fitoquimicos como flavondides, antocianinas, carotenoides
e varias vitaminas, sendo consideradas uma boa fonte de antioxidantes com alta capacidade de
sequestrar radicais livres (OYEDEJI et al., 2015). Na literatura, L. sericeus é caracterizado pela
presenca de atividade antiagregante plaquetaria (FONTENELE et al., 2005), hepatoprotetora
(AGBONON; GBEASSOR, 2009), antiedematogénica (FONTENELE et al., 2009), anti-
inflamatoria (EMMANUEL; ONYEKACHI; UCHENNA, 2020), analgésica (EMMANUEL;
ONYEKACHI; UCHENNA, 2020) e anticonvulsivante (ABDULLAHI et al., 2021). Essas
atividades foram descritas em varios extratos, fragdes e constituintes isolados de raizes, cascas
e folhas de L. sericeus.

Apesar do relato de uso popular de L. sericeus no tratamento de distarbios gastricos,
ainda ha poucas informacdes sobre seu real potencial farmacolégico e, principalmente, sobre
0s mecanismos de acdo por tras deste potencial. Este estudo, portanto, avaliou o efeito protetor
e/ou cicatrizante gastrico de um extrato de sementes de L. sericeus e sugeriu alguns mecanismos

envolvidos por tras desta atividade.
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2. REFERENCIAL TEORICO

2.1 Anatomia e fisiologia gastrica

O sistema digestivo inclui o trato gastrintestinal (TGI) e os 6rgdos acessorios da
digestdo, glandulas salivares, figado, vesicula biliar e pancreas. O TGI atravessa a cavidade
torécica, onde fica localizado o esdfago, e a cavidade abdominal, que acomoda o estbmago,
intestino delgado (duodeno, jejuno e ileo) e intestino grosso (cécum, colon, reto, canal anal e
anus). A funcdo geral do TGI é digerir os nutrientes ingeridos, por meio de complexos processos
de secrecdo de enzimas digestivas, e absorver 0s nutrientes essenciais (carboidratos, proteinas,
gorduras, minerais e vitaminas) (MEERVELD; JOHNSON; GRUNDY, 2017).

O estdmago ¢ a estrutura mais dilatada do TGI. Todos os vertebrados com mandibulas
possuem estbmago como uma por¢do muscular caracteristicamente curvada do canal alimentar
proximal. Esta estrutura € importante para o armazenamento de alimentos e principalmente para
uma digestdo preliminar em um ambiente &cido (KIM; SHIVDASANI, 2016).
Anatomicamente, conforme podemos visualizar na figura 1, o estbmago humano é dividido
basicamente em trés regides anatémicas: cardia, fundo/corpo e antro. Ele também apresenta
uma curvatura maior, na margem esquerda gastrica, € uma curvatura menor, na direita. A cardia
fica proxima a regido da juncdo gastresofagica e suas glandulas secretam principalmente
muco. O fundo/corpo compreende cerca de 80% do estbmago e contém as glandulas
oxinticas. O antro é a regido localizada préximo ao esfincter pilorico, que separa o estdmago
do duodeno, e contém as glandulas piloricas (SHEH; FOX, 2013).

A digestdo é a principal funcdo do estbmago. Para isso, a mucosa e 0s musculos
estomacais, sdo responsaveis pelas secrecfes gastricas para dissolver o alimento e pelas
contracdes para triturar e empurrar o alimento até o esfincter pilérico (SENSQY, 2021). O suco
gastrico, secretado pelo estdmago, é composto principalmente por acido cloridrico e por
enzimas proteoliticas, que fornecem o ambiente necessario para a desnaturacédo de proteinas e
facilitam a absorcdo de nutrientes. Esse ambiente acido também desempenha um papel
importante auxiliando na eliminacdo de microrganismos patdgenos que podem ser ingeridos
(SHEH; FOX, 2013).
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Figura 1: Desenho esquematico do estdmago humano delimitando diferentes regides.
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FONTE: Imagem da internet <https://aprenda.bio.br/anatomia/anatomia-e-estruturas-do-estomago/>

A mucosa gastrica secreta de 1,2 a 1,5 litros de suco gastrico por dia. Durante a digestéo,
0 pH do Iumen estomacal alcanca valores entre 1 e 2 e isso requer células especializadas. As
células parietais sdo as responsaveis por produzir e secretar grandes quantidades de ions de CI
e de H" e por manter o ambiente acido do estomago (SCHUBERT, 2010). O processo de
secre¢do gastrica consiste em trés fases: cefalica, gastrica e intestinal. A fase cefalica comeca
antes que o alimento chegue ao estdmago, sendo ativada pelos sentidos da visdo, olfato e
paladar. A fase gastrica se inicia com a presenca dos alimentos, sendo responsavel por 70% da
secrecdo. A fase intestinal comeca quando o alimento comeca a chegar ao duodeno, envolvendo
principalmente processos inibitorios da secrecdo (SENSQY, 2021).

A secrecdo de acido gastrico deve ser rigorosamente regulada para ndo exceder 0s
fatores de protecdo da mucosa gastrica. Um desequilibrio nos mecanismos de protecdo ou sobre
a regulacdo da secre¢do de acido pode levar a doencas gastrointestinais como Ulceras gastricas
(EL-SERAG et al., 2014). Existem varios mecanismos que regulam a secrecdo gastrica,

mecanismos paracrinos (histamina), enddcrinos (gastrina) e neurais (acetilcolina). Esses
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mecanismos envolvem a intercomunicacdo de células parietais com celulas especializadas da
mucosa gastrica (células enterocromafins - ECL no corpo/fundo do estbmago, células G no
antro e células D no antro e corpo/fundo do estdmago) e neurdnios (ARIN et al., 2017).

Os moduladores da secrecdo acida gastrica podem atuar estimulando ou inibindo a
secrecdo. A acetilcolina, gastrina e histamina sdo as principais moléculas que atuam
estimulando a bomba de prétons e consequentemente controlando a secrecdo de &cido cloridrico
pela célula parietal (Figura 2). Essas moléculas interagem com receptores presentes nas células
parietais associados a duas grandes vias de transducdo de sinal: a via dependente do
monofosfato ciclico de adenosina (AMPc), onde a histamina age, e a via de sinalizacéo
dependente de célcio, onde agem acetilcolina e gastrina. As duas vias ativam as proteinas
quinases e resultam na ativacdo da bomba de prétons (H" /K™ -ATPase) (BITZIOU; PATEL,
2012).

Figura 2: Mecanismos de controle da secrecdo de acido gastrico pelas células parietais.
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de adenosina); ADP (difosfato de adenosina); H+ /K+ ATPase (bomba de prétons).
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A acetilcolina é um neuroquimico com diversas func¢des no cérebro e em outros sistemas
organicos do corpo. Este neurotransmissor € liberado por fibras pds-sinépticas de neurénios do
sistema nervoso central (SNC) e entérico principalmente durante a fase cefalica da secre¢do de
suco gastrico. Ele estimula a secrecdo gastrica de duas maneiras: Diretamente, via receptor
muscarinico M3 na célula parietal; e indiretamente, via receptor M1 nas células
enterocromafins (ECL) estimulando a secrecdo de histamina. Os receptores muscarinicos M2 e
M4 também estimulam de forma indireta a secrecdo gastrica através da inibicéo da secrecdo de
somatostatina, um hormaénio inibidor da secre¢do gastrica. A somatostatina age principalmente
durante a fase intestinal, inibindo a secrecao de gastrina e de histamina e, desta forma, reduzindo
a secrecdo acida (SAM; BORDONI, 2022).

A gastrina e o principal hormonio envolvido na indugéo da secrecdo acida gastrica, ela
€ um estimulador endogeno que também pode induzir a secre¢do por mecanismos diretos e
mecanismos indiretos. A gastrina é liberada tanto durante a fase cefélica, como durante a fase
gastrica (CZINN; BLANCHARD, 2011). Este hormonio é secretado pelas células G do
estdmago e atua de maneira direta ligando-se a receptores de colecistocinina tipo 2 (CCK-2)
nas células parietais, e de maneira indireta quando se liga a receptores CCK-2 encontrados nas
células enterocromafins (ECL). Esta ligacdo nas celulas ECL estimula os receptores a
secretarem histamina e induz a secrecdo de acido cloridrico pelas células parietais, sendo o
principal mecanismo por trds da secrecdo de suco gastrico (FOURMY; GIGOUX; REUBI,
2011).

A histamina medeia inimeras func¢@es no organismo através de seus quatro subtipos de
receptores acoplados a proteina G transmembrana. O receptor de histamina do tipo 2 (H2) esta
envolvido na producdo de acido gastrico e, por conta disso, esse receptor € o alvo farmacologico
de diversos medicamentos (ALONSO et al., 2015). Como citado anteriormente, a secrecao de
histamina estimulada pela gastrina é o principal mecanismo de secrecdo gastrica. A histamina
fica armazenada em vesiculas secretoras presentes nas células ECL e quando esta célula é
estimulada pela gastrina ocorre a sua liberacdo e posterior ligacdo aos receptores H2 presentes
nas células parietais (FALUS; POS; DARVAS, 2011). Quando os receptores H2 sdo ativados
pela histamina eles induzem um aumento na concentracgéo citosélica de monofosfato ciclico de
adenosina (AMPc). O AMPc aumenta as concentracdes intracelulares de célcio, ativa a proteina
quinase A (PKA) e esta fosforila proteinas envolvidas no processo de ativacdo da bomba de
prétons, consequentemente isso resulta na liberacdo da secrecdo acida géastrica (ALONSO et
al., 2015).
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De forma bem geral, a bomba de prétons (H* /K" -ATPase) pode ser ativada de trés
maneiras: através da ligacdo da acetilcolina a receptores M3, através da ligacdo de gastrina a
receptores CCK2 e através da ligacdo de histamina a receptores H2. A histamina eleva as
concentragdes intracelulares de AMPc e a acetilcolina e a gastrina elevam as concentracoes
intracelulares diretamente de calcio. Tudo isso acarreta a ativacdo da bomba prétons. No estado
de repouso, essa bomba fica em compartimentos vesiculares citoplasmaticos da célula parietal.
Quando a célula parietal recebe o estimulo secretor pela ligagdo de algum dos agentes
moduladores, as vesiculas movem-se para a regido apical das células e se fundem a membrana
plasmética ativando o funcionamento da bomba (IMHANN et al., 2016; SANTOS; RAO,
2016).

A meia-vida da bomba protons é de apenas 50 horas e estima-se que aproximadamente
25% das bombas de prétons sdo sintetizadas todos os dias (IMHANN et al., 2016). Essa bomba
troca ions de hidrogénio intracelulares (H) por ions de potassio extracelulares (K*) e isso
ocorre contra um gradiente de concentragdo, na forma de transporte ativo, consumindo para
isso adenosina trifosfato (ATP). Este mecanismo ocorre juntamente com extrusdo do ion cloro
(CI") via canais de cloreto e potassio também na membrana apical das células parietais. Os ions
CL" se associam aos fons H* para formar, no limen gastrico, a solucdo de &cido cloridrico

presente na secrecao gastrica e essencial para a digestdo dos alimentos (SHIN; KIM, 2013).

2.2 Ulcera gastrica

A Ulcera é um disturbio gastrointestinal prevalente no mundo inteiro e suas
complicacBes aumentaram muito nas Ultimas décadas, sendo inclusive, causas de
morbimortalidade. E uma das doencas mais dolorosas e de acordo com uma nova estatistica
afetara 1 em cada 10 pacientes durante a vida (BEIRANVAND, 2022; PARK et al., 2019). No
Brasil apesar de ser uma doenca frequente, sua prevaléncia € desconhecida, pois sdo poucos 0s
estudos de base populacional que quantificam sua magnitude. A doenca é considerada um
relevante problema de saude publica, frequentemente associada a perda na qualidade de vida e
crescentes gastos no tratamento das suas complicacdes (OLIVEIRA et al., 2015).

A apresentacdo tipica de um paciente com Ulcera € a dor epigastrica que piora apos a
alimentacdo. Geralmente também ocorre nausea leve e saciedade precoce, onde o individuo
relata se sentir satisfeito mais cedo ou depois de comer uma quantidade bem menor que a

habitual. Os pacientes costumam descrever a dor como aguda ou ardente que normalmente ndo
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irradia. O achado mais comum no exame fisico é a sensibilidade epigéstrica. Os sintomas
podem continuar por semanas ou meses antes que 0s pacientes procurem ajuda médica
(WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022). Pacientes com Ulcera péptica ndo tratada geralmente
apresentam sintomas recorrentes devido a cura espontanea e recaida enquanto o fator causal
persiste. Sangramento, perfuracdo ou obstrucao da saida gastrica sdo as principais complicacdes
da doenga (LANAS; CHAN, 2017).

As Ulceras sdo geralmente encontradas no estdmago ou no duodeno. Quando
encontradas no estdmago sdo chamadas de Ulceras gastricas, quando encontradas no duodeno
sdo chamadas de Ulceras duodenais. As Ulceras também podem ocorrer no eséfago e no
diverticulo de Meckel (SOUZA et al., 2016). As Ulceras gastricas se apresentam como uma
quebra na barreira mucosa do revestimento do estbmago e tem didmetro superior a 5 mm.
Acometem toda a espessura da mucosa, incluindo camadas mais profundas da parede géastrica
e podendo atingir a camada muscular (BENVENUTTI et al., 2020). Do ponto de vista
histopatoldgico, a Ulcera possui margens claras que penetram na submucosa e no musculo.
Frequentemente estdo presentes detritos inflamatorios na superficie epitelial e na submucosa.
Tambeém podemos encontrar diversos pontos de fibrose e vasos sanguineos espessados
(WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022).

A lesdo normalmente ocorre quando existe um desequilibrio entre os mecanismos
protetores e os fatores agressivos do sistema gastrico. A mucosa gastrica apresenta diversos
mecanismos de defesa responsaveis pela manutencdo da sua integridade. No entanto, alteracdes
nessas defesas devido a presenca de um ou mais fatores agressores podem causar erosdo e
ulceragcdo. Muitas vezes a doenca € multifatorial e resulta da interacdo de diversos fatores
agressores juntos (LIU et al., 2015; MIRANDA et al., 2015).

Os fatores de risco para o desenvolvimento de Ulceras gastricas sao principalmente a
idade e a cronicidade do uso de AINEs. O tabagismo também é um fator importante para o seu
desenvolvimento, aumentando o risco relativo em duas vezes, em relacdo a nao fumantes. Nao
existem diferencas relacionadas ao sexo, portanto a prevaléncia de Ulceras gastricas entre
homens e mulheres € semelhante. Nos Estados Unidos, a prevaléncia de Ulceras gastricas em
individuos com 60 anos ou mais se aproxima de 50%. As estimativas também estipulam que
cerca de 25% dos usuarios cronicos de AINEs, desenvolverdo Ulceras gastricas em algum
momento da vida (KAYALI et al., 2018).

E importante entender que essa doenca € evitavel e tratavel. Os pacientes podem ser

tratados de maneiras diferentes, dependendo da etiologia da sua Ulcera. Desta forma, a causa
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que realmente ocasionou a doenca deve ser investigada antes do inicio do tratamento (WOOLF;
REHMAN; ROSE, 2022). As etiologias mais comuns das Ulceras gastricas incluem uma
infeccdo bacteriana por Helicobacter pylori e a perda de prostaglandinas gastricas associada ao
uso de AINES. Etiologias menos comuns incluem infeccéo viral por citomegalovirus, radiacao,
quimioterapia, obstrucdo da saida gastrica, cancer e doenca de Crohn. O fator comum a essas
etiologias é que elas promovem a ruptura da barreira e expdem a mucosa géstrica aos efeitos
prejudiciais do acido naturalmente presente no estbmago (SCIDA et al., 2018).

Cerca de 80 a 90% das Ulceras gastricas resultam de H. pylori e/ ou do uso de AINEs.
H. pylori é uma bactéria em forma de espiral que cresce no trato digestivo. Segundo Barchi et
al. (2018), esta bactéria esta presente na mucosa do estdbmago de 45 a 50% dos seres humanos
em todo o mundo. As baixas condi¢Bes socioeconémicas na infancia séo os fatores de risco
mais importantes para a infec¢do por H. pylori (EUSEBI; ZAGARI; BAZZOLI, 2014). Trata-
se de uma bactéria com a qual as pessoas tém contato ainda muito jovens, especialmente em
paises em desenvolvimento e/ ou com status socioecondmico baixo e agregados familiares com
muitas pessoas (BARCHI et al., 2018). Embora a maneira de transmissao da infeccao ainda ndo
seja clara, a transmissdo interpessoal parece ser a rota principal. A bactéria pode ser transmitida
de pessoa para pessoa através do contato direto com saliva, vémito ou materia fecal (DIACONU
etal., 2017; EUSEBI; ZAGARI; BAZZOLI, 2014).

As caracteristicas clinicas de uma infeccdo por H. pylori variam de gastrite
assintomatica a graves doencas gastrointestinais (DIACONU et al., 2017). Embora as infeccdes
normalmente ndo apresentem sintomas, podem facilmente levar a gastrites complicadas e
Ulceras (AMERICAN COLLEGE OF PHYSICIANS, 2015). Essas bactérias induzem uma
resposta inflamatdria no hospedeiro que leva a uma resposta epitelial com degeneracéo e lesdo
do tecido. A sintomatologia vai depender da viruléncia das bactérias presentes e de fatores
enddgenos dos mecanismos de defesa do proprio hospedeiro (BARCHI et al., 2018).

A infeccdo por H. pylori vem diminuindo constantemente nas ultimas décadas,
principalmente nos paises industrializados, enquanto a prevaléncia de Glcera associada ao uso
de AINEs estd aumentando (CARLI et al., 2015). AINEs como indometacina e ibuprofeno,
estdo entre os farmacos mais utilizados no mundo. Estes medicamentos sdo utilizados como
agentes antipiréticos, anti-inflamatorios e analgésicos. Eles sdo utilizados no tratamento de
dores musculares, condicGes artriticas, dismenorreia, enxaquecas, apds trauma agudo, dentre
outros (GHLICHLOO; GERRIETS, 2022). Os AINEs sdo a segunda causa mais comum de

Ulceras gastricas no mundo. Eles tém boa eficicia e uma longa histdria de uso clinico, mas
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podem causar Ulceras que podem chegar a ter complicagdes fatais. Devido ao uso generalizado
de AINEs, as toxicidades gastrointestinais associadas tém implicacdes substanciais para o
sistema de saude (ATCHISON; HERNDON; RUSIE, 2013).

Os pacientes que usam AINEs tém um risco relativo multiplicado por quatro para o
desenvolvimento de Ulceras gastricas, quando comparados as pessoas que ndo usam. No
entanto, a toxicidade gastrointestinal com o uso destes medicamentos é mais alta em pacientes
com fatores de risco (CASTELLSAGUE et al., 2012). O uso concomitante de AINEs com
inibidores seletivos da recaptacdo de serotonina, corticosteroides, antagonistas da aldosterona
ou anticoagulantes também aumenta substancialmente o risco de sangramento gastrointestinal
(MASCLEE et al., 2014). Em pacientes usuérios de AINEs, mas que ndo apresentam fatores de
risco, apenas 0,4% apresentam eventos adversos. No entanto, o risco sobe para 9% nos

pacientes com multiplos fatores de risco (BHALA et al., 2013).

2.3 Modelos animais para o estudo da Ulcera gastrica

Os modelos animais desempenham um papel significativo nas pesquisas que visam
entender a Glcera géstrica. E necessario ter modelos experimentais crediveis que possam ser
usados para avaliar compostos com potencial atividade na protecdo e no tratamento de Ulceras.
Os modelos animais também podem servir como ferramentas para ajudar a entender melhor os
mecanismos fisiopatologicos por tras da lesdo, como mecanismos antisecretores,
gastrocitoprotetores, gastrocicatrizantes e antioxidantes subjacentes a compostos com efeitos
antiulcerosos (ADINORTEY et al., 2013).

As Ulceras gastricas podem ser induzidas em diversas espécies animais, mas a maioria
dos experimentos é realizada em roedores. A escolha de um modelo animal adequado pode ser
bastante dificil jA& que cada modelo apresenta suas vantagens e suas desvantagens
(ADINORTEY et al., 2013). O uso de diferentes modelos, em um mesmo estudo, deve ser
considerado para investigar e tratar as lesdes da mucosa gastrica. Os modelos mimetizam lesdes
fisioldgicas, mas cada modelo possui caracteristicas distintas de lesdo, entdo podem e devem
ser utilizados de forma complementar (SIMOES et al., 2019).

Dentre os modelos experimentalmente utilizados para testar ou avaliar o potencial anti-
Ulcera dos compostos temos: Ulceras gastricas induzidas por etanol, Glceras gastricas induzidas
por AINES, ulceras gastricas induzidas por estresse de imersdo em &gua ou estresse de restricao

e frio, Ulceras gastricas induzidas por acido acético, Ulceras gastricas induzidas por histamina,
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Ulceras pépticas induzidas por ligagdo do piloro, Ulceras gastricas induzidas por reserpina,
Ulceras gastricas induzidas por serotonina, Ulceras pépticas induzidas por dietilditiocarbamato
(DDC), ulceras induzidas por azul de metileno, Ulceras géstricas induzidas por isquemia-
reperfusdo, Ulceras duodenais induzidas por cisteamina, Ulceras duodenais induzidas por
indometacina-histamina, Ulceras gastricas induzidas por &cido ferro-ascorbico, Ulceras
induzidas por &cido acético mais H. pylori (ADINORTEY et al., 2013).

Dentre os modelos apresentados, os mais utilizados, sozinhos ou em associagao, séo 0s
modelos de Ulceras gastricas induzidas por etanol, por AINES, por estresse de imersdo em agua
ou de restricdo e frio e por acido acético. Esses modelos sdo relativamente simples e altamente
reproduziveis, além disso, a formacéo das lesGes ulcerativas através deste modelos envolve um
desequilibrio entre os fatores agressores e 0s mecanismos protetores da mucosa gastrica, da
mesma forma em que ocorrem as lesdes nos seres humanos (ALMEIDA et al., 2012).

O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol é amplamente utilizado principalmente
pelos rapidos resultados, ja que o etanol induz Ulceras por acéo direta sobre a mucosa. Ha muito
tempo se sabe que o consumo de alcool pode desencadear a inflamacdo da mucosa gastrica,
entdo etanol foi um dos primeiros agentes utilizados quando se trata da inducéo de Ulcera. O
etanol penetra no tecido gastrico e causa danos diretos as membranas. Esses danos aumentam
a permeabilidade da mucosa ao acido gastrico presente no estdbmago e isto, juntamente com a
liberacdo de produtos vasoativos de mastocitos, macrofagos e células sanguineas, leva a necrose
das células e consequentemente a formacao de ulceras gastricas (REPETTO; LLESUY, 2002;
SIMOES et al., 2019).

O etanol também estimula a secrecdo &cida gastrica, causa desequilibrios nos processos
antioxidantes celulares e reduz o fluxo sanguineo, levando a lesdes microvasculares. O modelo
de lesdo gastrica induzida por etanol pode ndo ser util ou apropriado durante a avaliacdo de
compostos que agem através de caracteristicas anti-secretoras. No entanto, esse modelo €
bastante Gtil e amplamente utilizado para estudar a eficacia de compostos que possuam
potenciais atividades citoprotetoras e principalmente atividades antioxidantes (ADINORTEY
et al., 2013).

A inducdo de Ulcera gastrica é um dos principais efeitos adversos causados pelos AINEs
(Bl; MAN; MAN, 2014). Existem varios mecanismos pelos quais os AINEs levam a ulceracéo.
Estes medicamentos sdo acidos fracos que levam a um aumento da permeabilidade celular e a
uma lesdo fisica das células epiteliais (LANAS; CHAN, 2017). Além disso, 0 mecanismo da

ulceracdo induzida por AINEs também inclui a diminuicdo da sintese de prostaglandinas. Os
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AINEs atuam inibindo a enzima ciclooxigenase (COX) que é responsavel pela sintese de
prostaglandinas. A inibicdo da secrecdo de prostaglandinas, principalmente de PGEZ2, e de seus
efeitos citoprotetores na mucosa gastrica aumenta a suscetibilidade do tecido a lesdo (BRUNE;
PATRIGNANI, 2015; WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022).

O modelo de lesdo gastrica induzida por AINES geralmente utiliza indometacina,
aspirina ou ibuprofeno, estes medicamentos levam de 5 a 8 horas para induzir a ulceragdo do
tecido. Este modelo é importante na investigacdo de compostos citoprotetores e principalmente
de compostos com potencial de agentes antisecretores. A fisiopatologia por tras deste modelo
envolve os danos a mucosa causados pelo &cido gastrico em resposta a diminuicdo da sintese
de prostaglandinas, portanto, agentes que modulam essa secrecdo podem atuar de forma
satisfatoria (ADINORTEY et al., 2013).

Varios estressores fisicos e psicoldgicos causam ulceracdo gastrica em humanos, e
modelos animais também foram desenvolvidos para imitar a condi¢cdo dessa doenca
(DEMIRBILEK et al, 2004). A fisiopatologia das Ulceras induzidas por estresse € complexa,
no entanto, geralmente estas sdo associadas principalmente a um aumento na liberacdo de
histamina, com consequente aumento da secre¢do acida, e a uma reducdo da producdo de muco.
Devido ao papel critico que o muco desempenha na protecdo do estdbmago e na cicatrizacdo da
mucosa, 0 modelo é recomendado para uso na avaliacdo de agentes citoprotetores e com
potencial cicatrizante (ADINORTEY et al., 2013).

A maioria das lesbes ulcerativas nos modelos experimentais cicatrizam rapidamente em
poucos dias. Essas lesdes ndo formam cicatriz e nem voltam a ulcerar novamente de forma
espontanea (ADINORTEY et al., 2013). O modelo de lesGes gastricas induzidas por acido
acetico produz lesdes arredondadas e bastante profundas através da injecdo ou da aplicacdo
topica de uma solucdo de acido acético diretamente no esttmago (MAENG et al., 2013). O
procedimento de inducdo de lesdo nos animais é relativamente simples, o tamanho e a
severidade da Ulcera formada variam pouco e a incidéncia da ocorréncia da lesdo é de
praticamente 100% (GONCALVES, 2017).

O modelo de ulcera induzida por acido acético € o que mais se aproxima em
similaridades macroscépica e microscopica com a Ulcera gastrica encontrada em humanos. Este
modelo mimetiza a lesdo gastrica em humanos tanto no aspecto patoldgico da lesdo como nos
processos de cura e de recorréncia (BONAMIN et al., 2011; DA LUZ et al., 2021). Esse modelo
de Ulcera experimental € considerado crénico devido a sua persisténcia por um longo periodo

de tempo (BI; MAN; MAN, 2014). Devido a elevada semelhanga com as ulceras humanas, esse
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modelo foi considerado o mais adequado para uso na avaliacdo de agentes com potenciais
efeitos antisecretores e com potencial efeito na cicatrizacao de Ulceras cronicas (ADINORTEY
etal., 2013).

2.4 Mecanismos de defesa e de cicatrizacdo da mucosa géstrica

A mucosa gastrica é constantemente exposta a diversos fatores agressores, sejam eles
de origem enddgena, como o proprio acido cloridrico e a pepsina, ou exdgena, como estresse,
alcool, anti-inflamatdrios ndo esteroidais (AINEs), bactérias como Helicobacter pylori, dentre
outros. Por conta disso, existem diversos mecanismos de defesa responsaveis pela manutencao
da integridade do tecido gastrico. Esses mecanismos incluem muco, bicarbonato e fosfolipidios
que formam uma barreira protetora, producao de prostaglandinas, produgéo de 6xido nitrico,
producdo de enzimas antioxidantes, mecanismo de renovacdo constante do epitélio atraves de
proliferacdo celular, dentre outros (AZIZ et al., 2019; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Para evitar os danos a mucosa que poderiam ser causados tanto pelo acido cloridrico,
como pelas pepsinas presentes no proprio suco gastrico, as células mucosas do estbmago geram
uma camada de muco alcalino que reveste o epitélio (SHEH; FOX, 2013). Este muco €
composto basicamente por agua e mucinas, que se polimerizam para dar a consisténcia viscosa
caracteristica. As propriedades Unicas do muco permitem que o acido cloridrico flua das células
parietais para o lumen gastrico, mas ndo permitem que o acido penetre na camada de muco. A
barreira de muco atua, portanto, neutralizando acidos, impedindo a difusdo de moléculas de
pepsina para o epitélio subjacente a superficie da mucosa e por ser hidrofobica, impedindo a
difusdo do ion H* (SQUIRE et al., 2013).

As células epiteliais da superficie do estbmago também secretam bicarbonato e este gera
um gradiente de pH muito importante na protecdo gastrica. Na camada mucosa o pH €é quase
neutro (pH 7), enquanto no lado do limen gastrico a acidez é bem alta (pH 2) (SENSQY, 2021).
Esse gradiente de pH na superficie epitelial do estbmago fornece defesa contra o acido e contra
a pepsina luminal, sendo apontado como o principal mecanismo de protecdo contra a digestdo
proteolitica do epitélio da mucosa gastrica (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). A
perda da integridade desta camada de muco e bicarbonato, tal como ocorre na presenca de Ulcera
géstrica, dificulta a neutralizacédo intracelular do &cido e os processos de cicatriza¢do do tecido
(SAID; KAJIl; KAUNITZ, 2015).
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Além da barreira de muco gastrico, as prostaglandinas também sdo importantes
mecanismos de defesa da mucosa. As prostaglandinas sdo produzidas a partir da clivagem dos
fosfolipidios de membrana pelas duas isoformas da ciclooxigenase (COX). Elas sdo derivadas
do acido araquiddnico e produzidas em resposta a diferentes estimulos, incluindo varios agentes
hormonais, quimicos e fisicos. As prostaglandinas protegem a mucosa gastrica através da
regulacdo da secrec¢do de &cido cloridrico, do estimulo a producdo de muco e bicarbonato pelas
células epiteliais da mucosa, da manutencdo do fluxo sanguineo e do controle da motilidade
gastrica (TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

As prostaglandinas do tipo E2 (PGE2) séo as mais efetivas na protecdo da mucosa
(TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES, 2013). Estas prostaglandinas possuem a capacidade
de estimular uma reagdo em um tipo de tecido e inibir a mesma reacdo em outro tipo de tecido.
Essa capacidade € determinada pelo tipo de receptor ao qual a prostaglandina se liga. Para
exercer suas acoes biologicas, essas prostaglandinas se ligam a receptores de prostaglandina E
do tipo 1 a0 4. Quando as PGEZ2, por exemplo, ativam receptores EP3, elas estimulam a secre¢éo
de muco e bicarbonato pelas células superficiais da mucosa géastrica. Quando ativam 0s
receptores EP1, elas estimulam a proliferacdo celular e favorecem o aumento do fluxo
sanguineo da mucosa (TAKEUCHI, 2014).

Quando a mucosa gastrica é exposta a um fator irritante, um dos primeiros mecanismos
de defesa € o aumento do fluxo sanguineo na tentativa de remover os agentes irritantes ou
nocivos (HOLZER, 2012). O fluxo sanguineo da mucosa gastrica, em particular a
microcirculacao, esta criticamente envolvido na habilidade do estbmago em resistir aos agentes
agressores, sendo um essencial mecanismo de defesa. A microcirculacdo supre as necessidades
de oxigénio e nutrientes, além de auxiliar na remocao de toxinas. Ela também esta relacionada
com a fisiopatologia das lesdes gastricas, principalmente aquelas relacionadas a ingestdo de
alcool e de AINEs, j& que estas duas substancias reduzem o fluxo sanguineo (BROWNING;
TRAVAGLI, 2014).

Algumas substancias liberadas pelas células endoteliais sdo vasodilatadoras e estimulam
0 aumento da circulacdo, como é o caso da PGE2 e do oxido nitrico. O oxido nitrico (NO) €
uma molécula de sinalizagdo sintetizada a partir da reagéo do oxigénio molecular (O?) com a
L-arginina. A reacdo € catalisada pela enzima oOxido nitrico sintase e ela existe em trés
isoformas: NOS endotelial (eNOS) e NOS neuronal (nNOS), ambas constitutivas, e NOS
induzivel (iNOS), expressa em macréfagos e neutrofilos (MAGIEROWSKI et al., 2015).
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O principal local de sintese do NO é na camada interna dos vasos sanguineos, no
endotélio. Do endotélio, ele se difunde para as células musculares subjacentes onde causa 0
relaxamento, o consequente aumento do didmetro do vaso e também do fluxo sanguineo. Além
do papel no aumento do fluxo sanguineo, o 6xido nitrico desempenha outros papéis importantes
no organismo. O NO participa da secrecdo de muco e bicarbonato, impede a aderéncia dos
neutréfilos as células endoteliais e quando existe um aumento da secrecdo acida, ele age
indiretamente, estimulando a sintese de PGE2 e suas consequentes acdes citoprotetoras (KIM,
2014; MAGIEROWSKI et al., 2015).

A protecdo da mucosa gastrica também envolve um amplo sistema antioxidante de
defesa constituido por vitaminas, flavonoides, carotenoides, acido Urico, glutationa reduzida
(GSH) e enzimas antioxidantes, como superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST). Esse sistema protege a mucosa gastrica dos
efeitos das espécies reativas de oxigénio (EROs), como o anion superoxido (O2°) e o perdxido
de hidrogénio (H20.) (Figura 3) (KWIECIEN et al., 2014; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Figura 3: Mecanismos de acdo de enzimas antioxidantes sobre espécies reativas do oxigénio.
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O metabolismo celular é responsavel pela producdo natural de EROs. No entanto, o
acumulo excessivo destas moléculas pode causar danos as estruturas celulares (GASCHLER,;
STOCKWELL, 2017). As EROs podem ser radicais livres, que sdo &tomos ou moléculas que
possuem uma quantidade impar de elétrons, como os radicais superéxido (O%); ou agentes
oxidantes, que ndo apresentam elétrons desemparelhados, como o peréxido de hidrogénio
(H202) e o ozonio (O3%). Cabe ressaltar que as EROs sdo essenciais para Varios processos
fisiologicos, incluindo a fosforilagdo de proteinas, diferenciacdo celular, ativacao de fatores de
transcrigdo, imunidade celular, dentre outros (HRYCAY; BANDIERA, 2015; RAJENDRAN
etal., 2014).

EROs também sdo produzidas em resposta a fatores externos, como radiacdo UV,
consumo de bebidas alcoolicas, ingestdo de AINEs, poluicdo, cigarro, dentre outros. A
producdo de EROs ligadas a fatores externos tém sido implicada em diversas patologias,
incluindo na ulcera gastrica (BHATTACHARY YA et al., 2014). Os EROs causam um processo
chamado de peroxidacéo lipidica, onde ocorrem danos as membranas celulares. Durante esse
processo sdo gerados produtos, onde o principal é o malondialdeido (MDA). Em altas
concentragdes, os produtos da peroxidacéo lipidica, causam desordens no influxo e efluxo de
ions, danos no DNA e até a morte celular. Para controlar ou evitar essas alteragdes, as células
produzem as enzimas antioxidantes superdxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa
peroxidase (GPx) (ECKL; BRESGEN, 2017).

A superoxido dismutase (SOD) é uma metaloproteinase que catalisa a dismutacdo do
anion superoxido (O?), uma das principais EROs, em peroxido de hidrogénio (H202). Ha trés
isoformas de SOD que estdo localizadas no citoplasma, na mitocéndria ou ho compartimento
extracelular. O peroxido de hidrogénio formado na reacdo com a SOD ndo é um radical livre,
mas como dito anteriormente, € um composto com forte capacidade oxidante, sendo também
uma EROs. Dessa forma entram as enzimas catalase (CAT) e a glutationa peroxidase (GPx),
para eliminar esse peroxido de hidrogénio do organismo (KWIECIEN et al., 2014).

A CAT ¢ encontrada principalmente em peroxissomas € no citoplasma celular, e a GPx
pode ser encontrada em diferentes compartimentos celulares incluindo nas mitocéndria e no
nucleo. Ambas as enzimas vao ser responsaveis por degradar o perdxido de hidrogénio formado
na reacdo da SOD em agua e oxigénio. Compostos ndo enzimaticos, como o GSH, também
desempenham papel central de defesa contra o estresse oxidativo. A reducdo do H>O, em &gua
e oxigénio, que é catalisada pela GPx, também é acompanhada pela conversao de glutationa da
forma reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG) (JANKO et al., 2014).
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Outro mecanismo de defesa apresentado pela mucosa gastrica € a renovagdo constante
do epitélio através da proliferacdo celular. A cada dois/ quatro dias o epitélio gastrico humano
é renovado e um balanco entre a perda e a renovacdo de células é fundamental para se manter
a integridade da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). O processo de
renovacao do epitélio gastrico envolve, a proliferacdo, a migracdo e a angiogénese celular. Esse
processo € controlado por diversos fatores, dentre eles, os principais sao o fator de crescimento
epidermal (EGF) e o fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF) (TARNAWSKI,
AHLUWALIA, 2012).

Tanto um aumento na degradacéo celular, como uma reducdo na proliferacdo de células
epiteliais da mucosa pode ser associado a lesGes gastricas. Quando ocorrem danos no epitélio
gastrico, como na Ulcera, a reconstituicdo epitelial também envolve processos complexos de
cicatrizacdo (TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012). A cicatrizagdo da Ulcera géastrica € um
processo de regeneracdo um pouco mais complexo do que a simples renovacdo do epitélio
gastrico. Esse processo envolve inflamacéo, proliferacdo celular, migracao, formacéo de tecido
de granulacéo, reepitelizacéo, reconstrucdo da glandulas, angiogénese e interacdes entre varias
células e a matriz, resultando na remodelagédo do tecidos e na formacédo da cicatriz (Figura 4)
(TARNAWSKI; AHLUWALLIA, 2021).

Figura 4: Processo de renovacdo epitelial e cicatrizacdo da Ulcera géstrica.
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A cicatrizagdo envolve uma cascata de eventos coordenados e esses eventos podem ser
divididos em basicamente trés fases: inflamagdo, proliferacdo/migracdo e finalmente
remodelamento ou maturacao do tecido (TARNAWSKI, 2005). A Ulcera gastrica consiste em
duas estruturas principais: a margem da Ulcera (componente epitelial, formado pela mucosa
adjacente ndo necrotica) e o tecido de granulacdo na base da uUlcera (componente do tecido
conjuntivo). Este Ultimo desenvolve-se num periodo de 48 até 72 horas ap6s a formacdo da
Ulcera, sendo formado por fibroblastos, macréfagos e células endoteliais em proliferacéo
(TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2021).

No fase da inflamacéo, a leséo tecidual atrai leucdcitos e macrofagos e estes atuam como
"células de alarme", contra substancias estranhas, liberando citocinas pré-inflamatérias como
TNFa, IL-la e IL-1B. Os processos de cicatrizagdo nesta fase também sdo modulados pela agédo
das prostaglandinas, produzidas em resposta a um aumento nos niveis de COX-2 no tecido
inflamado, e do oxido nitrico. Ocorre um aumento do fluxo sanguineo na area ulcerada e isso €
acompanhando por um aumento dos niveis plasmaticos de fatores de crescimento e fatores de
transcricdo. Mais tardiamente esse processo também sera modulado por citocinas anti-
inflamatorias, como a IL-10, com a finalidade de reduzir os danos causados pela inflamacgéo do
tecido (OKABE; AMAGASE, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012).

Na fase de proliferacdo/migracdo, as células do epitélio gastrico séo estimuladas a se
proliferar e se diferenciar para reconstruir a lamina propria e 0s microvasos na base da Ulcera.
Os principais estimulos para a proliferacéo, divisdo, migracdo e reepitelizacao celular sdo os
fatores de crescimento. Esses fatores de crescimento, que séo produzidos localmente, ativam a
migracédo e proliferacdo das células epiteliais por meio de a¢des autdcrinas e/ou paracrinas. Os
fatores de crescimento mais importantes envolvidos nesse processo sdo: fator de crescimento
epidermal (EGF), fator de crescimento do endotélio vascular (VEGF), fator de resposta sérica
(SRF), fator de crescimento derivado de plaquetas (PDGF), fator de crescimento semelhante a
insulina do tipo 1 (IGF-1), fator de crescimento fibroblastico (FGF), fator de crescimento
transformador alfa e beta (TGFa e TGFp), fator de crescimento de hepatocito (HGF), fator de
crescimento nervoso (NGF) e angiopoietinas (SYAM et al., 2009; TARNAWSKI,;
AHLUWALIA, 2012).

Durante o processo de cicatrizagdo, a mucosa da margem da tlcera forma uma “zona de
cicatrizagdo”, onde as celulas parietais e principais sdo reprogramadas em direcdo as células
progenitoras e expressam o receptor do fator de crescimento epidérmico (EGF-R, marcador de

celulas progenitoras gastricas), proliferando ativamente. O estimulo a proliferacdo celular por
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EGF ocorre através do aumento dos niveis intracelulares de célcio, dos aumento dos niveis de
glicdlise e do aumento da sintese de proteinas (TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2021). As
células reprogramadas migram entdo da margem da Ulcera para o tecido de granulacéo e desta
forma passam a reepitelizar também a base da Glcera (SYAM et al., 2009).

A reepitelizacdo € um processo essencial para a cicatrizacdo de Ulceras gastrointestinais,
ja que uma barreira epitelial continua é critica para proteger o tecido de granulacao e 0s vasos
sanguineos que estdo sendo formados contra as lesfes por fatores nocivos intrinsecos presentes,
como o préprio suco gastrico. A angiogénese e a restauragdo dos vasos sanguineos também é
uma parte critica da cicatrizacao de lesdes teciduais. O VEGF liga-se a receptores especificos
e fosforila diversas proteinas citos6licas que ativam a proliferacdo de células endoteliais e a
formac&o dos novos tubos microvasculares. O SRF € muito importante durante esse processo
pois € um fator limitante critico para a angiogénese induzida por VEGF. O SRF desencadeia a
proliferacdo de células musculares lisas e fibroblastos e a diferenciacdo de fibroblastos em
miofibroblastos (OKABE; AMAGASE, 2005; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2021).

Ao final de todos esses processos, ocorre a fase de remodelamento ou maturacdo do
tecido formado. A matriz extracelular ¢ formada por uma rede complexa de moléculas
organizadas com muita precisdo, sendo composta principalmente por colageno, laminina,
proteoglicano, elastina e fibronectina. Na fase final do processo de cicatrizacéo, o colageno é
uma das proteinas mais abundantes e desempenha um papel fundamental na reorganizacao
tecidual da mucosa. Em constante deposicao e reabsorcdo, as fibras de colageno favorecem o
remodelamento do tecido gastrico cicatricial finalizando a cicatrizacao do tecido (DE MELLO;
PISSINATTI; FERREIRA, 2010; SOUZA, et al., 2016).

2.5 Tratamento da Ulcera gastrica

Para determinar o melhor tratamento da Ulcera géastrica, geralmente sdo realizados
exames de endoscopia. Durante a endoscopia, as Ulceras sdo classificadas usando o esquema de
classificacdo de Forrest. Este esquema fornece o risco estimado de sangramento da Ulcera e
ajuda a distinguir quais Ulceras precisam de tratamento endoscopico, como cauterizacdo, e quais
Ulceras podem ser tratadas de forma medicamentosa (BARCHI et al., 2018). O tratamento
cirurgico também pode ser necessario quando a terapia endoscopica ndo € suficiente. As
indicacOes para intervencdo cirargica incluem perfuracdo, sangramento e obstrucdo grave da
saida gastrica (WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022).
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O historico prévio do paciente deve ser levado em consideragdo na busca por um
tratamento mais adequado e eficaz para a Ulcera gastrica. Se o paciente estiver tomando
medicamentos anti-inflamatorios ndo-esteroidais, por exemplo, estes requerem descontinuacao
imediata antes do inicio de qualquer tratamento. Se as bidpsias ou testes de laboratdrio forem
positivos para a infeccdo por H. pylori, essa condicao requer tratamento com antibioticoterapia
prévia, onde a erradicacdo da bactéria precisa ser confirmada antes do inicio do tratamento
(WOOLF; REHMAN; ROSE, 2022).

Em casos em que se vai optar diretamente pela terapia medicamentosa, a importancia
clinica desta patologia levou ao desenvolvimento de muitos produtos farmacéuticos.
Atualmente, a maioria dos tratamentos de gastrites e de Ulceras requer uma combinacdo de
medicamentos, como antiacidos, antagonistas dos receptores de histamina H2 e inibidores da
bomba de protons (IBPs) (KAVITT et al., 2019; PARK et al., 2019). Os antiacidos mais
utilizados sdo os sais de magnésio e aluminio. Esses sais geralmente s&o utilizados em
associacdo devido a ocorréncia de efeitos colaterais como constipacdo e diarreia. Estes
medicamentos sédo utilizados em altas doses para aumentar o pH gastrico de forma significativa,
sendo relacionados a interacbes medicamentosas envolvendo sua ligagdo com outros farmacos
no trato gastrintestinal, pela alteracdo do pH gastrintestinal e do pH urinario (SANTOS; RAO,
2016).

Como exemplos de antagonistas dos receptores H2 os mais importantes sdo a cimetidina
e a ranitidina. No entanto, numerosas interacdes medicamentosas foram descritas para estes
medicamentos, mais frequentemente para a cimetidina. A cimetidina causa a inibicdo das
enzimas do citocromo P450 e pode reduzir a metabolizacdo de diversos outros farmacos,
aumentando a concentracdo sérica da cafeina, carbamazepina, propranolol, nifedipina,
lidocaina, quinidina, imipramina, desipramina, triazolam, metronidazol, dentre outros. A
ranitidina, apesar de ser mais potente que a cimetidina, € menos associada a interacdes
medicamentosas e ocorréncia de efeitos colaterais (KAVITT et al., 2019; SANTOS; RAO,
2016). No entanto, em 2020 a ranitidina foi retirada do mercado por determinacdo da Agéncia
Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA) devido a possibilidade de formacédo da substancia
N-nitrosodimetilamina (NDMA\), considerada carcinogénica (ANVISA, 2022).

O uso de bloqueadores de receptores H2 foi bastante reduzido, sendo recomendados
apenas para o uso profilatico em pacientes que tomam AINEs. Desta forma, as diretrizes
médicas indicam que o primeiro tratamento medicamentoso deve ser realizado utilizando os

IBPs, considerando estes 0s agentes mais eficazes no tratamento de Ulceras gastricas (ALONSO
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et al., 2015). Dentre os IBPs temos 0 omeprazol, o pantoprazol, o lansoprazol e o esomeprazol
como principais exemplos. IBPs agem promovendo um bloqueio irreversivel dos canais de
H*/K* ATPase, bloqueando a troca de ions realizada pela bomba de prétons e
consequentemente reduzindo a secre¢do &cida géstrica (BEIRANVAND; BAHRAMIKIA,
2020). Um dos principais objetivos do tratamento medicamentoso das Ulceras gastricas é,
portanto, aumentar o pH dentro do estbmago para permitir a cicatrizagdo da mucosa
(GRAHAM; LU; DORE, 2019).

Como os IBPs agem predominantemente minimizando os fatores lesivos da mucosa
gastrica, no caso reduzindo a secrecéo de &cido, em muitos casos ocorre recidiva da lesdao com
a interrup¢do da terapia medicamentosa. N&o existe um farmaco capaz de promover a completa
reconstrugdo da mucosa gastrica (JAIN et al., 2007; KAVITT et al., 2019). Este tratamento
clinico também esta associado, além das altas taxas de recorréncia e a baixa taxa de cura efetiva,
a diversos efeitos colaterais e interacfes medicamentosas relacionados principalmente ao uso a
longo prazo (BEIRANVAND; BAHRAMIKIA, 2020). Os IBPs podem causar tontura, diarreia,
cefaleia, rash cutaneo, nauseas, flatuléncia, constipacdo e dor abdominal. Além disso, 0 uso
crénico desses medicamentos pode levar a eventos adversos relacionados a acloridria,
hipersecrecdo acida de rebote, doencas cardiovasculares, nefropatia, infeccOes entéricas e
deficiéncia na absorcdo de micronutrientes como a vitamina B12 e o calcio (IMHANN et al.,
2016; VAEZI; YANG; HOWDEN, 2017).

O uso prolongado de IBPs também pode elevar a secrecdo enddcrina de gastrina pelas
células G. Se a acidez gastrica é reduzida, estas células tendem a secretar quantidades cada vez
maiores de gastrina, levando a hipergastrinemia. Como a gastrina € um horménio tréfico que
estimula a proliferacdo celular, a utilizacdo de IBPs por longos periodos de tempo tem sido
associada a um maior risco para o desenvolvimento de tumores (VAEZI; YANG; HOWDEN,
2017). Um estudo realizado por Cheung et al. (2018) mostrou que pacientes que utilizam IBPs
a longo prazo tem um risco de desenvolvimento de cancer gastrico até 2,4 vezes maior, onde 0
risco aumenta de acordo com a dose e o periodo de tempo da utilizacdo deste medicamento.
Desta forma, o uso de IBPs por longos periodos de tempo requer bastante cautela.

Devido aos efeitos colaterais e as interacdes medicamentosas relacionados ao uso dos
atuais medicamentos para Ulcera gastrica, como os IBPs, o tratamento desta doenca continua
sendo um grande desafio. Isso justifica a busca por novos candidatos que possam fornecer alta
eficicia, baixa toxicidade e menos efeitos colaterais (ZHOU et al., 2020). Uma terapia

alternativa para o tratamento da Ulcera géstrica seria 0 uso de preparagdes derivadas de plantas,
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em vez de drogas sintéticas (MIRANDA et al., 2015). O uso de plantas como alternativa para
tratar diversas enfermidades € datado desde a antiguidade por populacfes de diversos paises.
No Brasil, a utilizacdo de espécies vegetais com atividade terapéutica foi disseminada
principalmente pela cultura indigena (NEWMAN; CRAGG, 2012).

Diversas plantas, j& sdo relatadas popularmente e na literatura como detentoras de
propriedades antiulcerogénica. Myracrodruon urundeuva, a aroeira-do-sertdo, por exemplo, é
utilizada popularmente para diversas finalidades, dentre elas no tratamento de Ulceras géstricas.
Carlini et al. (2010) e Galvao et al. (2018) encontraram efeito protetor da mucosa gastrica
contra as ulceragdes induzidas por estresse em ratos e por etanol em camundongos. Os autores
utilizaram extratos de diversas partes da planta e validaram o uso popular. Maytenus ilicifolia,
a espinheira-santa, também é outro exemplo muito utilizado popularmente para diversas
finalidades, inclusive no tratamento de Ulceras gastricas. Uma revisdo publicada por Meirelles
et al. (2022) mostrou os usos tradicionais da planta sendo principalmente relacionados ao
sistema gastrointestinal e associou esse uso as suas propriedades antiacidas e antiulcerogénicas
dominantes.

Lonchocarpus sericeus também é uma espécie utilizada popularmente para tratar
diversas doencas. Comunidades utilizam uma decoccdo ou infusdo das folhas da planta para o
tratamento de disturbios gastrointestinais e hepaticos, mostrando que a espécie possui um
potencial neste contexto a ser investigado (EMMANUEL; ONYEKACHI; UCHENNA, 2020;
OYEDEJI et al., 2015). Estudos demonstraram que a eficacia dos fitoterapicos é comparavel
ou superior a de medicamentos como omeprazol ou cimetidina em humanos e em modelos
animais. Além disso, farmacos obtidos de produtos naturais geralmente apresentam menos
efeitos adversos e tendem a ser menos dispendiosos para populacdo, quando comparados aos
produtos sintéticos importados de paises desenvolvidos (BI; MAN; MAN, 2014).

Com o crescente interesse e a necessidade da descoberta de novos farmacos derivados
de produtos naturais, os extratos de plantas vem apresentando resultados promissores no
tratamento de Ulceras gastricas (Bl; MAN; MAN, 2014). Estudos sobre o tratamento de
disturbios gastrointestinais tém focado no potencial da medicina natural devido a
disponibilidade, eficacia, menor custo e menor toxicidade (PARK et al., 2019). A prética
experimental e clinica também demostra que medicamentos derivados de plantas sdo associados
a menores taxas de recorréncia das doencas géstricas (Bl; MAN; MAN, 2014).

Plantas popularmente utilizadas no tratamento de doengas gastricas sdo conhecidas por

agirem através de diversos mecanismos. No entanto, sua acdo se deve principalmente ao

50



aumento de fatores protetores da mucosa gastrica, efeitos anti-inflamatorios e antioxidantes
(KUNA et al., 2019). Compostos antiulcerogénicos obtidos de plantas, geralmente exercem
seus efeitos aumentando a sintese de prostaglandinas, aumentando os niveis de componentes
antioxidantes, estimulando a secre¢do de muco e bicarbonato, dentre outros (FERNANDES et
al., 2010). Estudos também mostram que o0s extratos de ervas sdo 0s agentes mais eficazes neste
contexto e particularmente os antioxidantes vegetais tém recebido consideravel atencdo dos
pesquisadores nos ultimos anos (BEIRANVAND, 2022).

2.6 Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth

A familia Fabaceae constitui um dos maiores grupos vegetais dos tropicos, ficando atras
apenas de Asteraceae e Orchidaceae. Esta familia conta com 727 géneros e cerca de 19.320
espécies (LEWIS et al., 2005). As Fabaceae sdo muito importantes do ponto de vista
econémico, destacando-se na producdo de 6leos, resinas, perfumes, medicamentos, inseticidas
e por apresentar madeiras com grande valor comercial no mundo (PINTO, 2009).
Tradicionalmente, a familia Fabaceae é dividida em trés subfamilias: Mimosoideae,
Caesalpinoideae e Faboideae (LEWIS et al., 2005). Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth é uma
leguminosa pertencente a familia Fabaceae, subfamilia Faboideae que ocorre frequentemente
na regido semiarida do Brasil (OYEDEJI et al., 2015).

O género Lonchocarpus € bastante conhecido e estudado do ponto de vista botanico.
Das 150 espécies existentes dentro deste género, 24 séo nativas do Brasil. Dentre estas, além
da espécie L. sericeus podemos citar a L. araripensis, L. campestris, L. capassus, L. chiricanus,
L. cyanescens, L. eriocalyx, L. guatemalensis, L. latifolius, L. neuroscapha, L. oaxacensis, L.
urucu, L. utilis, L. xuul, dentre outras. No sertdo nordestino a espécie é conhecida por
“ingazeiro” e em Fortaleza, no Ceara, por “inga”, “inga-bravo”, “inga-de-bucha”, “guara-
timb6” ou “ingdim”. A planta recebe diversas denominag6es populares de acordo com aregido,
as vezes umas bem diferentes das outras. Na Bahia, a planta foi nomeada popularmente de
“cabelouro”, no Maranhdo de “imburana”, “muxiba” ou “muxibeira”, no Piaui de “ingarana”,
na Paraiba de “priaca” e em Pernambuco de “piaca” (TOZZI, 1989).

Lonchocarpus sericeus € uma planta de distribuicdo bem frequente e pode ser
encontrada, no Brasil, do norte do estado do Para ao sul do estado do Rio de Janeiro. Além
disso, distribui-se geograficamente na Africa, América Central, Asia, Australia, Colémbia e
Caribe (Figura 5) (GBIF SECRETARIAT, 2022). A planta é encontrada com frequéncia

51



elevada a margem de cursos d’agua e em formagdes florestais, como na mata de galeria, na
mata costeira, na mata secundaria, na mata virgem, na mata de varzea ou de terra firme e em
floresta estacional semidecidual. A espécie também pode ser encontrada em mata seca,
carnaubal, restinga debastada, caatinga, capoeira, savana e sertdo nordestino (SOUSA, 2003).

Figura 5: Distribui¢do geogréfica de Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth no mundo. Pontos

amarelos indicam zonas frequentes e pontos laranjas zonas de distribui¢cdo muito frequentes.

Fonte: GBIF Secretariat (2022).

A descricdo boténica de Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth, foi realizada pela
primeira vez por Tozzi (1989), ap0s isso outros autores estudaram a espécie e suas
caracteristicas. Trata-se de uma arvore vistosa, ereta, caducifélia, de altura variada, que
geralmente atinge de 10 a 16 metros. Sua copa é ampla e densa, espalhada, fornecendo
sombreamento abundante ao redor. A casca tem coloracdo amarelo-acinzentada, sendo
ligeiramente rugosa (Figura 6 A). As folhas possuem peciolo estriado com foliolos muitas vezes
assimétricos. E uma folha pouco lustrosa ou opaca e possui coloragio verde-escura (Figura 6
B). Suas inflorescéncias sdo verticais e eretas, com racemos pendentes de flores rosadas,
arroxeadas ou purpuras. As flores sdo muito sedosas e brilhantes na face externa, sendo a face
interna mais opaca e com estandarte com mancha verde-amarelada na regido centrobasal.
Brécteas e bractéolas presentes, usualmente situadas desde a metade até o apice do pedicelo
(Figura 6 C). Seu fruto é verde ou marrom, quando maduro, sendo revestido por indumento

ferruginoso. A parede do fruto é espessada na regido das sementes, apresentando constricoes
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de tamanhos variados entre elas. As sementes séo arredondadas a oblongo-reniformes, planas
ou tdrgidas, com testa coridcea a papiracea. Geralmente apresentam cor marrom-escuras com
hilo branco (Figura 6 D) (ADEWUYI1 et al., 2012; SILVA, et al., 2012; TOZZI, 1989).

A espécie L. sericeus € utilizada popularmente como lubrificante, como fonte de fibras,
como laxante, no tratamento de epilepsia, no tratamento de artrite, para estimular o apetite, para
tratar distdrbios estomacais, para dores nas costas, para tratar convulsdes, como repelente de
insetos e como detentora de propriedades antifingicas (ABDULLAHI et al., 2021;
FONTENELE et al., 2005; KOJS; WLOCH; RUSIN, 2004; OYEDEJI et al., 2015).
Comunidades africanas utilizam preparagdes das folhas da planta para o tratamento de doencas
gastrointestinais e hepaticas, além do alivio da maléria. Esta infusdo/decoccao também tem sido
amplamente empregada na medicina popular como remédio para dor e inflamagé&o. Na Nigéria,
as folhas s@o usadas como remedio de amplo espectro e a casca € usada para tratar algumas
doencas de pele. A planta, de maneira geral, € consumida como um diurético e como um tonico
para “manter o bem-estar geral” (AGBONON; GBEASSOR, 2009; EMMANUEL;
ONYEKACHI; UCHENNA, 2020).

Diversas atividades biologicas ja foram relatados em plantas da familia Fabaceae.
Geralmente essas atividades sdo associadas a compostos quimicos que estas plantas produzem
através da sua atividade metabolica. Os metabolitos secundarios gerados nestas reacoes
apresentam diversas acdes terapéuticas, sendo vistos como fonte alternativa para a producéo de
diversos medicamentos no mundo todo (Bl; MAN; MAN, 2014). Na literatura, L. sericeus ja
foi estudada quanto a seus metabolitos secundarios e suas aplicabilidades, tendo diversos
compostos promissores do ponto de vista bioldgico e farmacoldgico ja identificados (OYEDEJI
et al., 2015).

Fitoquimicos, como alcaloides, saponinas, carotenoides, flavonoides, taninos,
triterpenos e esteroides ja foram detectados nos extratos metanolicos do caule, da casca, das
sementes e da raiz de L. sericeus (MUSA; YARO; ABUBAKAR, 2006). Oyedeji et al. (2015),
também estudaram a espécie e identificaram diversos componentes como flavondides,
carotenoides, antocianinas e vitaminas nas sementes da planta, tendo as considerado uma boa
fonte de compostos antioxidantes com alta capacidade de sequestrar radicais livres. Além de
ser uma boa fonte destes metabdlitos secundarios, L. sericeus também é uma boa fonte de
proteinas e de lipidios, pois suas sementes contém cerca de 40 e 30% desses macronutrientes,
respectivamente, sendo consideradas uma boa fonte de compostos nutricionais (CARVALHO
etal., 2011).
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Figura 6: Lonchocarpus sericeus (Poir.) Kunth. (A) Porte arboreo; (B) Folhas; (C) Flores

dotadas de estandarte; (D) Fruto caracteristico, legume seco indeiscente

Fonte: GBIF Secretariat (2022). iNaturalist < https://www.inaturalist.org/photos/645760>
< https://www.inaturalist.org/photos/222130795> por Breno Farias e Markusgmeiner (licensed

under http://creativecommons.org/licenses/by-nc/4.0/).
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Oyedeji et al. (2015), relataram alta concentracdo de flavondides nas sementes de L.
sericeus, sendo a quercetina o flavonoide mais abundante. A quercetina é o flavonoide mais
biologicamente ativo do ponto de vista farmacéutico. Ela é um quelante de metal eficaz que
contribui significativamente para a acdo antibacteriana e anti-inflamatoria dos flavonoides.
Além disso, foi relatado que a quercetina possui atividades antioxidantes, anticarcinogénicas,
anti-agregadoras plaquetarias e vasolidantes. De acordo com estudo realizado por Azeez et al.
(2012), as sementes de L. sericeus também apresentam alta concentracdo de [B-caroteno e
tocoferol. Estas vitaminas possuem diversas atividades antioxidantes ja descritas e a vitamina
E, além disso, também atua de forma importante na prevencao da peroxidacéo lipidica. Estes
dados mostram que as sementes L. sericeus possuem elevado potencial para atuar como fontes
de antioxidantes na eliminag&o de radicais livres.

Sousa (2003) identificou chalconas, uma classe muito comum de flavondides no género
Lonchocarpus, nos componentes de L. sericeus. Foram identificadas: Derricina,
Lonchocarpina, 2,3-Diidrolonchocarpina e Isolonchocarpina, sendo as duas primeiras
chalconas seus constituintes majoritarios. Um estudo quimico realizado por Albuquerque et al.
(2010) também identificou no extrato hexanico da casca e da raiz de L. sericeus chalconas. O
grupo isolou e caracterizou as chalconas Lonchocarpina e 2,3-Diidrolonchocarpina. Cunha et
al. (2003) mostraram que as chalconas obtidas do extrato hexanico obtido das raizes de L.
sericeus e um de seus principais componentes, a Derricina, apresentaram atividade citotdxica
para ovos fertilizados de ourigo do mar. O grupo também mostrou que tanto o extrato como as
chalconas Derricina e Lonchocarpina mostraram citotoxicidade contra uma linhagem celular
leucémica. Esses resultados indicaram uma atividade antimitotica in vitro tanto do extrato bruto
de L. sericeus como de seus principais constituintes.

Fontenele et al. (2009), relataram que a fracdo hexanica das cascas das raizes de L.
sericeus, rica em chalconas, apresentou atividade antiedematogénica em modelos de edema de
pata induzidos por carragenina e levedura de cerveja. A fracdo também apresentou atividade
antiagrantegante plaquetaria. Além disso, foi capaz de reduzir o dano tecidual induzido por
acido acético e demostrou possuir atividade antinociceptiva em modelos experimentais de dor,
como no teste de contor¢des abdominais induzidas por acido acético e no teste da formalina.
Fontenele et al. (2005), também relataram que as chalconas isoladas das cascas das raizes de L.
sericeus, Derricina e Lonchocarpina, apresentaram atividade antiagregante plaquetaria em

modelo induzido por uma variedade de agonistas e de maneira dose-dependente.
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Agbonon e Gbbeassor (2009) relataram que o extrato etanolico das folhas de L. sericeus
é capaz de reduzir o dano aos hepatdcitos em modelo de administracdo de CCI4. O extrato
demostrou potencial antioxidante no figado e plasma dos ratos, possuindo propriedades
hepatoprotetoras que justificam o uso na medicina popular desta planta. Abdullahi et al. (2021),
estudou o efeito de uma fracdo solivel em cloroférmio do extrato metanolico da casca do caule
de L. sericeus. Os resultados mostraram que a fracdo contém atividade anticonvulsivante em
testes de convulsdes induzidas por 4-aminopiridina e pentilenotetrazol em camundongos, sendo
merecedora de novas investigacdes devido a seu potencial contra a epilepsia.

Emmanuel; Onyekachi; Uchenna (2020), demostraram que varios extratos da casca de
L. sericeus possuem atividade anti-inflamatéria em modelo de edema de pata induzido por
ovalbumina e de edema de orelha induzido por xileno. Os extratos também apresentaram
atividade analgésica, ao aliviar a dor em modelo de contor¢6es abdominais induzidas por acido
acetico. Os autores salientaram que os dados do estudo validam o amplo uso da planta na
medicina popular como remédio para o controle da dor e da inflamagé&o.

Alencar et al. (1999) estudaram dentre as proteinas das sementes de L. sericeus, as
lectinas. Eles demostraram que estas lectinas se ligam especificamente a residuos de N-acetil-
glucosamina, inibindo eventos vasculares e celulares em dois modelos experimentais de
inflamacdo in vivo. Alencar et al. (2005) também verificaram que lectinas isoladas de L.
sericeus possuem elevado potencial, inibindo a resposta inflamatoria e a colonizacdo bacteriana
em modelo de peritonite infecciosa em ratos.

Mota (2008) estudou as mesmas lectinas que Alencar et al. (2005) e verificou que estas
atividade antinociceptiva no modelo de contor¢@es abdominais induzidas por acido acético.
Durante a investigacdo da atividade destas lectinas sobre a fase inflamatoria da dor, estas
também apresentaram atividade antihiperalgésica em modelo de hiperalgesia mecanica
estimulada por carragenina e ovalbumina. Napionga et al. (2007) mostraram que os efeitos na
migracdo antinociceptiva e anti-neutréfila das lectinas isoladas de L. sericeus estdo associados
a inibicdo da producédo de citocinas e quimiocinas. Os autores salientaram que a migracdo de
leucdcitos é foco terapéutico de drogas que visam controlar doencas inflamatérias agudas ou
cronicas, apontando para o possivel uso de L. sericeus para o desenvolvimento de novos
medicamentos para tratamento destas doencas.

Apesar dos relatos de caracterizacdo de compostos possivelmente promissores e de

algumas atividades bioldgicas ja descritas na literatura, ainda resta muito a saber sobre o real
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potencial de L. sericeus, uma planta que possui tantos usos populares. Desta forma, o presente
trabalho buscou avaliar a atividade protetora e cicatrizante gastrica de um extrato hexanico
obtido de sementes de L. sericeus e trazer um pouco mais de informagdes acerca do potencial
desta espécie para tratar distdrbios estomacais, como previamente foi relatado na medicina
popular.
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3 JUSTIFICATIVA

A Ulcera gastrica € uma doenca de larga distribuicdo mundial e cuja relevancia aumentou
muito nas Ultimas décadas. De acordo com uma nova estatistica, esta vai afetar 1 em cada 10
pacientes em algum momento da vida (BEIRANVAND, 2022). Devido a sua importancia
clinica, existem diversos medicamentos disponiveis para o tratamento como antiacidos, 1BPs,
anticolinérgicos e antagonistas do receptor de H2. No entanto, embora estes medicamentos
sejam eficientes, eles apresentam acgdo gastroprotetora limitada e efeitos colaterais
principalmente relacionados ao seu uso cronico (KAVITT et al., 2019). Os IBPs sdo utilizados
por longos periodos de tempo e dessa forma sdo associados a hipersecrecdo de rebote,
acloridria, doencas cardiovasculares e deficiéncia de micronutrientes como vitamina B12 e
calcio (VAEZI; YANG; HOWDEN, 2017).

Uma terapia alternativa para o tratamento da Ulcera gastrica seria o uso de preparagdes
derivadas de plantas. No Brasil, os medicamentos fitoterapicos sdo bem aceitos pela populacao
e, além do menor custo, geralmente estdo associados a menor ocorréncia de efeitos colaterais.
A préatica também demostra que medicamentos derivados de plantas sdo associados a menores
taxas de recorréncia das doencas gastricas, apresentando resultados promissores no seu
tratamento (BI; MAN; MAN, 2014). Os extratos de ervas sdo os agentes mais eficazes neste
contexto e particularmente os antioxidantes vegetais tém recebido cada vez mais atencdo dos
pesquisadores (BEIRANVAND, 2022).

Lonchocarpus sericeus é uma espécie utilizada popularmente para diversas finalidades,
dentre elas para tratar distdrbios gastrointestinais no continente Africano (OYEDEJI et al.,
2015). Antes da realizacdo do presente trabalho ndo existia, na literatura cientifica, informacdes
sobre o efeito protetor e/ou cicatrizante gastrico de L. sericeus apesar deste uso popular. Além
disso, as sementes desta planta sdo ricas em compostos antioxidantes e ja foram relatadas
atividades analgésicas e anti-inflamatdrias em componentes extraidos destas sementes (MOTA,
2008). Todos esses dados apontam para um possivel potencial de L. sericeus na protecdo e
cicatrizacdo da mucosa gastrica e, desta forma, esse trabalho visa compreender melhor este
potencial. Estudamos um extrato proveniente de suas sementes visando contribuir na busca de
tratamentos alternativos eficazes e que possam permitir claros beneficios a populacédo que sofre

com doencas gastricas.
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4 OBJETIVO

4.1 Objetivo geral

Investigar o efeito protetor e cicatrizante gastrico do extrato hexanico de sementes

Lonchocarpus sericeus e 0s mecanismos envolvidos.

4.2 Obijetivos especificos

e Produzir o extrato hexanico das sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) e
determinar sua composicdo quimica atraves de técnicas de cromatografia gasosa, CG-
Ms e CG-FID.

e Auvaliar, insilico, os parametros ADME/T, a biotransformacéo metabdlica e os possiveis
alvos moleculares dos componentes majoritarios identificados em LsHE.

e Pesquisar a toxicidade aguda de LsHE em camundongos.

e Auvaliar o efeito gastroprotetor de LsHE sobre as lesfes gastricas agudas induzidas por
etanol e por indometacina em camundongos.

e Estudar, em modelos de lesdo gastrica induzida por etanol e por indometacina, a acao
de LsHE sobre o muco aderido e sobre marcadores do estresse oxidativo e inflamatorio.

e Avaliar o possivel mecanismo de acdo envolvido na atividade gastroprotetora, no
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, atraves do bloqueio de vias relacionadas
a producdo de prostaglandinas, a participacdo de canais de potassio sensiveis ao ATP, a
sintase de 6xido nitrico e a participacdo de receptores TRPV.

e Pesquisar o efeito de LsHE sobre a secrecdo gastrica, a acidez e o pH estomacal em
modelo de ligacdo pildrica em camundongos.

e Auvaliar a atividade cicatrizante de LsHE em modelo de leséo géastrica induzida por &cido
acético em ratos.

e Pesquisar a toxicidade por doses repetidas de LsHE em ratos, atraves de alteracdes em
parametros bioquimicos séricos, no peso dos érgdos e dos animais.

e Estudar, em modelo de leséo gastrica induzida por &cido acético, a acdo de LSHE sobre

marcadores do estresse oxidativo e inflamatorio.
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5 MATERIAIS

5.1 Lonchocarpus sericeus

5.1.1 Obtencéo e processamento das sementes de Lonchocarpus sericeus

As sementes de L. sericeus foram coletadas pelo Dr. Luiz Carlos Pereira Almeida Filho
e pela Dr. Nathanna Mateus de Sousa em parceria com Laboratério de Bioprospeccdo de
Recursos Regionais (BIOPROSPEC). A coleta foi realizada em fevereiro de 2019 no Campus
do Pici da Universidade Federal do Ceara (UFC) nas coordenadas 3°44'35.6” S 38°34'34.9” W.
A espécie foi previamente identificada e depositada no herbario Prisco Bezerra da UFC (N°
EAC 39615) em parceria com a Prof* Maria Iracema Bezerra Loiola, curadora do respectivo
herbario. Este estudo também foi registrado no Sistema Nacional de Gestdo do Patriménio
Genético (SisGen) sob o nimero AD3CC8F. As sementes coletadas foram trituradas em
moinho elétrico e a farinha obtida foi peneirada em malha de 500 pm, para a obtencdo de um
material homogéneo. A farinha foi seca em estufa a 45 °C por 48 horas para retirada do excesso

de umidade.

5.1.2 Preparacédo do extrato hexanico de Lonchocarpus sericeus (LsHE)

A farinha obtida segundo descrito em 5.1.1, teve seus componentes extraidos a frio e
em repouso, utilizando hexano na proporc¢édo 1:3 (p/v) a 25°C. O solvente foi trocado a cada 24
horas e a mistura resultante de quatro extrac6es (96 horas) foi reunida e acondicionada em
recipiente de vidro. O material foi evaporado a temperatura ambiente, de modo a preservar a
integridade dos compostos extraidos, em capela de exaustdo até a completa remocdo do
solvente. O processo rendeu 33% de extrato (LSHE) e este foi armazenado a -20°C até a
realizacdo das analises. Todos esses processos foram realizados no BIOPROSPEC em parceria
com a Prof® Ana de Fatima Fontenele Urano Carvalho.

Para a realizacdo das analises in vivo LsHE foi preparado para utilizacdo nas doses de
0,4; 0,8; 1,6; 3,15; 6,25; 12,5; 25; 50; 100 e 2000 mg/kg de peso do animal. LsHE foi pesado e
solubilizado em solucéo salina (NaCl 0,9%). A diluicdo permaneceu por um periodo de vinte

minutos em aparelho do tipo sonicador para a completa solubilizacdo. O extrato solubilizado
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foi armazenado em recipiente fechado, a temperatura ambiente e protegido da luz até a

realizacdo dos experimentos.

5.2 Reagentes quimicos

Todos os reagentes utilizados neste estudo foram de grau de pureza analitica e estdo
citados no decorrer da descri¢cdo da metodologia.

5.3 Animais de laboratério

Para a realizacdo dos experimentos com animais, foram utilizados camundongos Swiss
(Mus musculus), machos, com peso entre 25-30 gramas e ratos Wistar (Rattus norvegicus),
machos, com peso entre 180-220 gramas fornecidos pelo biotério central (BIOCEN) da UFC.
Apols o recebimento, 0s animais passaram um periodo minimo de quatorze dias para
aclimatizacdo ao novo ambiente antes da realizacdo dos experimentos. Os animais foram
mantidos em gaiolas de polipropileno, com temperatura controlada (24 £ 2 °C) e ciclo de
12 horas claro/escuro, tendo livre acesso a agua filtrada e racdo peletizada padronizada
(Nuvilab®). Antes dos protocolos experimentais, os animais foram submetidos a jejum
alimentar em gaiolas com piso de grade elevado por 12 horas. Apds os procedimentos
experimentais, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésicos com administracao
intraperitoneal de 300 mg/kg de cetamina e 30 mg/kg de xilazina. Todos 0s experimentos
envolvendo animais foram aprovados pelo Comissdo de Etica no Uso de Animais da UFC
(CEUA/UFC n° 1933011019) (Anexo 1) de acordo com os preceitos da Lei 11.794, com o
Decreto 6.899, bem como com as normas editadas pelo Conselho Nacional de Controle da
Experimentacdo Animal (CONCEA).

5.4 Equipamentos utilizados

A tabela 1 apresenta a lista dos equipamentos utilizados durante a execucdo deste

trabalho, modelo do equipamento e fabricante.
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Tabela 1: Equipamentos utilizados durante os experimentos

Equipamento Modelo Fabricante
Agitador do tipo Vortex QL-901 Biomixer
Balanca analitica AeD-FX Shimadzu
Banho-Maria 304D Nova Etica
Céamera do microscopio DS-Ri2 Nikon
Centrifuga de eppendorfs AS2IPM Cientec
Centrifuga de tubos K14-0815P Kasvi
Espectrofotometro DU720 Beckman Coulter
Espectrémetro de massa — CG-FID QP-2010 Shimadzu
Espectrémetro de massa — CG-MS 5977A Agilent Tech
Estufa 002CB Fanem
LabQuest Cobas c111 Roche
Leitor de microplaca UVM 340 Asys
Mesa agitadora TS-2000 Biomixer
Microscopio Eclipse Ni-U Nikon
Moinho elétrico MDR301 Cadence
Paquimetro digital 100.174B Digmess
Sonicador USC700 Unique
Tissuelyser LT Qiagen

FONTE: Elaborado pelo autor.
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6 METODOLOGIA

6.1 Estratégia experimental

Para uma melhor compreensdo do estudo, subdividimos o trabalho em quatro etapas
(Figura 7): (1) Perfil quimico e processamento in silico; (2) Efeito gastroprotetor; (3) Efeito
gastromodulador; (4) Efeito cicatrizante e possivel toxicidade.

6.2 Caracterizacdo quimica do extrato de Lonchocarpus sericeus (LSHE)

A caracterizacdo e a andlise do perfil quimico de LsHE foi realizada na Empresa
Brasileira de Pesquisa Agropecuaria (EMBRAPA), em parceria com o Prof. Edy Sousa de Brito
e com o Dr. Paulo Riceli Vasconcelos Ribeiro.

6.2.1 Derivatizacao

A derivatizacdo dos &cidos graxos contidos do extrato de L. sericeus (LSHE) em
compostos organicos volateis (COV) foi realizada em excesso, de acordo com Cunha et al.
(2020), com algumas modificacdes. Em tubos de vidro com tampa de rosca, foram solubilizados
30 mg de LsHE com 1 mL de hexano de grau Cromatografia Gasosa (Sigma-Aldrich, CG). Em
seguida, 1,4 mL de solucdo metandlica com NaOH 0,5 M foram adicionados aos tubos e estes
foram fechados e mantidos em banho-maria a 65-70 °C, até a completa dissolucdo dos globulos
de gordura.

Os tubos foram resfriados em agua corrente e foram adicionados 2 mL de solucao
esterificante (10 g de cloreto de amonio, NH4CI, dissolvido em 300 mL de metanol e 15 mL de
acido sulfarico, H.SO4). A mistura foi agitada em vortex por 30 segundos, mantida novamente
em banho-maria a 65-70 °C por 5 minutos e resfriada em agua corrente. Posteriormente, 4 mL
de solucdo aquosa de cloreto de sédio (NaCl 36%) foram adicionados e os tubos agitados por
mais 30 segundos, seguidos pela adicdo de 3 mL de hexano de grau CG e nova agitacdo. Para
recuperacdo dos ésteres, a mistura foi colocada em um funil de separacdo para separar as fases
aquosa e organica e a fase organica, contendo os ésteres, foi removida com uma micropipeta
automatica e seca para remover o hexano. Essa fase foi reconstituida com hexano CG para a

posterior analise.
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Figura 7: Estratégia experimental para analise do extrato hexanico de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE).
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6.2.2 Andlise CG-MS e CG-FID

As amostras do extrato de L. sericeus (LSHE), previamente submetidas a derivatizagao
segundo descrito em 6.2.1, foram analisadas em cromatdégrafo a gas com espectrémetro de
massa (CG-MS) equipado com uma coluna capilar de silica fundida (HP-5MS, Agilent®) (30
m x 0,25 mm id, 0,25 mm de espessura do filme) conectada a um detector quadrupolo
operando no modo de impacto de elétrons (EI) a 70 eV com uma faixa de massa de varredura
de 35-500 m/z. O hélio foi utilizado como gas carreador a 1 mL.min. As temperaturas do
injetor e da interface foram de 250 e 280 °C, respectivamente, no modo dividido (1:30). A
rampa de temperatura foi: 35 °C, aumentada para 180 °C a 15 °C min, para 250 °C a 5 °C
mint, e a temperatura final (250 °C) foi mantida por 10 minutos. Os indices de retencdo linear
(IRL) foram obtidos usando uma solugdo padrédo de alcanos C7-C30 saturados (Supelco,
EUA) para comparagdo. Para identificagdo experimental dos compostos, os espectros de
massa foram comparados com a literatura, com a biblioteca espectral de massa do Instituto
Nacional de Padrbes e Tecnologia dos EUA (NIST), bem como com os dados espectrais e
IRL fornecidos por Adams (2007).

A andlise do cromatografo a gas com detector de ionizacdo de chama (GC-FID) foi
realizada com uma coluna RTX-5 (Restek, 30 m. 0,25 mm. 0,25 pm). O nitrogénio foi usado
como gas de arraste e foram seguidas as mesmas condicdes da analise CG-MS. Novamente,
uma mistura de hidrocarbonetos lineares (C7-C30) foram injetados para comparacdo e

obtencdo do IRL, também nas mesmas condic¢des experimentais descritas anteriormente.

6.3 Andlise in silico dos componentes majoritarios do extrato de Lonchocarpus sericeus
(LsHE)

As andlises in silico dos componentes majoritarios de LSHE foram realizados no
Centro de Tecnologias Estratégicas do Nordeste (CETENE), em parceria com o Dr. Thiago
Silva de Almeida.

6.3.1 Estrutura dos compostos

Foram selecionados para avaliacdo in silico os componentes encontrados em LsHE

com mais de 10% em sua composi¢do. Para obtencéo de informagdes sobre a estrutura destes
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componentes majoritarios, foi utilizada a base de dados pablica PubChem. Foram buscadas a
estrutura de referéncia SMILES (“Simplified Molecular-Input Line-Entry System”) ou InChi
(“International Chemical Identifier”). O software ACD labs Chemsketch (Toronto, On,

Canada), versdo 14.0 foi utilizado para desenhar estas estruturas.

6.3.2 Parametros ADME/T

Os componentes majoritarios encontrados em LsHE foram avaliados, in silico, quanto
aos parametros de Absorcdo, Distribui¢do, Metabolismo, Excrecéo e Toxicidade (ADME/T).
Com relacdo a absorcdo foram avaliados: absorcdo gastrointestinal, penetracdo na pele,
penetracdo na barreira hematoencefalica e presenca de glicoproteinas de permeabilidade. Com
relacdo a distribuicdo foram avaliados: acessibilidade sintética e biodisponibilidade. Para
avaliagdo de interacbes no metabolismo e excregdo dos componentes foram analisadas a
inibicdo da familia de monooxigenases citocromo P450 (CYP450), com inibicdo das
isoenzimas CYP1A2, CYPC9, CYP2C19, CYP2D6 e CYP3A4. Com relacdo a possivel
toxicidade foram avaliados: classe de toxicidade, potencial mutagénico, potencial
tumorogénico, potencial irritante, potencial hepatoxico, possivel efeito na reproducédo e
imunotoxicidade.

O conjunto de plataformas utilizadas seguiu a metodologia abordada por Barbosa et
al. (2020). Os componentes foram analisados atraves de: Swiss ADME (SIB., Lausanne,
Suica), Servidor Protox-1l (Charité University, Berlim, Alemanha), Molinspiration
(Molinspiration Chemin formatics, Nova Ulica, Eslovaquia), Osiris Property Explorer e Osiris
Data Warrior (Actelion Pharmaceuticals Ltd., Allschwil, Suica) e CYPstrate and CYPlebriy
(“New E-Resource for Drug Discovery” - NERDD).

6.3.3 Biotransformacao metabolica in silico

Para entendermos melhor os processos de biotransformacdo metabdlica sofridos por
cada um dos componentes majoritarios de LsHE dentro no organismo, foram utilizadas quatro
plataformas de processamento. Inicialmente, para prevermos qual &tomo de cada molécula é
mais provavel que inicie as reagdes metabolicas, utilizamos o SOMP (“Site of Metabolism
Prediction”), um site para a previsao in silico de sitios de metabolismo para compostos do tipo
farmaco (RUDIK et al.,, 2015), e o NERDD (Terceira geracdo do FAME - “FAst
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MEtabolizer”). O NERDD é um novo recurso eletrénico que trata da terceira geracdo de
modelos de “machine learning” para a previsao de locais onde acontecem o metabolismo
(SoMs) (SICHO et al., 2019; STORK et al., 2019).

Para prevermos a fase 1 e/ou a fase 2 dos compostos no metabolismo, também ligado
a NERDD foi utilizado a GLORYx. A GLORYXx utiliza das informacgdes SoMs para prever e
classificar as estruturas dos metabolitos que podem ser formados pela fase 1 e/ou fase 2 do
metabolismo (KOPS et al., 2021; STORK et al., 2019). Para confirmar os metabolitos
formados na fase 1 e na fase 2, e também para descrever o tipo de reacdo e as provaveis
enzimas envolvidas foi utilizada a plataforma BioTransformer 3.0 (KOPS et al., 2021,
DJOUMBOU-FEUNANG et al., 2019).

6.3.4 Predicéo de alvos moleculares

A deteccdo dos alvos de maior afinidade com base na estrutura de cada um dos
componentes majoritarios avaliados de LsHE, foi realizada utilizando a plataforma online

“Swiss Target Prediction” (SIB., Lausanne, Suica).

6.4 Toxicidade aguda em camundongos

A avaliacdo da toxicidade aguda por via oral do extrato de L. sericeus (LsHE) foi
realizada seguindo as diretrizes do protocolo 425 da “Organization of Economic Cooperation
and Development” (OCDE), estudo da toxicidade aguda (OECD GUIDELINES, 2022). Para
isso, foram utilizados camundongos da linhagem Swiss com seis semanas de idade (25-30g)
provenientes do BIOCEN - UFC. Os camundongos foram divididos em dois grupos, (n = 3) e
receberam o tratamento por via oral em dose Unica através de gavagem. O primeiro grupo,
controle veiculo, recebeu solucéo salina (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e o segundo grupo recebeu
LsHE (2.000 mg/kg).

Os animais foram observados nas primeiras horas ap6s a administracédo (1, 2, 4, 6 e 8
horas) e posteriormente duas vezes ao dia durante 14 dias. A observacdo foi feita para
quaisquer sinais de toxicidade, incluindo alteracbes na pele e pelo, olhos e membranas
mucosas, desconforto respiratorio e digestivo, producao urinaria, padrdo de comportamento,

tremores, convulsoes, salivacao, letargia, sono, coma e morte. No 14° dia, os animais foram
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sacrificados por sobredose de anestésicos conforme descrito em 5.3 e submetidos a autopsia

macroscopica dos 6rgdos para observagdo anatomo-morfoldgica.

6.5 Avaliacéo da atividade gastroprotetora do extrato de Lonchocarpus sericeus (LSHE)

em camundongos

6.5.1 LesBes géstricas induzidas por etanol absoluto

Apos jejum de sélidos por 12 horas, os camundongos foram divididos em grupos (n=8
animais/grupo) e tratados por via oral com veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%, 10 mL/kg),
LsHE (0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,25 e 12,5 mg/kg) ou N-acetilcisteina (Sigma-Aldrich, NAC) 200
mg/kg. As doses de LsHE foram selecionadas com base em estudos previos realizados pelo
laboratorio. Ap6s uma hora do tratamento, as lesdes gastricas foram induzidas com a
administracdo oral de etanol absoluto (Sigma-Aldrich, 99,5%, 0,2 mL/ animal), segundo
metodologia descrita por Morimoto et al. (1991), com alteragdes. Decorridos trinta minutos
apos a administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésicos
conforme descrito em 5.3. Os estbmagos foram removidos, abertos ao longo da curvatura
maior e limpos com solucdo salina gelada (NaCl 0,9%). Os estdbmagos foram fotografados e
a area da lesdo gastrica glandular foi mensurada através de planimetria computadorizada,
usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Um grupo controle, com animais que
ndo receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol, foi incluido no experimento para
visualizacao dos padrdes de normalidade. Os resultados foram expressos como area de leséo

gastrica (mm?).

6.5.2 Andlise histologica das lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

A andlise histoldgica foi realizada em estbmagos previamente submetidos ao
protocolo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto (n= 4 animais/grupo), conforme
descrito previamente em 6.5.1. Os animais foram pré-tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE (0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg) ou NAC (200 mg/kg) e um grupo
controle, com animais que nao receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol, foi incluido

no experimento para controlar os padrdes histoldgicos de normalidade.
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Os estdbmagos foram removidos e abertos ao longo da curvatura maior, limpos com
salina (NaCl 0,9%) e fixados em solucdo de formalina tamponada (10%, pH 6,8-7,4), onde
ficaram imersos por 24 horas. As pecas foram emblocadas em parafina, desidratadas em alcool
e diafanizadas em xilol. As ldaminas obtidas através dos cortes (4-5 pm), foram submetidas a
coloracdo por hematoxilina-eosina (H&E) para as analises. As laminas foram examinadas com
0 auxilio de um microscépio 6ptico com cAmera acoplada para obtencdo das fotomicrografias
com aumento de 100x. As alteracGes histoldgicas avaliadas foram erosdo, edema, hemorragia
e infiltrado de células inflamatérias, com sua intensidade expressa como escore, onde (+++)
indica alteragdes severas, (++) moderadas, (+) médias e (-) ausentes (AL-SAYED; EL-
NAGA, 2015; BANCHROFT; STEVENS; TURNER, 1996). As analises foram realizadas por
patologista habilitado, aleatoriamente e sem conhecimento prévio dos grupos para evitar

interferéncia nos resultados.

6.5.3 Les0es gastricas induzidas por indometacina

Ap0s jejum de solidos por 12 horas, os camundongos foram divididos em grupos (n=8
animais/grupo) e tratados por via oral com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%, 10
mL/kg), LsHE (0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg) ou omeprazol (EMS, 30 mg/kg). Apds uma hora do
tratamento, as lesGes gastricas foram induzidas com a administracdo oral de indometacina
(Sigma-Aldrich, 30 mg/kg em solucdo de bicarbonato de sddio 5%) segundo metodologia
descrita por Olinda et al. (2008), com alteragcdes. Os animais foram eutanasiados sete horas
apos a administracdo da indometacina por sobredose de anestésicos, conforme descrito em
5.3. Os estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da curvatura maior e limpos com
solucdo salina gelada (NaCl 0,9%). Os estdmagos foram fotografados e a area da lesdo gastrica
glandular foi mensurada através de planimetria computadorizada, usando o software ImageJ
(NIH, Bethesda, MD, EUA). Um grupo controle, com animais que ndo receberam nem o pré-
tratamento e nem a indometacina, foi incluido no experimento para visualizacdo dos padrdes

de normalidade. Os resultados foram expressos como area de lesdo gastrica (mm?).
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6.6 Avaliagdo do conteudo de muco e de marcadores do estresse oxidativo e da

inflamacéo

Os camundongos utilizados nos protocolos de determinacdo do contetdo de muco e
dos marcadores do estresse oxidativo e da inflamagdo foram previamente submetidos ao
protocolo de lesdes gastricas induzidas por etanol, conforme descrito em 6.5.1 ou ao protocolo
de lesbes gastricas induzidas por indometacina, conforme descrito em 6.5.3. Os animais
submetidos aos protocolos foram pré-tratados com veiculo (Grupos etanol e indometacina,
NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE (0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg), NAC (200 mg/kg), no protocolo de
inducdo por etanol, ou omeprazol (30 mg/kg), no protocolo de inducéo por indometacina. Um
grupo controle, com animais que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem 0s agentes
indutores de Ulcera, foi incluido no experimento para controlar os padrdes fisioldgicos de

normalidade.

6.6.1 Determinacéo do contetido de muco na barreira protetora gastrica

A determinacdo do conteddo de muco da barreira protetora da mucosa gastrica foi
realizada seguindo metodologia descrita por Corne; Morrissey; Woods (1974). Apos o
protocolo inicial, descrito em 6.5.1 ou 6.5.3, onde os animais (n= 8 animais/grupo) foram
submetidos a etapa de inducdo de lesdo gastrica, a regido glandular dos estdmagos de cada um
dos animais foi coletada e pesada em balanca analitica. Depois disso, os tecidos foram
transferidos para uma solucdo corante de azul de alcian 0,1% (solugdo de sacarose 0,16 M
tamponada com 0,05 M de acetato de sddio, pH 5) onde permaneceram por duas horas, sob
agitacdo a cada trinta minutos por inversao dos tubos.

O excesso de corante dos segmentos foi removido e estes foram lavados em solucdo
de sacarose (0,25 M) por 15 minutos e, depois de trocada a solucdo, por mais 45 minutos. O
processo de lavagem ocorreu sob agitacdo constante em mesa agitadora. Apos as lavagens, o
corante que aderiu ao muco foi extraido com solucédo de cloreto de magnésio (0,5 M) por duas
horas também sob agitacdo constante. Os tecidos foram desprezados e a solucdo contendo o
corante extraido foi misturado na proporcdo 1:1 com éter dietilico. A mistura foi centrifugada
a 3.000 rpm durante 10 minutos. O sobrenadante teve a absorbancia mensurada no

comprimento de onda de 598 nm. A quantidade de muco foi determinada a partir de uma curva
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padrdo de corante e expressa como micrograma de azul de alcian extraido por cada grama de

tecido gastrico.

6.6.2 Determinacéo de malondialdeido

Para estimar os niveis de peroxidacdo lipidica, a regido glandular dos estbmagos dos
camundongos foram utilizadas para a quantificacdo de niveis de malondialdeido (MDA),
utilizando o método descrito por Agar et al. (1999), com algumas modificacdes. Os tecidos
foram pesados e homogeneizados em solucdo tampéo fosfato de potéssio gelado (0,05 M, pH
7,4), na proporcédo de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido do tipo tissuelyser.
O homogenato obtido deste tecido foi centrifugado a 12.000 rpm, por 15 minutos a 4 °C. Apds
a centrifugacdo, aliquotas de 150 pL do sobrenadante foram misturadas com éacido
tiobarbitdrico 0,5% (TBA) (diluido em é&cido acético 20%, pH 2,4 - 2,6). A mistura foi
transferida para o banho-maria com temperatura de 85°C e permaneceu durante duas horas
com agitacdo a cada trinta minutos. Em seguida, esta foi transferida para banho de gelo, onde
permaneceu por 15 minutos até o resfriamento total. Apds estes procedimentos, foi
adicionado, 25 pL de dodecil sulfato de sddio (SDS, 8,1%) e a mistura foi imediatamente
centrifugada a 12.000 rpm, por 15 minutos a 25 °C. A leitura da absorbancia foi realizada em
comprimento de onda em 532 nm. Para a analise dos resultados, foi realizada uma curva
padrdo utilizando 1,1,3,3-tetrametoxipropano. A dosagem de proteinas presentes nas amostras
foi determinada segundo método descrito por Lowry et al. (1951). Os resultados foram

expressos em micromols de MDA por miligrama de proteina (LM/ mg proteina).

6.6.3 Determinacao de glutationa reduzida

O ensaio para a determinacdo da concentracdo de glutationa reduzida (GSH) foi
realizado segundo protocolo descrito por Sedlak e Lindsay (1968). Os tecidos gastricos foram
pesados e homogeneizados em solucdo de &cido etilenodiaminotetracético (EDTA 0,02 M,
pH 8,9) na proporcéo de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido do tipo tissuelyser.
Em seguida, 40 puL de cada homogenato foram misturados a 50 pL de agua destilada e 10 pL
de &cido tricloroacético (TCA). A mistura resultante foi centrifugada a 5.000 rpm, durante 15
minutos & 4 °C e 60 uL do sobrenadante obtido em cada um dos eppendorfs foram pipetados

em uma placa de 96 pocos resfriada. Ao sobrenadante na placa, foram adicionados 100 pL de
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solugéo tampéo tris (0,4 M), EDTA (0,02 M) pH 8,9, contendo 0,01 M de reagente de Ellman's
(5,5-dithio-bis-(2-nitrobenzoic acid - DTNB). A leitura da absorbancia foi realizada
imediatamente apos a adicdo do DTNB, utilizando um leitor de microplaca a 412 nm. Os
resultados de absorbancia foram interpolados a uma curva padrdo de glutationa reduzida e

expressos como micrograma de GSH por miligrama de tecido gastrico (ug/ mg de tecido).

6.6.4 Determinacao da atividade da catalase

A regido glandular dos estdmagos dos camundongos foi utilizada para verificar a
participacdo da enzima catalase, atividade da catalase (CAT), na protecdo da mucosa gastrica
causada por LsHE, utilizando o protocolo previamente descrito por Beers e Sizer (1952), com
modificacOes. Para isso, os tecidos foram pesados e homogeneizados em solucdo tampéo
fosfato de potéssio gelado (0,05 M, pH 7,4), na propor¢do de 10% p/v, utilizando um
homogeneizador de tecido do tipo tissuelyser. O homogenato obtido deste tecido foi
centrifugado a 3.000 rpm, por 15 minutos a 4 °C e 10 pL do sobrenadante obtido foi misturado
a 2 mL de uma solugdo tampdo/ perdxido de hidrogénio (0,059 M). Imediatamente apos a
mistura, a absorbancia foi lida em espectrofotémetro, utilizando uma cubeta de quartzo a 240
nm. A leitura foi repetida durante seis minutos apds a leitura inicial e a diferenca entre as
absorbancias do primeiro e do sexto minuto foi considerada para determinar a atividade da
enzima presente nas amostras. Os resultados foram expressos em milimolar de catalase pelo

tempo por miligrama de tecido (mM/ min/ mg de tecido).

6.6.5 Determinacao da atividade da superoxido dismutase

Para determinacdo da atividade enzimética da superdxido dismutase (SOD) foi seguida
a metodologia descrita por Giannopolitis e Ries (1977), com alteracdes. Os tecidos foram
pesados e homogeneizados em solugdo tampao fosfato de potassio gelado (0,05 M, pH 7,4),
na propor¢do de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido do tipo tissuelyser. O
homogenato obtido deste tecido foi centrifugado a 12.000 rpm por 20 minutos & 4 °C. 5 uL do
sobrenadante proveniente deste homogenato foram misturados a 150 pL de NBT (Azul de
nitrotetrazolio, 750 uM), 300 pL de riboflavina (10 uM) e 100 uL de meio de reacéo (tampéo
fosfato de potassio 0,5 M, pH 7,8, contendo 0,1 mM de EDTA e 19,5 mM de L-metionina).

A mistura ocorreu no escuro & temperatura ambiente e a reagdo foi iniciada pela exposi¢éo a
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uma lampada fluorescente de 20 W que permaneceu ligada durante 15 minutos. A reacéo foi
paralisada com o desligamento da lampada e a mensuragéo da absorbancia foi imediatamente
realizada utilizando um leitor de microplaca a 560 nm. A dosagem de proteinas presentes nas
amostras foi determinada segundo método descrito por Lowry et al. (1951). Os resultados
foram expressos como unidade da enzima, isto €, quantidade de SOD necesséaria para inibir a

taxa de reducdo do NBT em 50% por miligrama de proteina (U/ mg).

6.6.6 Determinacao da atividade da mieloperoxidase

A atividade enzimatica da mieloperoxidase foi avaliada segundo protocolo descrito
por Bradley et al. (1982). Os tecidos foram pesados e homogeneizados em solucéo de brometo
de hexadeciltrimetilaménio (HTAB, 0,5% diluido em tampéo fosfato de sédio 0,5 M, pH 6,0),
na proporgdo de 10% p/v, utilizando um homogeneizador de tecido do tipo tissuelyser. O
homogenato obtido passou entdo por um processo de trés ciclos de congelamentos e
descongelamentos seguidos, sendo rapidamente congelado em nitrogénio liquido durante um
minuto e descongelado em aparelho do tipo sonicador durante cinco minutos. Apos esta etapa,
o material obtido foi centrifugado a 8.300 rpm, por 10 minutos a 4 °C. O sobrenadante (50
uL) foi adicionado a 150 uL de solucdo de reacdo composta por tampao fosfato de sddio 0,5
M, pH 6,0, contendo cloridrato de o-dianisidina (0,167 mg/mL) e peroxido de hidrogénio
(0,0005%). Imediatamente ap0s a mistura, a leitura da absorbancia foi realizada em
comprimento de onda de 450 nm durante seis minutos. A diferenca entre as absorbancias do
primeiro e do sexto minuto foi considerada para determinar a atividade da enzima presente
nas amostras. Uma unidade de atividade de MPO foi definida como a conversdo de 1 pmol de
perdxido de hidrogénio em um minuto a 25 ° C. Os resultados foram expressos como unidade

da enzima por miligrama de tecido (U/ mg de tecido).

6.7 Avaliacdo dos mecanismos envolvidos no efeito gastroprotetor de LSHE em

camundongos

6.7.1 Avaliacao do papel das prostaglandinas

Para a avaliacédo da participacdo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de LsSHE,

grupos de camundongos (n=8 animais/grupo) foram pré-tratados por via subcutdnea com
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indometacina (Sigma-Aldrich, 10 mg/kg, diluida em solucéo de bicarbonato de sddio 5%), um
inibidor ndo seletivo da COX. Trinta minutos ap6s a administracdo, 0s animais receberam por
via oral o veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), o LsHE (1,6 mg/ kg) ou o misoprostol
(HeBron, 50 pg/ kg). Uma hora ap6s a realizagdo dos tratamentos, os animais também
receberam por via oral o etanol absoluto (0,2 mL/ animal), de acordo com protocolo descrito
por Matsuda; Li; Yoshikawa (1999), com modificacBes. Apés trinta minutos da administracao
do etanol, os animais foram eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas de acordo com

protocolo previamente descrito em 6.5.1.

6.7.2 Avaliacdo do papel do Oxido Nitrico (NO)

Para a avaliagdo da participacdo do oxido nitrico no efeito gastroprotetor de LSHE,
grupos de camundongos (n=8 animais/grupo) foram pré-tratados por via intraperitoneal com
No-nitro-L-arginina metil éster (Sigma-Aldrich, L-NAME, 20 mg/ kg), um inibidor da 6xido
nitrico sintase (NOS). Trinta minutos ap6s a administracdo, os animais receberam o veiculo
(Grupo etanol, NaCl 0,9%, 10 mL/kg, v.0.), o LsHE (1,6 mg/ kg, v.0.) ou a L-arginina,
(Sigma-Aldrich, 600 mg/ kg, i.p.), de acordo com protocolo descrito por Leite et al. (2009).
Uma hora apos a realizacdo dos tratamentos, os animais receberam por via oral o etanol
absoluto (0,2 mL/ animal). Trinta minutos ap6s a administracdo do etanol, os animais foram
eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas de acordo com protocolo previamente descrito
em 6.5.1.

6.7.3 Avaliacdo do papel dos Canais de Potassio Sensiveis ao ATP (KATP)

Para a avaliacdo da participacdo dos canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP) no
efeito gastroprotetor de LsSHE, grupos de camundongos (n=8 animais/grupo) foram pre-
tratados por via intraperitoneal com glibenclamida (Sigma-Aldrich, 3 mg/ kg), um blogueador
dos canais KATP, de acordo com protocolo descrito por Leite et al. (2009). Trinta minutos
apos a administracdo, os animais receberam o veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%, 10 mL/kg,
v.0.), 0 LsHE (1,6 mg/ kg, v.0.) ou o diazoxido (Sigma-Aldrich, 3 mg/ kg, i.p.). Uma hora
apos a realizagdo dos tratamentos, 0s animais receberam por via oral o etanol absoluto (0,2
mL/ animal). Trinta minutos apo6s a administracdo do etanol, os animais foram eutanasiados e

as lesBes gastricas mensuradas de acordo com protocolo previamente descrito em 6.5.1.
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6.7.4 Avaliacao do papel dos receptores TRPV

Para a avaliacdo da participacdo dos receptores vanildides transitérios (TRPV) no
efeito gastroprotetor de LsHE, grupos de camundongos (n=8 animais/grupo) foram pré-
tratados por via subcutanea com vermelho de ruténio (Sigma-Aldrich, 3,5 mg/ kg), um
blogueador ndo seletivo dos canais TRPV. Trinta minutos apds a administracdo, 0s animais
receberam por via oral o veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), o LsHE (1,6 mg/ kg)
ou a capsaicina (Sigma-Aldrich, 0,3 mg/ kg). Uma hora apds a realizacdo dos tratamentos, 0s
animais receberam também por via oral o etanol absoluto (0,2 mL/ animal), de acordo com
protocolo descrito por Vale (2020). Trinta minutos apds a administracdo do etanol, os animais
foram eutanasiados e as lesdes gastricas mensuradas de acordo com protocolo previamente

descrito em 6.5.1.

6.8 Determinacdo de volume gastrico, acidez e pH em camundongos

Para determinacdo do volume de secrecdo gastrica, da acidez e do pH foi realizado o
método de ligacdo pildrica, seguindo metodologia descrita por Kinoshita; Saito; Tamaki
(1997) e adaptada para camundongos segundo Monteiro et al. (2019). Apds jejum de solidos
por 12 horas, os 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, os animais foram submetidos a um processo
cirurgico no qual foi realizada uma incisdo longitudinal logo abaixo do processo xifoide.
Todos os materiais cirurgicos utilizados neste procedimento foram previamente esterilizados
através de autoclave (121 °C por 15 minutos). O piloro foi identificado e amarrado com fio
de algoddo. Animais do grupo histamina (Veiculo, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE (1,6 mg/kg)
ou omeprazol (EMS, 30 mg/kg) receberam o tratamento por via intraduodenal.

Foram inseridos no experimento um grupo falsamente operado (sham) e um grupo
controle de ligacdo, que foi submetido a liga¢do do piloro, mas nao recebeu nenhum tipo de
tratamento. Ap0s a sutura, 0s animais, exceto do grupo sham e do grupo controle de ligacéo,
receberam uma injecdo intraperitoneal de histamina (5 mg/kg). Quatro horas ap6s a ligacdo
pilorica, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésicos conforme descrito em
5.3. Imediatamente apos o sacrificio, os estbmagos foram amarrados com fio de algodédo na

regido da cardia para evitar a perda de liquido. Os estbmagos foram cuidadosamente retirados
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e 0 conteudo estomacal foi coletado em tubo de ensaio e submetido a centrifugagdo a 1.000
rpm, por 10 minutos & 25 °C. O sobrenadante foi coletado e teve seu volume aferido. A acidez
e 0 pH da secrecdo gastrica foram calculados por titulacdo com fenolftaleina 1% e solucéo de
hidroxido de sodio (NaOH 0,01 N) através das seguintes formulas:

pH = - log [H']
Acidez (mEq H*/L/4h) = V NaOH x N x 100

[H*] = Concentracédo de H™ (mol/litro)
V NaOH = Volume de NaOH adicionado durante a titulagdo
N = Normalidade do NaOH adicionado

6.9 Avaliacéo da atividade cicatrizante gastrica em ratos

6.9.1 Lesao gastrica induzida por acido acético 80%

Apols jejum de solidos por 12 horas, os ratos foram divididos em grupos (n=8
animais/grupo) e anestesiados com cetamina (80 mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) administradas
por via intraperitoneal. Sob o efeito da anestesia, 0os animais tiveram os pelos da regido
torax/abdominal retirados para diminuir o risco de infeccdes e foram submetidos a um
processo cirurgico no qual foi realizada uma incisdo longitudinal logo abaixo do processo
xifoide (lado direito do animal). Todos os materiais cirurgicos utilizados neste procedimento
foram previamente esterilizados através de autoclave (121 °C por 15 minutos). O estdbmago
foi exposto para a parte de fora da incisdo e foi induzida uma lesdo na regido serosa gastrica
através da aplicagdo topica de 70 uL de acido acético a 80% (v/v). Um tubo de polietileno,
com 6 mm de didmetro e 2 cm de altura, foi colocado na regido para delimitar o espaco de
contato do acido com a superficie do estbmago. O acido foi colocado delicadamente dentro
do tubo com o auxilio de uma micropipeta automatica e permaneceu por sessenta segundos
em contato com o tecido. Passado este tempo, o acido foi removido com a mesma pipeta
(OKABE; AMAGASE, 2005; TAKAGI; OKABE; SAZIKI, 1969). A regido foi lavada
abundantemente com solucdo salina estéril (NaCl 0,9%), seca com papel filtro e 0 estdmago
foi acomodado novamente na cavidade abdominal. O corte foi suturado com duas suturas

independentes, uma sutura interna, na regido muscular, e uma sutura externa na regido da pele.
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Um grupo Sham foi incluido no estudo e serviu para controle. Este grupo foi submetido
ao procedimento cirurgico, mas recebeu a aplicacdo de solugdo salina ao invés de acido acético
na regido serosa gastrica. Os animais foram observados até acordarem da anestesia e entdo
foram acomodados em gaiolas individualizadas. Um dia apds o procedimento cirurgico, foi
iniciado o tratamento com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE (25,
50 e 100 mg/kg) ou omeprazol (EMS, 30 mg/kg), administrados por via oral, uma vez ao dia,
durante sete dias. As doses de LsHE foram selecionadas com base em estudos prévios
realizados pelo laboratdério. No oitavo dia os animais foram eutanasiados por sobredose de
anestésicos, conforme descrito em 5.3. Os estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da
curvatura maior e limpos com solugéo salina gelada. Os estdbmagos foram fotografados e a
lesdo gastrica foi mensurada, com o auxilio de um paquimetro digital, avaliando a area (mm?),
o volume da lesdio (mm?®) e a taxa de cicatrizagdo (SILVA et al., 2012). Ap0s essas
mensuracdes, parte da lesdo foi armazenada em freezer - 80°C, para analises de marcadores
do estresse oxidativo e da inflamacéo, e a outra parte foi fixada em formalina tamponada

(10%) para procedimentos histopatoldgicos.

Taxa de cicatrizacdo da lesdo =

Area da lesdo no grupo veiculo — Area da lesdo no grupo teste X 100

Area da les&o no grupo veiculo

6.9.2 Analise histologica da lesdo géastrica induzida por acido acético 80%

A anélise histologica foi realizada na regido das lesGes dos estbmagos previamente
submetidos a lesdo gastrica induzida por &cido acético (n = 6 animais/grupo), seguindo o
protocolo descrito anteriormente em 6.9.1. Os estdmagos foram removidos, abertos ao longo
da curvatura maior, limpos com solucdo salina (NaCl 0,9%) e fixados em solucdo de formalina
tamponada (10%, pH entre 6,8 e 7,4). As pecas foram emblocadas em parafina, desidratadas
em éalcool e diafanizadas em xilol. As laminas obtidas através dos cortes (4-5 pum), foram
submetidas a coloracdo por hematoxilina-eosina (H&E) e examinadas com o auxilio de um
microscopio 6ptico para obtencdo das fotomicrografias com aumento de 100x e 400x. As
alteraces histoldgicas avaliadas foram presenca de epitélio queratinizado, presenca de erosao

e perda de trechos do epitélio, presenca de vasos ectésicos e de hemorragia e presenca de focos
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inflamatorios. A intensidade das alteracdes foi expressa como escore, onde (+++) indica
alteracOes severas, (++) moderadas, (+) médias e (-) ausentes (CAVALCANTE et al., 2011
BANCHROFT; STEVENS; TURNER, 1996). As analises foram realizadas por patologista
habilitado, aleatoriamente e sem conhecimento prévio dos grupos para evitar interferéncia nos

resultados.

6.10 Efeito de LSHE sobre parametros indicativos de toxicidade no protocolo de leséo
gastrica induzida por acido acético 80% em ratos

6.10.1 Avaliacéo do efeito de LSHE sobre o peso dos animais, consumo de dgua e de ragao

Juntamente com o protocolo de inducao de lesdes géastricas por acido acetico, descrito
anteriormente em 6.9.1, foram avaliadas as possiveis alteracGes provocadas pelo tratamento
diario dos animais com o LsSHE nas trés doses testadas durante o tratamento da leséo gastrica
(25, 50 e 100 mg/kg). Apds acordarem da anestesia, 0s animais foram transferidos para gaiolas
individualizadas com quantidade padréo de agua e comida. O peso dos animais, 0 consumo
de agua e o consumo de racdo foi aferido diariamente durante os sete dias de tratamento,
sempre no mesmo horario. Para fins de controle, também foram avaliados os mesmos
parametros nos grupos sham, acido acético (Veiculo, NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e omeprazol (30

mg/kQ).

6.10.2 Avaliacéo do efeito de LsHE sobre o peso relativo dos 6rgaos

No oitavo dia apds o procedimento cirdrgico de inducdo de lesdes gastricas por acido
acetico, os animais foram eutanasiados conforme descrito anteriormente em 6.9.1. Apds a
remocdo dos estbmagos, foi realizada a remocéo do figado, baco, rins, coracdo e pulmao. Os
6rgdos foram avaliados macroscopicamente na busca por alteracdes na coloracdo, textura e
formato. Os o6rgdos retirados foram levemente secos em papel filtro e pesados em balanca

analitica.
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A anélise do peso relativo dos 6rgéos foi calculada segundo a formula:

Peso relativo do 6rgdo = Peso do 6rgéo () X 100

Peso corporal do animal no dia da eutanésia (g)

6.10.3 Avaliacdo do efeito de LsHE sobre parametros bioquimicos indicativos de toxicidade

No oitavo dia ap6s o procedimento cirurgico de indugdo de lesdes gastricas por &cido
acético, antes da realizacdo da eutanasia, 0s animais foram anestesiados com cetamina (80
mg/kg) e xilazina (10 mg/kg) por administracéo intraperitoneal. O sangue foi coletado através
de puncao cardiaca com uma agulha posicionada na base do externo do animal com inclinagao
de 30°. O coracéo foi delicadamente perfurado e uma leve presséo foi realizada no embolo da
seringa para inicio da coleta que foi realizada de forma lenta para evitar o rompimento das
hemaécias. Apos este procedimento, os animais foram submetidos a eutanésia através de uma
nova injecdo intraperitoneal, desta vez na dose de 300 mg/kg de cetamina e de 30 mg/kg de
xilazina. Os demais procedimentos foram descritos anteriormente em 6.9.1.

O sangue foi delicadamente adicionado a tubos a vacuo com gel separador e apés a
coagulacdo, os tubos foram centrifugados a 3.000 rpm por 10 minutos a 25 °C. O soro obtido
foi aliquotado em tubos do tipo eppendorf e ficou estocado na geladeira a 8°C, no freezer a -
20 °C ou no freezer a -80 °C, a depender do teste que seria realizado. Todas as analises foram
realizadas respeitando o tempo maximo de armazenamento do soro. Foram analisados 0s
seguintes parametros: Glicose, ALT (alanina aminotransferase), AST (aspartato
aminotransferase), ureia, creatinina, colesterol total e triglicérides. Todos os ensaios foram
realizados em aparelho automatico do tipo LabQuest, com reagentes da marca Labtest®,

seguindo os procedimentos e orientacGes descritas pelo fabricante do kit.

6.11 Avaliacdo de marcadores do estresse oxidativo e da inflamacdo na lesdo gastrica

induzida por acido acético em ratos

Os ratos utilizados nestes protocolos foram previamente submetidos a inducao de
lesGes gastricas por &cido acético, conforme descrito em 6.9.1. Os animais foram tratados
durante sete dias com veiculo (Grupo Acido acético, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE (25, 50 e

100 mg/kg) ou omeprazol (EMS, 30 mg/kg). O grupo controle sham, com animais ndo tratados
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e que também ndo foram submetidos ao processo de inducdo de Ulcera, também foi incluido
nos experimentos para controlar os padrdes de normalidade.

Os estdbmagos retirados apos a eutanasia dos animais tiveram a regido da lesdo dividida
em duas partes. A parte do estdbmago que foi destinada a analise dos marcadores do estresse
oxidativo e da inflamagéo foi cortada em fragmentos com 1cm de distancia do centro da leséo.
Para padronizacdo, os estobmagos de animais do grupo sham foram cortados em fragmentos
do mesmo tamanho partindo de um ponto comum no centro da regido do estdmago onde
deveria estar a lesdo. Todos os fragmentos obtidos foram pesados em balanca analitica e
previamente cortados em pequenos fragmentos com o auxilio de uma tesoura cirdrgica.

Para determinacdo dos niveis de malondialdeido (MDA) foram seguidos o0s
procedimentos descritos previamente em 6.6.2. Para determinagédo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) foram seguidos os procedimentos descritos em 6.6.3. Para determinagédo da
atividade da catalase (CAT) foram seguidos os procedimentos descritos em 6.6.4. Para
determinacéo da atividade da superdxido dismutase (SOD) foram seguidos os procedimentos
descritos em 6.6.5. Para determinacéo da atividade da mieloperoxidase (MPQO) foram seguidos

0s procedimentos descritos em 6.6.6.

6.12 Analise estatistica

A analise estatistica foi realizada utilizando o teste de analise de variancia (ANOVA)
de um via ou duas vias, seguido dos testes de Tukey ou Bonferroni. Os resultados foram
expressos como média + erro padrao da média (E.P.M.) de oito animais por grupo. Valores de
p menor que 0,05 foram considerados estatisticamente significativos. O programa utilizado

para a analise estatistica foi o GraphPad Prism® 5.01.
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7 RESULTADOS

7.1 Composicao quimica do extrato de Lonchocarpus sericeus (LSHE)

O perfil quimico do extrato hexanico das sementes de L. sericeus (LSHE) foi
identificado pela comparacgdo do indice de retencdo linear (IRL) com Adams (2007) e com a
biblioteca NIST. Os picos foram numerados de acordo com a ordem de eluicdo (Figura 8). De
acordo com a andlise CG-MS, foram identificados oito compostos que sdo acidos graxos
(Figura 9). Um alto nivel de confianca foi demonstrado entre o indice de retencdo
experimental e os valores de indice da biblioteca NIST. Esses resultados estdo de acordo com

os valores de correspondéncia “match” e “R match”.

Figura 8: Cromatograma do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus
(LsHE). Anélise realizada em cromatografo a gas e espectrometro de massa (CG-
MS).
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FONTE: Elaborada pelo autor. Analise realizada em coluna HP-5MS (Agilent®). Intensity —

Intensidade. Time — Tempo em minutos.
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Figura 9: Compostos identificados no extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE).
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FONTE: Elaborada pelo autor. Analise realizada em cromatdgrafo a gas e espectrometro de massa (CG-MS).
Estruturas desenhadas utilizando o software ACD labs Chemsketch (Toronto, On, Canada). 1. Acido
hexadecanoico; 2. Acido 9-12-octadecadienoico; 3. Acido 9-octadecendico; 4. Acido octadecandico; 5. Acido

eicosenoico; 6. Acido eicosandico; 7. Acido docosanoico; 8. Acido tetradecandico.

De acordo com a analise CG-FID, LsHE apresentou como composto majoritario o
acido oleico 67,03% (acido 9-octadecendico), seguido pelo &cido palmitico 11,17%
(&cido hexadecanoico) e pelo acido beénico 10,74% (acido docosanoico). Em menores
quantidades identificamos: acido lignocérico 4,25% (acido tetradecandico), acido estearico
2,3% (acido octadecanoico), acido gondoico 1,87% (&cido eicosenoico), &cido linoleico
1,64% (4cido 9-12-octadecadienoico) e acido araquiddnico 1,01% (&cido eicosanoico)
(Tabela 2).

7.2 Andlise in silico dos componentes majoritarios do extrato de Lonchocarpus sericeus
(LsHE)

7.2.1 Parametros ADME/T

Foram selecionados para avaliacao in silico os trés componentes majoritarios (>10%)
encontrados em LsHE, acido oleico (&cido 9-octadecendico), acido palmitico (acido
hexadecanoico) e acido beénico (&cido docosanoico). A tabela 3 apresenta as propriedades

fisico-quimicas de cada uma das moléculas identificadas em LsHE.
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Tabela 2: Componentes identificados no extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

N° Nome do composto Nome usual TR %° IR IR  Match R. Fragmentos de ions

Pico ] ] (min)? o’ it match®
1 Acido hexadecanoico Acido palmitico 1482 11.17 1925 1921 941 941 74(BP®), 87, 1&3, 227,
2 Acido 9-12-octadecadienoico  Acido linoleico 17.28 1.64 2096 2095 886 915 55, 67 (é;(e)),(l\g{,)95, 263,
3 Acido 9-octadecendico Acido oleico 17.40 67.03 2104 2103 829 864 41, 55 (2E39F1)(,I+\;I59,)74, 264
4 Acido octadecandico Acido estearico 17.74 230 2127 2125 906 948 55, 75 (BP(eI;fI +8)7 143, 298
5 Acido eicosenoico Acido gondoico 20.41 1.87 2302 2321 877 877 41, 55 (BFSeI\)/,I 6)?, 83, 292,
6 Acido eicosandico Acido araquiddnico  20.80  1.01 2328 2335 827 855 43, 55, 3;3%)4 éél\l/lgl?zPe), 87,
7 Acido docosanoico Acido beénico 23.81 10.74 2528 2530 900 903 43, 55, gj E(3I.3$/‘!Z,)87, 143,
8 Acido tetradecandico Acido lignocérico  27.49 425 2728 2731 844 864 43, 47, 7222%%2387 143,

FONTE: Elaborada pelo autor. Andlise realizada em cromatografo a gas e espectrdbmetro de massa (CG-MS) e cromatdgrafo a gas com detector de ioniza¢do de chama (CG-

FID). a. Tempo de retencdo; b. Proporcdo do pico na composicio do extrato de sementes de L. sericeus (LsHE); c. indice de retengdo experimental; d. indice de retencdo da

literatura, Nist e Adams (2007), valor de correspondéncia entre os principais fragmentos do espectro nist e o espectro do pico analisado. Um valor alto indica um alto nivel de

confianga. A auséncia ou adicdo de outros fragmentos no espectro do pico resulta em baixa correspondéncia; e. Pico base.
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Tabela 3: Propriedades fisico-quimicas dos componentes majoritarios identificados no extrato

de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Acido Acido Acido
Oleico Palmitico Beénico
Formula molecular C18H3402 C16H3202 C22H4402
Peso molecular (g/mol) 282,46 256,42 340,58
Recebimento de moléculas de
hidrogénio ? : ?
Doadores de moléculas de
hidrogénio ' ! .
cLogP 5,71 5,20 7,40

FONTE: Elaborado pelo autor. cLogP: Coeficiente de particdo logaritmo entre octanol e dgua (coctanol/cagua),
importante para a farmacocinética dos farmacos. Andlises realizadas pelas plataformas Swiss ADME (SIB,
Lausanne, Suica), Molinspiration (Molinspiration Chemin formatics, Nova Ulica, Eslovaquia) e Servidor Protox-

Il (Charité University, Berlim, Alemanha).

A tabela 4 apresenta parametros relacionados a absor¢édo dos componentes majoritarios
de LsHE. O acido oleico e o &cido palmitico possuem alta capacidade de absorcéo pelas células
da mucosa gastrointestinal, mas o &cido beénico possui baixa probabilidade de ser absorvido
diretamente por estas células. A probabilidade de penetracdo na barreira hematoencefalica é
baixa para os acidos oleico e beénico, mas ¢ alta para o acido palmitico. Ja o coeficiente de
permeabilidade (Log Kp cm/s) do acido beénico foi mais alto (-1,01), mostrando maior
probabilidade de penetracdo nas células epiteliais, do que o encontrado para os acidos oleico (-
2,60) e palmitico (-2,77), que apresentaram menor probabilidade de penetracdo epitelial. A
presenca de glicoproteinas de permeabilidade (P-GPs), que poderiam estar facilitando a

penetracdo das moléculas, ndo foi provavel em nenhum dos componentes.
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Tabela 4: Propriedades de absor¢do dos componentes majoritérios identificados no extrato de

sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Acido Acido Acido
Oleico Palmitico Beénico
Absorc¢ao gastrointestinal Alta Alta Baixa
Penetracdo na barreira 3 _ 3
. Nao Sim Nao
hematoencefalica
Penetracao na pele —
-2,60 -2,77 -1,01
Log Kp(cm/s)
Presenca de P-GPs N&o Néo Né&o

FONTE: Elaborado pelo autor. P-GPs, Glicoproteinas de permeabilidade. Analises realizadas com base no método
da “gema de ovo cozido” (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017), através das plataformas Swiss ADME (SIB,

Lausanne, Suica) e Molinspiration (Molinspiration Chemin formatics, Nova Ulica, Eslovaquia).

Tambeém foram avaliados parametros relacionados a acessibilidade sintética, a
biodisponibilidade e o “Drug Likeness” dos trés componentes majoritarios de LSHE (Tabela 5).
Com relagéo a acessibilidade sintética ocorreu pequena diferenca entre o &cido oleico (3,07), 0
acido palmitico (3,00) e o &cido beénico (2,31). Na analise de biodisponibilidade os trés
componentes apresentaram o mesmo escore (0,85). Durante a avaliacdo da semelhanca com
outras drogas conhecidas (“Drug Likeness”), nenhum dos trés componentes apresentou ou se
aproximou de um resultado com numero positivo que indicaria essa semelhanca com outros
medicamentos.

Para avaliar as possiveis interacdes metabolicas na metabolizacdo de farmacos, foram
analisadas a inibicdo da familia de monooxigenases citocromo P450 (CYP450) (Tabela 6). O
acido oleico e o &cido palmitico foram capazes de inibir apenas a CYP450 2C9 e a CYP450
1A2. O acido beénico sé foi capaz de inibir a CYP450 1A2. Com relagdo a possivel toxicidade
dos componentes majoritarios de LsHE, podemos visualizar os resultados encontrados na tabela
7. O acido oleico foi classificado na classe de toxicidade 2, faixa amarela. Os &cidos palmitico
e beénico foram classificados na classe de toxicidade 4, faixa verde. Com relacdo ao potencial
mutagénico, potencial tumorogénico, potencial irritante, potencial hepatdxico, potencial efeito
na reproducédo e imunotoxicidade, todos os compostos apresentaram baixo risco de causaram

qualquer alteracao.
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Tabela 5: Propriedades quimico/biolégicas dos componentes majoritarios identificados no
extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Acido Acido Acido

Oleico Palmitico Beénico
Acessibilidade sintética 3,07 2,31 3,00
Biodisponibilidade 0,85 0,85 0,85
“Drug-likness” -28,97 -25,22 -25,22

FONTE: Elaborado pelo autor. Biodisponibilidade: Probabilidade de F > 10%. Acessibilidade sintética: 1 (Muito
facil) a 10 (Muito dificil). “Drug-likness”, semelhanga com outras drogas conhecidas. Analises realizadas pelas
plataformas Swiss ADME (SIB, Lausanne, Suica) e Osiris Property Explorer, Osiris Data Warrior (Actelion
Pharmaceuticals Ltd., Allschwil, Suica).

Tabela 6: Possiveis interacbes metabdlicas dos componentes majoritarios identificados no

extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Acido Acido Acido

Oleico Palmitico Beénico
Inibidor de CYP450 2C9 Sim Sim Né&o
Inibidor de CYP450 2D6 Né&o Né&o Né&o
Inibidor de CYP450 2C19 Né&o Né&o Né&o
Inibidor de CYP450 3A4 Né&o Né&o Né&o
Inibidor de CYP450 1A2 Sim Sim Sim

FONTE: Elaborado pelo autor. CYP450, Familia de monooxigenases citocromo P450. Analise realizada pela
plataforma CYPstrate and CYPlebriy (“New E-Resource for Drug Discovery” - NERDD).
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Tabela 7: Potencial de toxicidade dos componentes majoritéarios identificados no extrato de

sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Acido Acido Acido

Oleico Palmitico Beénico
Classe de toxicidade 2 4 4
Potencial mutagénico Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Potencial tumorogénico Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Potencial irritante Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Potencial hepatoxico Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Potencial efeito na reproducéo Baixo risco Baixo risco Baixo risco
Imunotoxicidade Baixo risco Baixo risco Baixo risco

FONTE: Elaborado pelo autor. Classes de toxicidade 1 (Extremamente toxico) a 6 (Improvavel de causar dano).

Analise realizada pelo Servidor Protox-11 (Charité University, Berlim, Alemanha).

7.2.2 Biotransformacao metabolica in silico

As figuras 13, 14 e 15 nos mostram as provaveis transformacgdes metabdlicas que os trés

componentes majoritarios de LsHE podem sofrer apos entrarem em contato com o organismo.

O écido oleico (Figura 10) iniciara a transformacdo metabdlica no carbono 18 (probabilidade

0,168) e durante o metabolismo de fase I, provavelmente sofrera transformacéo do tipo beta

oxidacdo (prioridade 0,37) ou transformacéo do tipo hidroxilacdo alifatica (prioridade 0,28).

Durante o metabolismo de fase Il, o acido oleico provavelmente sofrera transformacéo do tipo

glucuronidacdo (prioridade 0,94). Esta reacdo podera ocorrer nos carbonos 16, 17 ou 20 da

molécula com probabilidades de 0,4; 0,248 e 0,176, respectivamente.

O 4cido palmitico (Figura 11) iniciara suas transformacdes metabdlicas no carbono 1
(probabilidade 0,864) ou no carbono 2 (probabilidade 0,728). No metabolismo de fase |

existem cinco reagdes com alta prioridade de ocorrerem na molécula. O acido palmitico pode

sofrer transformacao do tipo hidroxilacéo alifatica em trés carbonos diferentes (prioridade de
0,372 ou 0,768); carbonilacdo (prioridade 0,768) ou beta oxidacédo (prioridade 0,648). Durante

0 metabolismo de fase Il, é provavel que a molécula passe por uma transformacao do tipo

glucuronidacdo (prioridade 0,963) no carbono 15 (probabilidade 0,456).

No caso do acido beénico, conforme podemos observar na figura 12, ele iniciara as

reacOes metabolicas de fase | no carbono 22 com probabilidade de 0,152. A molécula também
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poderd sofrer transformacé&o do tipo hidroxilacéo alifatica (prioridade 0,256) ou transformacéo
do tipo beta oxidacdo (prioridade 0,256). A reagdo mais provavel de ocorrer durante o
metabolismo de fase 2 serd a transformacdo do tipo glucuronidacdo (prioridade 0,874) no
carbono 20 (probabilidade 0,444).

7.2.3 Predigé&o de alvos moleculares de LsHE

A figura 13 mostra as classes dos quinze principais alvos moleculares identificados
para cada um dos componentes majoritarios identificados em LsHE. Tanto o acido oleico,
como o &cido palmitico e o &cido beénico se ligam principalmente a enzimas, proteinas de
ligacdo a acidos graxos e receptores nucleares. Além disso, também ocorre a ligacéo a alguns
receptores acoplados a proteina G, fosfatases, oxiredutases, dentre outros.

A tabela 8 mostra os alvos moleculares identificados com 100% de probabilidade de
ligagdo para cada um dos componentes majoritarios identificados em LsHE. O acido oleico
tem como alvos principais FABP1, FABP4, FABP5, FAAH, PPARa, PPARy e PPARS. O
acido palmitico tem em comum com o acido oleico FABP4, PPARa, PPARS e FABP5. Além
disso tambem tem como alvos FFAR1, FABP2 e FABP3. O &cido beénico tem em comum
com o acido palmito FFAR1, FABP2 e FABP3 e tem em comum com o &cido oleico e com o
acido palmitico FABP4, FABP5, PPARa e PPARG.
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Figura 10: Predicdo das transformacdes metabdlicas sofridas pelo &cido oleico, componente majoritario presente no extrato de sementes

de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Atom  Probability
C.l6 0.4
C.17 0.248
0.20 0.176

W N

OH o
OH
o)
OH
\ _
Oleicacid —> o . . .
_ ‘ Beta oxidation Aliphatic hydroxylationa O-glucuronidation (aliphatic carboxyl)
Atom  Probability FAMEscore PI’IOI’Ity score 0.37 (sec carbon next to SP2, Priority score 0.94

C.18 0.168 0714 not in a ring)
Priority score 0.28 \ /

Phase Il Transformation - Priority score > 0.2

Phase | (CYP450) Transformation - Priority score > 0.2

FONTE: Elaborado pelo autor. Analise realizada pelo SOMP (“Site of Metabolism Prediction””), NERDD (Terceira geragdo do FAME - “FAst MEtabolizer”), pela

plataforma GLORYYX e pela plataforma BioTransformer 3.0.
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Figura 11: Predicdo das transformacdes metabdlicas sofridas pelo acido palmitico, segundo componente majoritario presente no extrato

de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

o o

OH
)\/\/\/\/\/\/\/U\OH HO\/W\/\/\/\/\/U\OH

Aliphatic hydroxylation Aliphatic hydroxylation (primary
(sec carbon, next to CH,) carbon next to sec carbon)
Priority score 0.768 Priority score 0.768

Atom Probability
C.I5 0456

V

HO\'\/\/\/\/\/\/\/\j\OH /\/W\/\/\/U\OH HO OH

HO =
Carboxylation (primary Beta-oxidation /\/\/\/\/\/\s\/\/io

& o carbon next to sec carbon) Priority score 0.648
Palmitic acid —»- Priority score 0.768
Atom Probability O-glucuronidation (aliphatic carboxyl)
Cl 0864 Oy, OH Priority score 0.963 j
C2| 0.728 \/\/\/\/\/\/\i K
- OH
Aliphatic hydroxylation Phase Il Transformation - Priority score > 0.2
(sec carbon next to SP2,
not in a ring)

Priority score 0.372

Phase | (CYP450) Transformation - Priority score > 0.2

FONTE: Elaborado pelo autor. Analise realizada pelo SOMP (“Site of Metabolism Prediction””), NERDD (Terceira geragdo do FAME - “FAst MEtabolizer”), pela

plataforma GLORYYX e pela plataforma BioTransformer 3.0.
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Figura 12: Predicdo das transformac@es metabdlicas sofridas pelo acido beénico, terceiro componente majoritario presente no extrato de

sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE).

Atom Probability
C20 0444

V

OH

Behenic acid —
Atom Probability

Aliphatic hydroxylation
1 0152 (sec carbon next to SP2,
- not in a ring)
Priority score 0.256

Beta oxidation
Priority score 0.256

O-glucuronidation
(aliphatic carboxyl)
Priority score 0.874

&

Phase | (CYP450) Transformation - Priority score > 0.2 Phase Il Transformation - Priority score > 0.2

FONTE: Elaborado pelo autor. Analise realizada pelo SOMP (“Site of Metabolism Prediction””), NERDD (Terceira geragdo do FAME - “FAst MEtabolizer”), pela

plataforma GLORYYX e pela plataforma BioTransformer 3.0

91



Figura 13: Classes de alvos identificados in silico para cada um dos componentes majoritarios
presentes no extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE). (A) Acido oleico. (B)
Acido palmitico. (C) Acido beénico.
(A) Oxiredutases Proteinas de

6,7% ligacdo a Acidos

graxos
26,7%

Fosfatases
13,3%

Receptores
aclopados a
proteina G
6,7%

Enzimas
26,7%
(B)
Regulador
epigenético Proteinas de
Transportadores  6,7% ligacdo a acidos

eletroquimicos graxos
6.7% 26,7%
Receptores
aclopados a
proteina G
13,3%
Enzimas
20%
(C) Regulador Proteinas de
epigenético ligagdo a acidos
Transportadores 6,7% graxos
eletroquimicos 26,7%

6,7%

Fosfatases
6,7%

Receptores

aclopados a

proteina G
6,7%

Enzimas
20%

FONTE: Elaborado pelo autor. Predigéo para as quinze principais classes de alvos moleculares. Anélise realizada

pela plataforma “Swiss Target Prediction” (SIB, Lausanne, Suica).
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Tabela 8: Descrigdo dos alvos identificados in silico para cada um dos componentes

majoritarios identificados no extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsSHE).

Compostos Alvos ligante padréo Nome usual
Proteina de ligacdo a acidos graxos, adipdcito FABP4
Amida hidrolase de acido graxo FAAH
o Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo gama PPARy
giliiz Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo alfa PPARa
Proteina de ligacdo a acidos graxos, epidérmica FABP5
Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo delta PPARS
Proteina de ligacdo a acidos graxos, figado FABP1
Proteina de ligagéo a acidos graxos, adipécito FABP4
Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo alfa PPARa
. Proteina de ligagéo a acidos graxos, muscular FABP3
p:r:Z?co Proteina de ligagéo a acidos graxos, epidérmica FABP5
Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo delta PPARS
Proteina de ligacéo a acidos graxos, intestinal FABP2
Receptor de acido graxo livre tipo 1 FFAR1
Receptor de acido graxo livre tipo 1 FFAR1
Proteina de ligagéo a acidos graxos, adipécito FABP4
- Proteina de ligagéo a acidos graxos, muscular FABP3
bt;:?::o Proteina de ligacéo a acidos graxos, epidérmica FABP5
Proteina de ligacdo a acidos graxos, intestinal FABP2
Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo alfa PPARa
Receptor ativado por proliferador de peroxissoma tipo delta PPARS

FONTE: Elaborado pelo autor. Foram selecionados os alvos com 100% de probabilidade de ligacdo. Anélise

realizada pela plataforma “Swiss Target Prediction” (SIB, Lausanne, Suica).
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7.3 Toxicidade aguda do extrato de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em camundongos

O ensaio de toxicidade oral aguda € rotineiramente utilizado para avaliar a capacidade
de uma substdncia ou mistura de substancias produzir efeitos toxicos agudos. Apos
administracdo por via oral de LsHE dose Unica (2.000 mg/ kg), nenhuma morte foi registrada
ou qualquer sinal de intoxicagdo foi observado durante os 14 dias de experimento (n=3
animais/grupo). Nao ocorreu nenhuma alteracdo seja ela de comportamento, fisica ou qualquer
outro sinal que indique toxicidade. Além disso, apds a necropsia, ndo foram observadas
alteraces macroscopicas na morfologia do coragdo, pulmao, estbmago, baco, figado ou rins.

7.4 Avaliacdo da atividade gastroprotetora do extrato de Lonchocarpus sericeus em
camundongos

7.4.1 Efeito de LsHE sobre lesdes gastricas induzidas por etanol absoluto

O efeito gastroprotetor de LsHE foi demonstrado pela reducdo do dano causado pelo
etanol absoluto a mucosa do estdbmago, conforme podemos visualizar no grafico 1. Os
camundongos do grupo etanol, que receberam apenas veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e etanol
absoluto, apresentaram lesdes gastricas hemorragicas com uma area total de 21,51 + 0,26 mm?.
Enquanto isso, o tratamento com LSHE nas doses de 0,4; 0,8; 1,6; 3,2; 6,2 e 12,5 mg/kg reduziu
significativamente a area das lesdes para 15,66 + 1,19; 13,62 + 1,39; 8,22 + 1,04; 7,7 £ 1,08;
5,45 +0,29 e 4,48 + 0,24 mm?, respectivamente. Redugdes essas de 27,20; 36,68; 61,78; 64,20;
74,67 e 79,18% respectivamente, em relacdo ao grupo etanol. Os animais que receberam NAC
(200 mg/kg), também apresentaram reducdo significativa da area de lesdo gastrica,
apresentando uma area de lesdo de apenas 8,48 + 0,39 mm?2. Uma reduc&o de 60,57 % quando
comparada a area da lesdo apresentada por animais do grupo etanol.

A figura 14 apresenta imagens macroscopicas representativas do tecido gastrico de
animais dos grupos controle (Nao submetidos ao protocolo de lesdo gastrica), etanol, LsHE nas
doses de 0,8; 1,6; 3,2 mg/kg e NAC na dose de 200 mg/kg. Podemos visualizar no estbmago
que representa o grupo controle um aspecto normal da mucosa gastrica. No estdmago que
representa o grupo etanol podemos observar lesbes hemorragicas com aspecto estriado por toda
a regido da mucosa gastrica. Nos estdbmagos que representam os grupos pré-tratados com LsHE,

nas trés doses, ou com NAC podemos visualizar que ocorreu reducdo da area lesionada.
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O pré-tratamento com LsHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg e com NAC apresentou
resultados semelhantes. Desta forma, a dose de LsHE de 1,6 mg/kg foi escolhida como a menor
dose efetiva na protecdo da mucosa géastrica contra os danos causados pelo etanol, causando
protecdo de mais de 60% em relacdo a animais que ndo receberam o pré-tratamento. Esta dose
foi, portanto, escolhida para os experimentos de investigacdo do volume de secrecdo, acidez e
pH e das vias envolvidas na gastroprotecao.

Gréfico 1: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em lesdes gastricas
induzidas por etanol em camundongos.

‘e 25-
E mm Etanol
& 20- 4 =3 LsHE 0.4 mgikg
_{,:._; 5. T a = LsHE 0.8 mg/kg
o s = LsHE 1,6 mg/kg
tm . a - [ = w I}
2 10 e _rll_ , i = LsHE 3.2 makg
g . 4 g 1 LsHE 6,2 mg/kg
g | | |'-'| = LsHE 12,5 mg/kg
el ﬂ‘ T T T T T T = N.ﬂ{: .:JD[:l rﬂg-'lkg

L [ ]

| |

Etanol

FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). A érea de leséo
gastrica (mm?) foi mensurada através de planimetria computadorizada, usando o software ImageJ (NIH, Bethesda,
MD, EUA). Os resultados estéo representados como meédia + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”,
seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,001 em relagéo ao grupo etanol.
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Figura 14: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em lesGes gastricas
induzidas por etanol em camundongos. Imagens macroscopicas representativas do tecido

gastrico.

Controle

+ Etanol

LsHE + Etanol

FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). O grupo controle

representa animais que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol.
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7.4.2 Efeito de LsHE sobre as alteragdes histologicas induzidas por etanol absoluto

A figura 15 e a tabela 9 mostram as alteracdes histopatoldgicas presentes nas amostras
de estdbmago dos diferentes grupos experimentais. Os estbmagos dos camundongos do grupo
controle, que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol, apresentaram aparéncia
histologica sem alteragcbes morfologicas estruturais. As areas de mucosa e submucosa géastrica
apresentaram células e criptas com a estrutura preservada, sem evidéncia de hiperemia ou de
inflamacdo. Também ndo ocorreu a presenca de nenhuma alteracdo circulatéria, degenerativa
ou neoplésica nos tecidos (Figura 15A).

Os animais do grupo etanol apresentaram danos gastricos graves evidenciados por
lesbes microscopicas com grande eroséo de células epiteliais superficiais. Neste grupo, também
ocorreu moderado edema entre a regido mucosa e submucosa gastrica, presenca de hiperemia e
hemorragia e presenca de infiltrado de células inflamatorias (Figura 15B). Os animais que
receberam o pré-tratamento com LsHE nas doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg ou com NAC (200
mg/kg) tiveram a mucosa gastrica protegida dos efeitos deletérios do etanol. Os pré-tratamentos
preveniram a erosdao da barreira epitelial e das criptas gastricas. Além disso, ndo ocorreu a
presenca de edema e nem evidéncias de hemorragia ou de infiltrado inflamatoério. Os estdmagos
desses grupos apresentaram aspecto histologico normal, semelhante ao grupo controle (Figura
15C-15F).

7.4.3 Efeito de LsHE sobre lesdes gastricas induzidas por indometacina

O efeito gastroprotetor de LsHE também foi demonstrado pela reducéo do dano causado
a mucosa do estdbmago no modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina, conforme
podemos visualizar no grafico 2. Os camundongos do grupo indometacina, apresentaram lesdes
gastricas com uma érea total de 13,00 + 0,57 mm?. Enquanto isso, os animais pré-tratados com
LsHE nas doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg demonstraram uma reducao significativa da area das
lesOes gastricas para 9,39 + 0,88, 4,96 + 0,57 e 3,01 + 0,53 mm?, respectivamente. Reducdes

essas de 27,76; 61,84 e 76,84 % respectivamente, em relacdo ao grupo indometacina.
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Figura 15: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre as alteracGes histoldgicas do tecido gastrico, induzidas por

etanol absoluto em camundongos. Fotomicrografias representativas dos estdmagos apos diferentes tratamentos.

FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo, LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/animal) (n= 4
animais/grupo). (A) Camundongos que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol, grupo controle; (B) Camundongos pré-tratados com veiculo (Grupo etanol, NaCl
0,9%); (C-E) Camundongos pré-tratados com LsHE doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg; (F) Camundongos pré-tratados com N-acetilcisteina (NAC, 200 mg/kg). As pontas de seta

indicam a presenca de edema e perda de células epiteliais. As sec¢des de tecido gastrico foram analisadas por coloracdo H&E (Ampliacdo x 100).
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Os animais que receberam omeprazol (30 mg/kg), também apresentaram reducgdo
significativa da area de lesdo gastrica, apresentando uma area de lesdo de apenas 1,65 * 0,40
mm?. Uma reducéo de 93,21 % quando comparada a lesdo apresentada por animais do grupo
indometacina. A figura 16 apresenta imagens macroscopicas representativas do tecido gastrico
de animais dos grupos veiculo, tratados com LsHE nas doses de 0,8; 1,6; 3,2 mg/kg e tratados

com omeprazol na dose de 30 mg/kg.

Tabela 9: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre as alteracfes
histoldgicas do tecido gastrico, induzidas por etanol absoluto em camundongos.

Erosao Edema na Hemorragia  Infiltrado de células
na mucosa  submucosa na mucosa inflamatdrias na
submucosa
Controle - - - -
Etanol +++ ++ + +

LsHE 0,8 mg/kg - - - -
LsHE 1,6 mg/kg - - - -
LsHE 3,2 mg/kg - - - -
NAC 200 mg/kg - - - -

Fonte: Elaborada pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/animal) (n= 4
animais/grupo). O grupo controle representa animais que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem o etanol. As
seccOes de tecido gastrico foram analisadas por coloragdo H&E (Ampliagdo x 100). (+++) alteracdes severas, (++)

alteracdes moderadas, (+) alteragdes medias, (-) sem alteracdes.
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Gréfico 2: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) em lesGes

géstricas induzidas por indometacina em camundongos.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou omeprazol e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). A érea de lesdo gastrica
(mm?) foi mensurada através de planimetria computadorizada, usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD,
EUA). Os resultados estdo representados como média = E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”,
seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,01 em relacdo ao grupo indometacina. ® p < 0,001 em relacéo ao grupo
indometacina.
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Figura 16: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em lesGes gastricas
induzidas por indometacina em camundongos. Imagens macroscopicas representativas do

tecido gastrico.

Omeprazol 30 mg/kg

+ Indometacina

1,6 mg/kg

LsHE + Indometacina

FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE (0,8; 1,6 ou 3,2 mg/kg) ou omeprazol (30 mg/kg) e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina
(30 mg/kg). O grupo controle representa animais que ndo receberam nem o pré-tratamento e nem a indometacina.
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7.5 Efeito de LsHE sobre o conteddo de muco ap6s o protocolo de lesGes gastricas

induzidas por etanol em camundongos

Conforme podemos observar no gréfico 3, os camundongos do grupo etanol
apresentaram reducdo significativa de 38,26 % do conteldo de muco presente na mucosa
gastrica (563,7 + 32,58 pg/ g de tecido) quando comparados aos animais do grupo controle
(912,1 £ 27,39 pg / g de tecido). Os animais pré-tratados com LsSHE nas trés doses (0,8; 1,6 e
3,2 mg/kg) ou com NAC (200 mg/kg) ndo apresentaram essa redugdo, mantendo os valores de
contetdo de muco sem diferenca estatistica em relacdo aos observados no grupo controle. Os
grupos pré-tratados com LSHE apresentaram contetdo de muco de 885,0 + 32,10; 903,1 + 34,01
e 895,7 £ 49,53 pg/ g de tecido, nas doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg, respectivamente. O grupo
pré-tratado com NAC apresentou contetdo de muco de 890,5 + 49,2 ug / g de tecido.

Grafico 3: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre o contetido
de muco na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de lesdes gastricas

induzidas por etanol.

)

T 1000~ b b b b

P.-L; X - T T T = Controle

% 8004 Em Etanol

=] da = LsHE 0.8 ma/k
5, 600- e
= =3 LsHE 1,6 mgikg
S 400- =3 LsHE 3,2 mgikg
= NAC 200 ma/k
@ 2004 = 9K
o

=]

g u T T T T T

= I ]

Etanol

FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). O contetdo de
muco foi determinado segundo Corne; Morrissey; Woods (1974). Os resultados estdo representados como média
+ E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,001 em relagdo ao

grupo controle. ®p < 0,001 em relagdo ao grupo etanol.
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7.6 Efeito de LsHE sobre marcadores do estresse oxidativo e da inflamacédo apds o

protocolo de lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos

7.6.1 Niveis de malondialdeido

Os camundongos do grupo etanol apresentaram niveis de malondialdeido (MDA) no
tecido gastrico mais de duas vezes maiores (0,85 + 0,03 uM/ mg de proteina) do que 0s niveis
apresentados por animais do grupo controle (0,32 + 0,03 uM/ mg de proteina), conforme
podemos visualizar no gréfico 4. Os animais pré-tratados com LsSHE nas doses de 1,6 e 3,2
mg/kg ou NAC na dose de 200 mg/kg apresentaram reducdo significativa dos niveis de MDA
quando comparados aos animais do grupo etanol. Os valores encontrados foram de 0,46 + 0,06;
0,49 + 0,07 e 0,36 £ 0,03 UM/ mg de proteina para LsHE nas doses de 1,6; 3,2 e para NAC,
respectivamente. O pré-tratamento com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (0,65 + 0,07 uM/ mg de
proteina) ndo diminuiu os niveis de MDA em relacéo aos niveis apresentados pelo grupo etanol.

Grafico 4: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesbes gastricas induzidas por etanol.
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FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). Os niveis de
MDA foram determinados segundo Agar et al. (1999). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo

controle. °p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol.
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7.6.2 Niveis de glutationa reduzida

Os camundongos do grupo etanol apresentaram niveis de glutationa (GSH) reduzidos
em 52,08% (0,23 + 0,004 ug/ mg de tecido) quando comparado aos niveis apresentados por
animais do grupo controle (0,48 + 0,03 pg/ mg de tecido), conforme podemos visualizar no
grafico 5. Nos animais tratados com LsHE na dose de 1,6 mg/kg ou NAC na dose de 200 mg/kg
0s niveis de GSH foram significativamente aumentados quando comparados aos animais do
grupo etanol. Os valores encontrados foram de 0,24 + 0,01; 0,32 + 0,01; 0,28 £ 0,02 ¢ 0,36 +
0,01 pg/ mg de tecido para LSHE nas doses de 0,8; 1,6; 3,2 e para NAC, respectivamente.

Grafico 5: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis de
glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesBes gastricas induzidas por etanol.
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FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). Os niveis de
GSH foram determinados segundo Sedlak e Lindsay (1968). Os resultados estdo representados como média +
E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relacdo ao

grupo controle. ®p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol.
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7.6.3 Estimativa da atividade da catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) nos camundongos do grupo etanol foi de 85,28 +
2,78 mM / min/ 100 mg de tecido. Essa atividade foi reduzida em 47,52% se compararmos a
atividade da mesma enzima encontrada no tecido gastrico dos animais do grupo controle (162,5
+ 5,67 mM / min/ 100 mg de tecido), conforme podemos visualizar no gréafico 6. Nos animais
pré-tratados com LsHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou NAC na dose de 200 mg/kg, os niveis
de CAT foram significativamente maiores. Os valores encontrados foram de 129,9 + 7,84;
128,2 + 6,06 e 154,3 + 13,61 mM / min/ 100 mg de tecido para LsHE nas doses de 1,6; 3,2 e
para NAC, respectivamente. O grupo pré-tratado com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (103,8 +4,61
mM / min/ 100 mg de tecido) ndo apresentou resultado significativamente diferente em relacéo
ao valor apresentado pelo grupo etanol.

Grafico 6: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis de
atividade da catalase (CAT) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesbes gastricas induzidas por etanol.
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FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a leséo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). A atividade de
CAT foi determinada segundo Beers e Sizer (1952). Os resultados estéo representados como média + E.P.M. de
oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.
bp < 0,05 em relagdo ao grupo etanol.
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7.6.4 Estimativa da atividade da superdxido dismutase

A enzima superoxido dismutase (SOD) teve seus niveis reduzidos nos camundongos do
grupo etanol (0,12 + 0,005 U/ mg de proteina), conforme podemos visualizar no gréfico 7. Essa
reducédo foi de 36,85% se compararmos a presenca da mesma enzima no tecido gastrico dos
animais do grupo controle (0,19 + 0,007 U/ mg de proteina). O pré-tratamento com LsHE nas
doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou NAC na dose de 200 mg/kg impediu a reducdo da atividade
enzimatica de SOD e os grupos de animais pré-tratados apresentaram valores semelhantes (0,19
+ 0,01; 0,20 £ 0,01 e 0,21 £ 0,008 U/ mg de proteina, respectivamente) ao grupo controle. O
grupo pré-tratado com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (0,14 + 0,01 U/ mg de proteina) ndo
apresentou resultado significativamente diferente em relacdo as unidades de enzima

encontradas no grupo etanol.

Grafico 7: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre a atividade
da superdxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo

de lesBes gastricas induzidas por etanol.
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FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a leséo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). A atividade de
SOD foi determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977). Os resultados estdo representados como média +
E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. p < 0,05 em relacdo ao

grupo controle. ®p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol.
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7.6.5 Estimativa da atividade da mieloperoxidase

Os camundongos do grupo etanol apresentaram atividade enzimética da
mieloperoxidase (MPO) aumentada em mais de dez vezes em relacdo aos niveis apresentados
por animais do grupo controle, conforme podemos visualizar no grafico 8. Nos animais do
grupo etanol a media de unidades de MPO foi de 1,09 £+ 0,07 U/ mg de tecido, enquanto nos
animais do grupo controle os resultados encontrados foram de 0,06 + 0,01 U/ mg de tecido. Nos
animais que receberam pré-tratamento com LsHE nas doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg os valores
encontrados foram de 0,54 + 0,10; 0,27 = 0,04 e 0,31 + 0,06 U/ mg de tecido, valores
estatisticamente menores em relacdo aos valores encontrados no grupo etanol. Animais pré-
tratados com NAC (200 mg/ kg) tambem apresentaram resultados estatisticamente reduzidos
em relacdo aos apresentados pelo grupo etanol (0,27 = 0,06 U/ mg de tecido).

Grafico 8: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre os a atividade
da mieloperoxidase (MPQO) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesbes gastricas induzidas por etanol.
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FONTE: Elaborado pelo autor. NAC, N-acetilcisteina. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo etanol,
NaCl 0,9%), LsHE ou NAC e uma hora depois a leséo foi induzida pelo etanol (0,2 mL/ animal). A atividade de
MPO foi determinada segundo Bradley et al. (1982). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de
oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo controle.

bp < 0,05 em relagdo ao grupo etanol.
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7.7 Efeito de LsHE sobre o conteddo de muco apds o protocolo de lesdes géstricas

induzidas por indometacina em camundongos

Os camundongos do grupo indometacina apresentaram reducao significativa de 50,99%
do conteldo de muco presente na mucosa gastrica (470,80 + 15,78 ug/ g de tecido) quando
comparados aos animais do grupo controle (960,80 £ 40,31 pg/ g de tecido), conforme podemos
visualizar no gréfico 9. Os animais pré-tratados com LsHE nas trés doses (0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg)
ou com omeprazol (30 mg/kg) aumentaram de forma significativa a quantidade de muco em
relacdo ao grupo indometacina. Os grupos pré-tratados com LsHE apresentaram contetdo de
muco de 639,6 + 18,24; 722,7 + 25,70 e 831,9 + 24,62 g/ g de tecido, nas doses de 0,8; 1,6 e
3,2 mg/kg, respectivamente. O grupo pre-tratado com omeprazol apresentou conteddo de muco
de 815,8 + 32,11 ug/ g de tecido.

Grafico 9: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre o contetido
de muco na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de lesdes gastricas

induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a leséo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). O contetdo de muco foi
determinado segundo Corne; Morrissey; Woods (1974). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,001 em relagdo ao grupo

controle. °p < 0,01 em relagdo ao grupo indometacina. ¢ p < 0,001 em relag&o ao grupo indometacina.
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7.8 Efeito de LsHE sobre marcadores do estresse oxidativo e da inflamacédo ap6s o

protocolo de lesdes gastricas induzidas por indometacina em camundongos
7.8.1 Niveis de malondialdeido

Conforme podemos visualizar no gréafico 10, os camundongos do grupo indometacina
apresentaram niveis de malondialdeido (MDA) mais de duas vezes maiores (0,79 + 0,05 uM/
mg de proteina) do que os niveis apresentados por animais do grupo controle (0,34 + 0,03 uM/
mg de proteina). Os animais pré-tratados com LSHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou omeprazol
na dose de 30 mg/kg apresentaram reducdo significativa destes niveis quando comparados aos
animais do grupo indometacina. Os valores encontrados foram de 0,50 + 0,06; 0,36 + 0,05 e
0,30 £ 0,01 pM/ mg de proteina para LsHE nas doses de 1,6; 3,2 e para omeprazol,
respectivamente. O grupo pré-tratado com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (0,61 £ 0,06 UM/ mg de
proteina) ndo apresentou reducdo significativa nos niveis de MDA em relagdo aos niveis

apresentados por animais do grupo indometacina.

Grafico 10: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de malondialdeido (MDA) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesBes gastricas induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a leséo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). Os niveis de MDA foram
determinados segundo Agar et al. (1999). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relag&o ao grupo controle. ®p <

0,05 em relacdo ao grupo indometacina.
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7.8.2 Niveis de glutationa reduzida

Os camundongos do grupo indometacina apresentaram niveis de glutationa (GSH)
reduzidos em 39,62% (0,32 + 0,02 pg/ mg de tecido) quando comparado aos niveis
apresentados por animais do grupo controle (0,53 £ 0,02 pg/ mg de tecido), conforme podemos
visualizar no grafico 11. Nos animais tratados com LsHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou
omeprazol na dose de 30 mg/kg os niveis de GSH foram significativamente maiores em relacdo
aos animais do grupo indometacina. Os valores encontrados foram de 0,44 £ 0,01; 0,44 + 0,02
e 0,48 £ 0,03 g/ mg de tecido para grupos pré-tratados com LsHE nas doses de 1,6; 3,2 e para
omeprazol, respectivamente. Os animais pré-tratados com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (0,42 £
0,02 pg/ mg de tecido) ndo apresentaram resultados significativamente diferentes nem em

relacdo aos animais do grupo controle, nem em relacdo aos animais do grupo indometacina.

Grafico 11: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de

lesGes gastricas induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). Os niveis de GSH foram
determinados segundo Sedlak e Lindsay (1968). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relag&o ao grupo controle. ®p <

0,05 em relagdo ao grupo indometacina.
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7.8.3 Estimativa da atividade da catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) foi reduzida em 39,40% nos camundongos do
grupo indometacina (89,98 + 2,55 mM / min/ 100 mg de tecido) se compararmos a atividade da
mesma enzima encontrada no tecido gastrico dos animais do grupo controle (148,5 + 5,80 mM
/ min/ 100 mg de tecido). Conforme podemaos visualizar no gréfico 12, os animais pré-tratados
com LsHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou omeprazol na dose de 30 mg/kg, tiveram niveis de
CAT significativamente maiores do que os apresentados pelo grupo indometacina. Os valores
encontrados foram de 126,2 + 5,68; 127,9 £ 10,05 e 132,5 £ 5,59 mM / min/ 100 mg de tecido
para grupos pré-tratados com LsHE nas doses de 1,6; 3,2 ou omeprazol, respectivamente. O
grupo pré-tratado com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (105,02 £ 2,57 mM / min/ 100 mg de tecido)
ndo apresentou resultado significativamente diferente em relacdo a atividade da enzima

encontrada no grupo indometacina.

Grafico 12: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de atividade da catalase (CAT) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo

de lesBes gastricas induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). A atividade de CAT foi
determinada segundo Beers e Sizer (1952). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relag&o ao grupo controle. ®p <

0,05 em relacdo ao grupo indometacina.
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7.8.4 Estimativa da atividade da superdxido dismutase

Conforme podemos visualizar no gréafico 13, a enzima superoxido dismutase (SOD) teve
seus niveis reduzidos em 41,17% nos camundongos do grupo indometacina (0,10 + 0,002 U/
mg de proteina) se compararmos aos valores presentes nos animais do grupo controle (0,17 +
0,008 U/ mg de proteina). O pré-tratamento com LSHE nas doses de 1,6 e 3,2 mg/kg ou
omeprazol na dose de 30 mg/kg impediu a reducéo da atividade de SOD, e 0s grupos de animais
pré-tratados apresentaram valores de unidades da enzima semelhantes aos do grupo controle
(0,14 £ 0,004; 0,15 + 0,007 e 0,15 + 0,006 U/ mg de proteina, respectivamente). O grupo pré-
tratado com LsHE na dose de 0,8 mg/kg (0,11 + 0,009 U/ mg de proteina) ndo apresentou

resultado significativamente diferente do apresentado pelo grupo indometacina.

Grafico 13: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre a atividade
da superdxido dismutase (SOD) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao protocolo

de lesBes gastricas induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). A atividade de SOD foi
determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pds-teste de Tukey. 2 p < 0,05 em relagdo ao grupo controle. °p <

0,05 em relagdo ao grupo indometacina.
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7.8.5 Estimativa da atividade da mieloperoxidase

Os camundongos do grupo indometacina apresentaram atividade enzimética da
mieloperoxidase (MPO) aumentada em mais de dez vezes em relacdo aos niveis apresentados
por animais do grupo controle, conforme podemos visualizar no gréfico 14. Nos animais do
grupo indometacina a média de unidades de MPO foi de 0,46 + 0,04 U/ mg de tecido, enquanto
nos animais do grupo controle, a média encontrada foi de 0,02 £ 0,006 U/ mg de tecido. Os
animais que receberam pré-tratamento com LSHE nas doses de 0,8; 1,6 e 3,2 mg/kg mostraram
valores estatisticamente menores de unidades de enzima em relagéo aos valores encontrados no
grupo indometacina (0,25 £ 0,04; 0,15 £ 0,02 e 0,13 + 0,01 U/ mg de tecido, respectivamente).
Os animais pré-tratados com omeprazol (30 mg/ kg) também apresentaram resultados
estatisticamente reduzidos em relacdo aos apresentados pelo grupo indometacina (0,14 + 0,01
U/ mg de tecido).

Grafico 14: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os a
atividade da mieloperoxidase (MPO) na mucosa gastrica de camundongos submetidos ao

protocolo de lesBes gastricas induzidas por indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com veiculo (Grupo indometacina, NaCl 0,9%),
LsHE ou NAC e uma hora depois a lesdo foi induzida pela indometacina (30 mg/kg). A atividade de MPO foi
determinada segundo Bradley et al. (1982). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relag&o ao grupo controle. ®p <

0,05 em relacdo ao grupo indometacina.
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7.9 Possiveis mecanismos envolvidos no efeito gastroprotetor de LsHE em camundongos

7.9.1 Participacéo das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de LsHE

Conforme podemos observar no grafico 15, os camundongos do grupo etanol, que
receberam apenas veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg) e etanol absoluto, apresentaram lesfes
gastricas com uma érea total de 21,63 + 0,98 mm?. Essa area de lesdo foi significativamente
reduzida para 8,24 + 0,98 mm? em animais pré-tratados com LsHE na dose de 1,6 mg/kg e para
6,42 + 0,87 mm? em animais pré tratados com misoprostol na dose de 50 pg/ kg. O efeito
gastroprotetor promovido por ambos os pré-tratamentos foi inibido completamente quando 0s
animais foram pré-tratados com indometacina (10 mg/kg). Neste caso, a area da leséo gastrica
apresentada foi de 20,6 + 0,97 e 21,11 + 0,86 mm? mesmo em camundongos pré-tratados

também com LsHE e com misoprostol, respectivamente.

Grafico 15: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) em lesdes

gastricas induzidas por etanol em camundongos pre-tratados com indometacina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com indometacina (10 mg/kg), 30 minutos ap6s
receberam veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%), LsHE ou misoprostol e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo
etanol (0,2 mL/ animal). A area de lesdo gastrica (mm?) foi mensurada através de planimetria computadorizada,
usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relacéo ao grupo etanol.

bp < 0,05 em relagdo ao grupo LsHE + etanol. ¢p < 0,05 em relacdo ao grupo misoprostol + etanol.
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7.9.2 Participagdo do oxido nitrico no efeito gastroprotetor de LsHE

Conforme podemos observar no gréafico 16, os camundongos do grupo etanol
apresentaram lesdes gastricas com uma area total de 21,63 + 0,98 mm? e essa area foi
significativamente reduzida para 8,24 + 0,98 mm? em animais pré-tratados com LsHE na dose
de 1,6 mg/kg e para 6,07 + 0,91 mm? em animais pré tratados com L- arginina na dose de 600
mg/kg. O efeito gastroprotetor promovido tanto por LSHE como por L- arginina foi inibido
completamente quando os animais foram pré-tratados com L-NAME (20 mg/kg). A area da
lesdo gastrica apresentada foi de 21,09 + 1,54 mm?, no caso do pré-tratamento com LsSHE, e
21,19 + 1,12 mm?, no caso do pré-tratamento com L- arginina, ambos valores semelhantes aos
apresentados pelos animais do grupo etanol.

Grafico 16: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) em lesdes

gastricas induzidas por etanol em camundongos pré-tratados com L-NAME.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com L-NAME (20 mg/kg), 30 minutos ap6s
receberam veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%), LsHE ou L-arginina e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo
etanol (0,2 mL/ animal). A area de lesdo gastrica (mm?) foi mensurada através de planimetria computadorizada,
usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relagéo ao grupo etanol.

bp < 0,05 em relagdo ao grupo LsHE + etanol. ¢p < 0,05 em relacdo ao grupo L-arginina + etanol.
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7.9.3 Participacdo dos Canais de Potassio Sensiveis ao ATP no efeito gastroprotetor de LsHE

Os camundongos do grupo etanol apresentaram lesdes gastricas com uma area total de
21,43 0,76 mm? e essa area de lesdo foi significativamente reduzida para 7,10 + 0,54 mm? em
animais pré-tratados com LsHE na dose de 1,6 mg/kg (grafico 17). Os animais pré tratados
com diazéxido (3 mg/kg) também apresentaram uma reducdo da area de lesdo (4,35 + 0,98
mm?) se comparados ao grupo etanol. O efeito gastroprotetor promovido pelo diazoxido foi
inibido completamente (21,05 + 0,85 mm?) na presenca de glibenclamida (3 mg/kg). De forma
oposta, o efeito gastroprotetor apresentado por LsHE né&o foi inibido completamente quando os
animais foram pré-tratados com glibenclamida. Os animais pré tratados com glibenclamida e
que também receberam LsHE continuaram a apresentar uma reducao significativa da area de
lesdo (9,96 + 0,59 mm?) se comprarmos aos resultados apresentados por animais do grupo

etanol.

Grafico 17: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) em lesdes

gastricas induzidas por etanol em camundongos preé-tratados com glibenclamida.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com glibenclamida (3 mg/kg), 30 minutos ap6s
receberam veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%), LsHE ou diazéxido e uma hora depois a lesdo foi induzida pelo
etanol (0,2 mL/ animal). A area de lesdo gastrica (mm?) foi mensurada através de planimetria computadorizada,
usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relagéo ao grupo etanol.
bp < 0,05 em relagdo ao grupo diazoxido + etanol.
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7.9.4 Participacéo dos receptores TRPV no efeito gastroprotetor de LsHE

Conforme podemos observar no gréafico 18, os camundongos do grupo etanol
apresentaram lesdes gastricas com uma area total de 23,04 + 0,76 mm?2. Essa area de lesdo foi
significativamente reduzida para 6,61 + 0,54 mm? em animais pré-tratados com LsHE na dose
de 1,6 mg/kg e para 4,96 + 0,87 mm? em animais pré tratados com capsaicina na dose de 0,3
mg/ kg. O efeito gastroprotetor promovido pela capsaicina foi inibido completamente (22,86 +
1,73 mm?) na presenca de vermelho de ruténio (3,5 mg/kg). O efeito gastroprotetor apresentado
por LsHE ndo foi inibido de forma completa quando os animais foram pré-tratados com
vermelho de ruténio. No entanto, animais pré tratados com vermelho de ruténio e que também
receberam LsHE continuaram a apresentar uma reducao significativa da area de leséo (14,00 +

1,87 mm?) se comprarmos aos resultados apresentados por animais do grupo etanol.

Grafico 18: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) em lesdes

gastricas induzidas por etanol em camundongos pre-tratados com vermelho de ruténio.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram pré tratados com vermelho de ruténio (3,5 mg/kg), 30 minutos
apos receberam veiculo (Grupo etanol, NaCl 0,9%), LsHE ou capsaicina e uma hora depois a leséo foi induzida
pelo etanol (0,2 mL/ animal). A area de lesdo gastrica (mm?) foi mensurada através de planimetria
computadorizada, usando o software ImageJ (NIH, Bethesda, MD, EUA). Os resultados estdo representados como
média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relago
ao grupo etanol. ®p < 0,05 em relagdo ao grupo LsHE + etanol. ¢p < 0,05 em relacdo ao grupo capsaicina + etanol.
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7.10 Efeito de LsHE sobre o volume géstrico, a acidez e o pH em camundongos

O efeito de LsHE sobre o volume de secrecdo gastrica pode ser visualizado no grafico
19. O protocolo de ligacdo pildrica resultou em um aumento de mais de duas vezes (93,33
8,81 pL) no volume de secrecdo gastrica em relacdo ao grupo controle falsamente operado
(Sham) (33,38 + 4,39 pL). Os animais do grupo histamina, que além da ligacdo pilérica
receberam veiculo (NaCl, 0,9%, 10 mL/kg) e a injec&o intraperitoneal de histamina (5 mg/kg),
tiveram um aumento de mais de cinco vezes (172,90 + 17,69 pL) no volume de secregédo
géstrica em relacdo ao grupo controle sham. O tratamento com LsHE (1,6 mg/kg) ou omeprazol
(30 mg/kg) foi capaz de reduzir o volume gastrico em 62,41 e 60,97%, respectivamente, em
comparagdo com o grupo histamina. Os animais tratados com LsHE apresentaram volume de
secrec¢do gastrica de 65,00 £ 8,85 L e os animais tratados com omeprazol apresentaram volume
de secrecdo gastrica de 67,50 + 8,63 pL.

Grafico 19: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsSHE) sobre o volume
de secrecdo gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de ligacdo pildrica e tratados

com histamina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. A avaliagdo do volume géstrico foi realizada em modelo de ligacéo pildrica, 4
horas apds a ligacdo, segundo descrito por Monteiro et al. (2019). Histamina (5 mg/kg). Os resultados estéo
representados como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2

p < 0,05 em relagdo ao grupo sham. ® p < 0,05 em relagdo ao grupo histamina.
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O efeito de LsHE sobre a acidez gastrica pode ser visualizado no gréfico 20. O protocolo
de ligacdo pilérica aumentou de forma significativa a acidez (8,67 = 0,92 mEq (H") /L /4h) se
compararmos aos valores apresentados por animais do grupo controle falsamente operado
(Sham) (3,07 £ 0,49 mEq (H") /L /4h). Da mesma maneira, animais do grupo histamina,
também apresentaram aumento significativo da acidez gastrica (8,85 + 1,74 mEq (H") /L /4h)
em relacdo ao grupo controle sham. O tratamento com LsHE (1,6 mg/kg) foi capaz de reduzir
em 50,40% (4,39 + 0,79 mEq (H") /L /4h) a acidez apresentada pelos animais se compararmos
aos valores de acidez apresentados pelos animais do grupo histamina. O tratamento com
omeprazol (30 mg/kg) também foi capaz de reduzir em 51,19% (4,32 + 0,41 mEq (H") /L /4h)

a acidez géstrica dos animais se compararmos aos animais do grupo histamina.

Grafico 20: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre a acidez
gastrica de camundongos submetidos ao protocolo de ligacdo pilorica e tratados com histamina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. A avaliagdo da acidez gastrica foi realizada em modelo de ligag8o pilérica, 4 horas
apos a ligagdo, segundo descrito por Monteiro et al. (2019). A acidez foi determinada através de titulagdo com
fenolftaleina 1%, onde acidez (mEq (H+) /L /4h) = Volume de NaOH x Normalidade do NaOH x 100. Histamina
(5 mg/kg). Os resultados estéo representados como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”,

seguida do pds-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relacdo ao grupo sham. ®p < 0,05 em relagio ao grupo histamina.
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O efeito de LsHE sobre o pH gastrico pode ser visualizado no gréafico 21. O protocolo
de ligag&o pildrica ocasionou uma reducdo significativa do pH géstrico (2,06 + 0,04) em relagdo
ao grupo controle falsamente operado (Sham) (2,55 + 0,07). Os animais do grupo histamina,
que além da ligacdo pilérica receberam veiculo (NaCl, 0,9%, 10 mL/kg) e a injecdo de
histamina, também apresentaram uma reducdo significativa do pH géastrico (2,03 + 0,07) em
relacdo aos valores apresentados por animais do grupo sham. O tratamento com LsHE (1,6
mg/kg) ou omeprazol (30 mg/kg) foi capaz de aumentar os valores de pH em 20,68 e 18,22%,
respectivamente, em relacdo aos valores apresentados por animais do grupo histamina. Os
animais tratados com LsHE apresentaram pH gastrico de 2,45 + 0,08 e os animais tratados com

omeprazol apresentaram pH gastrico de 2,40 + 0,03.

Grafico 21: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre o pH

gastrico de camundongos submetidos ao protocolo de ligacdo pildrica e tratados com histamina.
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FONTE: Elaborado pelo autor. A avaliacdo do pH géstrico foi realizada em modelo de ligagdo pil6rica, 4 horas
apos a ligacdo, segundo descrito por Monteiro et al. (2019). O pH foi determinada através de titulagdo com
fenolftaleina 1%, onde pH = - log [Concentragdo de H*]. Histamina (5 mg/kg). Os resultados estdo representados
como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. ?p < 0,05 em

relagdo ao grupo sham. p < 0,05 em relacdo ao grupo histamina.
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7.11 Avaliacdo da atividade cicatrizante do extrato de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em
ratos

7.11.1 Efeito de LsHE sobre lesdes gastricas induzidas por acido acético

O efeito de LsHE sobre a area da lesdo gastrica induzida por acido acético pode ser
visualizado na figura 17 que apresenta imagens representativas dos tecidos gastricos de ratos
submetidos ao protocolo. Os animais do grupo acido acético, que receberam apenas veiculo
(NaCl 0,9%, 10 mL/kg) durante os sete dias de tratamento, apresentaram area de lesdao gastrica
de 52,65 + 5,92 mm? (Gréafico 22 A). Esta area foi reduzida para 26,78 + 2,86; 13,34 + 1,91 e
12,44 + 1,72 mm? quando os animais foram tratados com o LsHE nas doses de 25, 50 e 100
mg/kg, respectivamente. O tratamento com o omeprazol (30 mg/kg) também foi capaz de
reduzir a area de les3o gastrica para 11,03 + 1,68 mm?.

Com relacdo ao volume da lesdo gastrica (Grafico 22 B), tanto o LsHE como o
omeprazol foram capazes de reduzir o volume da lesdo apresentada pelos animais tratados em
relacdo ao volume da leséo do grupo acido acético. O volume da leséo foi de 317,20 + 46,66
mm? no grupo acido acético e de 125,20 + 15,80; 47,65 + 7,30; 45,62 + 9,28 e 39,85 + 7,09
mm?, nos grupos tratados com LSHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg e omeprazol
respectivamente. A taxa de cicatrizacdo da lesdo gastrica também aumentou de forma
significativa nos animais que receberam o tratamento com LsHE nas trés doses em relagéo aos
animais do grupo acido acético (Grafico 23). Nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg a taxa de
cicatrizacdo foi de 49,50 + 5,50; 74,63 * 3,65 e 76,25 * 3,31% respectivamente. O tratamento
com omeprazol também aumentou a taxa de cicatrizacdo em 79,00 + 3,19% em relacéo ao grupo

acido acético.
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Figura 17: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em lesGes gastricas

induzidas por &cido acético em ratos. Imagens macroscopicas representativas do tecido gastrico.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos ao protocolo de indugdo de lesdo gastrica por acido
acético 80% e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo
sham representa animais que nao foram submetidos ao protocolo de inducéo de lesdo por acido acético e nem a

nenhum tipo de tratamento.
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Gréfico 22: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) na area (A) e

volume (B) de lesbes géstricas induzidas por &cido acético, em ratos, apds sete dias de

tratamento
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo géstrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. A &rea e o volume da
lesdo gastrica (mm?) foram mensuradas através de paguimetro digital (Digmess, 100.174B). Os resultados estdo
representados como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey.

ap < 0,001 em relagdo ao grupo acido acético.
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Gréfico 23: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre a taxa de

cicatrizacdo de lesbes gastricas induzidas por acido acético, em ratos, apds sete dias de

tratamento
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducdo de lesdo gastrica por acido acético 80% e
tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. A taxa de cicatrizacdo do
grupo écido acético foi utilizada como controle representando 0%. Taxa de cicatrizacio = [(Area de lesdo do grupo
acido acético — Area de lesdo do grupo teste) / Area de lesdo do grupo acido acético] x 100. Os resultados est&o
representados como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey.

4p < 0,001 em relagdo ao grupo acido acético.
7.11.2 Efeito de LSHE sobre as alterac6es histoldgicas induzidas por acido acético

A figura 18 e a tabela 10 mostram as alteracdes histopatoldgicas presentes nas amostras
de estbmago dos diferentes grupos experimentais. Os ratos do grupo Sham ndo foram
submetidos ao procedimento de lesdo gastrica com o &cido acético, mas foram submetidos ao
processo cirlrgico da mesma maneira que os demais animais. Os estbmagos desses animais
apresentaram aparéncia histolégica preservada, tanto das células principais e parietais como das
glandulas mucosas. Neste grupo ocorreu a presenca de hiperplasia nas células da mucosa e a
presenca de vasos ectasicos, mas sem a ocorréncia de hemorragia. Além disso, foram
encontrados leves/moderados focos de infiltrado inflamatdrio, com presenca de neutrofilos

esparsos acima da camada basal do epitélio (Figura 18A).
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A anélise histologica dos animais pertencentes ao grupo &cido acético, que foi
submetido a leséo géstrica e recebeu tratamento apenas com veiculo (NaCl 0,9%), apresentou
reparo minimo da mucosa gastrica. Ocorreu a presenca de erosdo e a perda de trechos do epitélio
da mucosa em todos os animais do grupo. Além disso, também ocorreu a presenga de metaplasia
intestinal, de congestdo vascular, de vasos ectésicos e de hemorragia em todos o0s animais
presentes neste grupo. O tecido gastrico ficou caracterizado por intensos exsudatos
inflamatorios na submucosa (agudos e cronicos), com grande quantidade de neutrofilos
presentes acima da camada basal do epitélio. Ocorreu a presenca de queratinizacdo no epitélio
em apenas um dos animais do grupo (Figura 18B).

Os animais que receberam o tratamento com LsHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg ou
com omeprazol (30 mg/kg) apresentaram reducgéo nas alteragdes histopatologicas presentes em
relacdo ao grupo acido acetico (Figura 18C-18F). Os animais destes grupos apresentaram menor
erosdo e menor perda de trechos do epitélio, sendo o aspecto histologico da mucosa preservado
em alguns animais. Além disso, apesar da presenca de vasos ectasicos e de congestao vascular
em todos 0s grupos, ocorreu menor presenca de hemorragia nos grupos que receberam LsHE
nas doses de 50 e 100 mg/kg ou omeprazol. Também ocorreu uma menor presenca de infiltrado

inflamatorio na submucosa de animais tratados com LSHE nas doses de 50 e 100 mg/kg.
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Figura 18: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre as altera¢Ges histoldgicas do tecido gastrico, induzidas por acido

acético em ratos. Fotomicrografias representativas dos estdbmagos apés diferentes tratamentos

FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a indugéo de lesao gastrica por acido acético 80% e tratados por 7 dias com veiculo, LsHE ou omeprazol. (A) Ratos
que nédo foram submetidos ao protocolo de indugdo de lesdo por acido acético e nem a nenhum tipo de tratamento (Grupo sham); (B) Ratos tratados com veiculo (Grupo acido
acético, NaCl 0,9%); (C-E) Ratos tratados com LSHE doses de 25, 50 e 100 mg/kg; (F) Ratos tratados com omeprazol (30 mg/kg). As seccdes de tecido gastrico foram analisadas

por coloragdo H&E (Ampliagéo x 100, x 400).
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Tabela 10: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre as alteragdes histoldgicas do tecido gastrico, induzidas por

acido acético em ratos

Grupo Epitélio de revestimento Presenca de eroséo e Presenca de vasos Presenca de focos

gueratinizado perda de trechos do ectasicos e hemorragia inflamatorios
epitélio

Sham - - + +

Acido acético - 4+ 4+ t

Acido acético + - ++ o+ t

LsHE 25 mg/ kg

Acido acético + - + ++ ++

LsHE 50 mg/ kg

Acido acético + - + ++ ++

LsHE 100 mg/ kg

Acido acético + - + ++ t

Omeprazol 30 mg/ Kg

FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de les&o géstrica por acido acético 80% e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl
0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo sham representa animais que ndo foram submetidos ao protocolo de inducéo de lesdo por acido acético e nem a nenhum tipo de tratamento.
As seccdes de tecido gastrico foram analisadas por coloracdo H&E (Ampliagdo x 100, x 400). (+++) alteragdes severas, (++) alteracdes moderadas, (+) alteracbes médias, (-)

sem alteracdes.
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7.12 Avaliagao do efeito de LSHE sobre parametros indicativos de toxicidade apds o
protocolo de lesdo géstrica induzida por &cido acético em ratos

7.12.1 Efeito de LsSHE sobre o peso dos animais, consumo de &gua e de ragédo

Durante o protocolo de lesBes gastricas induzidas por &cido acético os animais
receberam tratamento diario com o LSHE nas trés doses avaliadas. A administracdo por via oral
do LsHE (25, 50 e 100 mg/kg) ou do omeprazol (30 mg/ kg) durante os sete dias de tratamento
ndo promoveu alteracgdes significativas no ganho de peso dos animais quando comparados com
0s animais do grupo acido acético, que receberam apenas veiculo (NaCl 0,9%, 10 mL/kg)
(Gréfico 24). O protocolo de indugéo de lesdo gastrica por acido acético também néo afetou o
ganho de peso dos animais. N&o foram encontradas diferencas significativas relacionadas ao
ganho de peso dos animais do grupo sham e dos animais dos demais grupos experimentais que
apresentavam a lesdo induzida por acido acético. Também ndo foram encontradas diferencas
significativas entre o consumo de dgua ou 0 consumo de ragdo de nenhum dos grupos, sham,

veiculo, LsHE nas trés doses ou omeprazol (Grafico 25 A-B).

Grafico 24: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre o ganho de

peso de animais tratados durante o protocolo de lesdes gastricas induzidas por acido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo géstrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo sham
representa animais que nao foram submetidos ao protocolo de indugéo de lesdo por &cido acético e nem a nenhum
tipo de tratamento. Os resultados estdo representados como média £ E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA

“two way”, seguida do pds-teste de Bonferroni.
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Gréfico 25: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) sobre o consumo
de &gua (A) e sobre o consumo de racdo (B) de animais tratados durante o protocolo de lesGes
gastricas induzidas por acido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesao gastrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo sham
representa animais que nao foram submetidos ao protocolo de indugéo de lesdo por &cido acético e nem a nenhum
tipo de tratamento. Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA

“two way”, seguida do pos-teste de Bonferroni.
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7.12.2 Efeito de LsHE sobre o peso relativo dos 6rgéos

Durante a avaliagdo de indicativos de toxicidade foi realizada a analise do peso relativo
dos oOrgdos e conforme podemos observar na tabela 11. Ndo foram encontradas diferengas
estatisticas relacionadas ao peso relativo do figado, bago, rins, coracédo e pulmao em nenhum

dos grupos experimentais avaliados.

7.12.3 Efeito de LsHE sobre parametros bioquimicos indicativos de toxicidade

A tabela 12 mostra os parametros bioquimicos séricos avaliados ap6s o tratamento dos
animais durante sete dias com o veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%, 10 mL/kg), LsHE
(25, 50 e 100 mg/kg) ou omeprazol (30 mg/kg). N&o ocorreram diferencas estatisticas
significativas entre os grupos para os valores de glicose, alanina aminotransferase (ALT),

aspartato aminotransferase (AST), ureia, creatinina, colesterol ou triglicérides.
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Tabela 11: Peso relativo dos 6rgdos de ratos tratados com o extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em protocolo de lesdo géstrica

induzida por &cido acético.

Grupo Figado Baco Rins Coragéo Pulméo
Sham 4,94 +0,15 0,53 +0,03 1,22 +0,01 0,47 +0,01 0,62 + 0,02
Acido acético 4,66 + 0,20 0,58 0,06 1,17 + 0,02 0,45 + 0,00 0,64 + 0,03
Acido acético +

4,47 £ 0,21 0,43 +£0,02 1,19 +£ 0,02 0,41 +0,01 0,55+0,01
LsHE 25 mg/ kg
Acido acético +

4,69 £ 0,24 0,44 £ 0,01 1,10+ 0,04 0,43 £ 0,00 0,57 £ 0,03
LsHE 50 mg/ kg
Acido acético +

4,61+0,13 0,62 + 0,08 1,10 £ 0,03 0,43+0,01 0,58 £ 0,01
LsHE 100 mg/ kg
Acido acético +

4,70 £ 0,20 0,47 £0,01 1,16 £ 0,04 0,41 £ 0,02 0,60 £ 0,02

Omeprazol 30 mg/ Kg

FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducdo de leséo géstrica por &cido acético 80% e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl

0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo sham representa animais que ndo foram submetidos ao protocolo de inducéo de lesdo por acido acético e nem a nenhum tipo de tratamento.

Peso relativo definido para cada 100 gramas de massa corporal do animal. Os resultados estdo representados como média = E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “two way”,

seguida do pos-teste de Bonferroni.
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Tabela 12: Parametros bioquimicos séricos de ratos tratados com o extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LsHE) em protocolo de leséo

gastrica induzida por acido acético.

Grupo Glicose ALT AST Ureia Creatinina  Colesterol Triglicérides
(mg/ dL) (U/L) (U/L) (mg/dL)  (mg/dL) (mg/ dL) (mg/ dL)

Sham 112,10 +10,73 43,43+3,60 117,90 +12,12 33,27+1,08 053+0,01 103,00+ 12,78 88,50 + 6,15

Acido acético 121,10 + 14,47 44,75+3,26 12580+12,32 33,75+0,97 055+0,03 96,00 +367 100,90 + 12,14

Acido acético +

120,80 £ 6,00 41,25+2,42 116,40+849 33,13+194 0,60+0,02 101,6+0545 98,00+ 12,24
LsHE 25 mg/ kg

Acido acético +
LsHE 50 mg/ kg
Acido acético +
LsHE 100 mg/ kg

Acido acético +

117,30 +6,33 40,00 +£3,88 112,10+8,32 35,88+219 0,58+001 98,75+6,84 96,63 +12,92

117,90 + 11,42 42,00 +£3,98 114,00+9,29 37,63+216 0,58+0,02 94,38+6,17 89,13 +6,72

115,10 +7,85 43,71 +525 128,30+0,52 33,43+3,60 0,62+0,02 95,43+4,88 91,71 + 6,00
Omeprazol 30 mg/ Kg

FONTE: Elaborado pelo autor. ALT, alanina aminotransferase; AST, aspartato aminotransferase. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo géstrica por &cido acético
80% e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo acido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. O grupo sham representa animais que ndo foram submetidos ao protocolo de
inducdo de lesdo por &cido acético e nem a nenhum tipo de tratamento. As andlises foram realizadas utilizando aparelho do tipo LabQuest. Os resultados estdo representados

como média £ E.P.M. de oito animais/grupo. ANOVA “two way”, seguida do pds-teste de Bonferroni.
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7.13 Efeito de LsHE sobre marcadores do estresse oxidativo e da inflamacédo apos o

protocolo de lesdes géstricas induzidas por acido acético em ratos

7.13.1 Niveis de malondialdeido

Ratos pertencentes ao grupo acido acético apresentaram niveis de malondialdeido
(MDA) mais de duas vezes maiores (3,38 + 0,37 WM/ mg de proteina) do que os animais do
grupo controle sham (1,45 + 0,10 uM/ mg de proteina) (Gréafico 26). Animais pré-tratados com
LsHE, nas trés doses testadas, ou com omeprazol (30 mg/ kg) apresentaram uma reducédo
significativa destes niveis quando comparados aos animais do grupo acido acético. Os niveis
de MDA nos grupos tratados por sete dias com LSHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/ kg foram
de 1,95+ 0,13; 1,79 £ 0,11 e 1,88 £ 0,07 UM/ mg de proteina, respectivamente. O tratamento
com omeprazol também foi capaz de reduzir a presenca de MDA no tecido gastrico dos animais

e 0s niveis apresentados pelos animais deste grupo foram de 1,74 + 017 uM/ mg de proteina.

Grafico 26: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de malondialdeido (MDA) em ratos submetidos ao protocolo de lesdes gastricas induzidas por

acido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo géstrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo éacido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. Os niveis de MDA
foram determinados segundo Agar et al. (1999). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo sham.®p <

0,05 em relacéo ao grupo &cido acético.
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7.13.2 Niveis de glutationa reduzida

Conforme podemos visualizar no grafico 27, ratos pertencentes ao grupo acido acético
apresentaram niveis de glutationa (GSH) reduzidos (0,20 + 0,006 ug/ mg de tecido) em relacéo
aos animais pertencentes ao grupo sham (0,33 £ 0,006 pg/ mg de tecido) que néo participaram
do procedimento de indugdo de lesdo gastrica pelo acido. Isto representa uma reducdo de
39,39% nos niveis da enzima presentes nos animais do grupo acido acético em relacdo aos
animais do grupo sham. Nos animais tratados com LsHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg ou
com omeprazol na dose de 30 mg/kg os niveis de GSH foram significativamente maiores
quando comparados aos valores apresentados por animais do grupo acido acético. Os valores
encontrados foram de 0,32 + 0,01; 0,30 + 0,02; 0,29 + 0,01 e 0,28 + 0,01 pg/ mg de tecido para
LsHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg e para omeprazol respectivamente.

Grafico 27: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de glutationa reduzida (GSH) em ratos submetidos ao protocolo de lesbes gastricas induzidas

por &cido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo gastrica por &cido acético 80% e
tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. Os niveis de GSH foram
determinados segundo Sedlak e Lindsay (1968). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relagdo ao grupo sham.®p <

0,05 em relagdo ao grupo &cido acético.
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7.13.3 Estimativa da atividade da catalase

A atividade da enzima catalase (CAT) em ratos do grupo acido acético foi reduzida em
26,35% se compararmos a atividade da mesma enzima encontrada no tecido gastrico dos
animais do grupo sham (Gréfico 28). O grupo sham apresentou atividade de CAT de 56,77 £
2,10 mM / min/ 100 mg de tecido enquanto o grupo acido acético apresentou atividade de 41,84
+ 0,99 mM / min/ 100 mg de tecido para a mesma enzima. Nos animais tratados por sete dias
com LsHE nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg, os niveis de CAT foram significativamente
maiores se compararmos aos niveis apresentados pelos animais do grupo &acido acético. Os
valores encontrados foram de 60,14 + 1,94; 62,76 + 3,93 e 62,95 *+ 4,62 mM / min/ 100 mg de
tecido para LsHE nas doses de 25, 50 ou 100 mg/kg, respectivamente. O tratamento com
omeprazol tambeém foi capaz de aumentar a atividade de CAT no tecido gastrico dos animais e
0s niveis apresentados pelos animais deste grupo foram de 57,32 £ 2,63 mM / min/ 100 mg de

tecido

Grafico 28: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os niveis
de atividade da catalase (CAT) em ratos submetidos ao protocolo de les6es gastricas induzidas

por &cido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo gastrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. A atividade de CAT
foi determinada segundo Beers e Sizer (1952). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo sham.®p <

0,05 em relacéo ao grupo &cido acético.
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7.13.4 Estimativa da atividade da superdxido dismutase

A enzima superoxido dismutase (SOD) teve seus niveis elevados em ratos submetidos
ao protocolo de inducdo de lesdo por acido acético (0,14 = 0,004 U/ mg de proteina), se
compararmos ao animais pertencentes ao grupo controle sham (0,10 £ 0,002 U/ mg de proteina).
Conforme podemos visualizar no grafico 29, o tratamento com LsSHE nas doses de 25, 50 e 100
mg/ kg ou com omeprazol na dose de 30 mg/ kg reduziu a atividade enzimética de SOD de
forma significativa para niveis semelhantes aos encontrados no grupo controle sham. Os
animais tratados por sete dias com LSHE tiveram atividade de SOD de 0,11 £ 0,004; 0,12 +
0,002 e 0,11 + 0,004 U/ mg de proteina para as doses de 25, 50 e 100 mg/ kg, respectivamente.
Os animais tratados por sete dias com omeprazol tiveram atividade de SOD de 0,10 + 0,002 U/

mg de proteina

Grafico 29: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre a atividade
da superoxido dismutase (SOD) em ratos submetidos ao protocolo de lesdes gastricas induzidas

por &cido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo gastrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. A atividade de SOD
foi determinada segundo Giannopolitis e Ries (1977). Os resultados estdo representados como média + E.P.M.
de oito animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. #p < 0,05 em relagdo ao grupo sham.

bp < 0,05 em relagdo ao grupo &cido acético.
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7.13.5 Estimativa da atividade da mieloperoxidase

Conforme podemos visualizar no gréfico 30, ratos do grupo acido acético apresentaram
atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) aumentada em relacdo aos niveis apresentados
por animais do grupo controle sham, que ndo foram submetidos ao processo de inducédo de lesdo
gastrica. Os animais do grupo acido acético apresentaram média de unidades de MPO de 1,38
+ 0,10 U/ mg de tecido, enquanto nos animais do grupo sham os resultados encontrados foram
de 0,23 + 0,01 U/ mg de tecido. O tratamento com LSHE nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg
durante sete dias foi capaz de reduzir a atividade de MPO para 0,55 * 0,06; 0,56 + 0,07 e 0,54
+ 0,09 U/ mg de tecido, respectivamente, em relacdo aos animais do grupo acido acético. Os
animais tratados com omeprazol na dose de 30 mg/ kg também apresentaram resultados
reduzidos (0,47 + 0,03 U/ mg de tecido) em relacdo aos resultados apresentados pelo grupo
acido acético.

Grafico 30: Efeitos do extrato de sementes de Lonchocarpus sericeus (LSHE) sobre os a
atividade da mieloperoxidase (MPQO) em ratos submetidos ao protocolo de lesbes gastricas

induzidas por acido acético.
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FONTE: Elaborado pelo autor. Os animais foram submetidos a inducéo de lesdo gastrica por &cido acético 80%
e tratados por 7 dias com veiculo (Grupo &cido acético, NaCl 0,9%), LsHE ou omeprazol. A atividade de MPO
foi determinada segundo Bradley et al. (1982). Os resultados estdo representados como média + E.P.M. de oito
animais/grupo. ANOVA “one way”, seguida do pos-teste de Tukey. 2p < 0,05 em relagdo ao grupo sham.®p <

0,05 em relacéo ao grupo &cido acético.
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8 DISCUSSAO

Nosso estudo mostra pela primeira vez que o0 extrato hexanico de sementes de L.
sericeus (LsHE) proporciona gastroprotecdo contra lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto e indometacina em camundongos. Também mostramos que LSHE possui atividade
cicatrizante ao aumentar a cicatrizacdo em modelo de lesdo gastrica induzida por &cido acético
em ratos. Durante a analise da composi¢do quimica de LsHE, o acido oleico foi o principal
constituinte encontrado, seguido pelo acido palmitico e pelo acido behénico. Nossos resultados
para essa composicao quimica corroboram com o encontrado por Adewuyi et al. (2012) e por
Oyedeji et al. (2020), que também estudaram um éleo de sementes de L. sericeus e encontraram
um perfil de acidos graxos de cadeia longa semelhante, com predominancia de &cido elaidico,
acido oleico, acido palmitico, acido estearico e acido behénico.

Na literatura, encontramos algumas atividades que ja foram descritas e atribuidas a esses
acidos graxos presentes de forma majoritaria na composicdo de LsHE. O acido oleico € o &cido
graxo monoinsaturado mais abundante na natureza e sozinho € responsavel por mais de 67% da
composicao de LsSHE. Esse &cido graxo tem sido associado a diversas atividades bioldgicas,
como ser um fator neurotrofico, antibacteriano, antioxidante, inibir a propagacdo do cancer,
reduzir a inflamacéo, aliviar a dor e reverter os riscos de obesidade e diabetes mellitus do tipo
2 (ALASMARY et al., 2020; HAEIWA et al. 2013; MORALES-LAZARO et al., 2016; ZHAO
et al., 2021). Na industria farmacéutica, o acido oleico é usado como um intensificador de
solubilidade para formulacdes orais, um emulsificante para formulagdes topicas e um
intensificador de penetracdo para formulacGes transdérmicas. Por conta disso, este composto é
listado como um importante excipiente nas farmacopeias Europeia, dos Estados Unidos,
Britanica e Indiana (JIANG et al., 2018; STADEN; PLESSIS; VILJOEN, 2020; ZHENG et al.,
2016; ZHAO et al., 2021).

O 4cido palmitico, segundo componente majoritario de LsHE, também possui algumas
atividades ja relatadas na literatura. O acido palmitico foi descrito negativamente por um longo
periodo de tempo devido a seus efeitos adversos para a salde e isso acabou obscurecendo suas
atividades bioldgicas cruciais. Atualmente, sabemos que o acido palmitico é responsavel por
importantes atividades fisiologicas, como a palmitalacdo de proteinas e a manutencdo das
propriedades fisicas das membranas celulares (CARTA et al., 2017). Esse acido graxo saturado
também possui atividades antimicrobianas e antitumorais que foram relatadas anteriormente na
literatura (ALASMARY et al., 2020; NAGATA et al., 2015).

138



O é&cido behénico, terceiro componente majoritario de LsHE, é um &cido graxo saturado
de cadeia longa que também possui atividade antimicrobiana ja relatada na literatura (XIE et
al., 2021). Recentemente, esse acido graxo mostrou potencial in silico como alimento médico
para o controle do diabetes tipo 2 (NATH et al., 2022). Bockus et al. (2021) estudaram os niveis
plasmaticos de &cido behénico em humanos e associaram altos niveis deste &cido a um
envelhecimento mais saudavel, um menor risco de doencas cardiovasculares, de cancer e uma
menor diminuicgao da funcéo fisica e da cognicdo durante o envelhecimento.

Ao iniciarmos os experimentos neste trabalho, primeiramente a toxidade aguda de LsHE
foi investigada. Nao foram observados sinais de toxicidade, indicando que a DL50 deste extrato
para camundongos esta acima de 2000 mg/kg. Neste trabalho, as doses de LsHE utilizadas
foram de 0,8; 1,6; 3,2; 25; 50 e no maximo 100 mg/kg. Estas doses sdo bem mais baixas do que
a dose testada de forma aguda. A auséncia de toxicidade aguda presente em LSHE também pode
ser verificada pelos resultados de Mota (2008), que estudou lectinas das sementes de L. sericeus
e ndo encontrou sinais de toxicidade apds sete dias de administracdo intravenosa em
camundongos. Emmanuel; Onyekachi; Uchenna (2020) também estudaram a mesma espécie e
encontraram uma DL50 de 3100 mg/kg quando um extrato da casca de L. sericeus foi
administrado por via intraperitoneal a camundongos.

Para corroborarmos com os resultados in vivo de auséncia de toxicidade em LsHE, a
toxicidade de seus componentes majoritarios também foi investigada in silico. Nas Ultimas
décadas, a bioinformética e a utilizacdo de ferramentas computacionais, matematicas e
estatisticas tem ajudado a melhorar de forma simples a caracterizacdo de diversas moléculas
(HERNANDEZ-DOMINGUEZ et al., 2020). Analisamos, portanto, a previsdo de multiplos
“endpoints” toxicologicos relacionados a estrutura quimica dos &cidos oleico, palmitico e
beénico. As previsdes de toxicidade in silico sdo uma alternativa rapida e barata, sendo muito
interessantes para serem utilizadas durante o processo de selecdo de compostos ou de
confirmacéo de resultados obtidos in vitro e in vivo (BAl; ABERNETHY, 2013; BANERJEE
et al., 2018).

O 4cido oleico se apresentou na classe de toxicidade 2 e os acidos palmitico e beénico
se apresentaram na classe de toxicidade 4. Essa escala varia de 1-6, onde 1 significa que o
componente possui similaridade estrutural com produtos extremamente tdxicos e 6 significa
que ele ndo possui esses “endpoints”. As classes de toxicidade também utilizam um sistema de
classificag@o que usa os limites de previséo de dose letal (DL50) de 5, 50, 300, 2.000 e 5.000

mg/kg de peso corporal. Compostos pertencentes a classe 1 possuem predi¢do de DL50 inferior
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a 5 mg/kg e compostos pertencentes a classe 6 possuem predi¢cdo de DL50 acima de 5.000
mg/kg (BANERJEE et al., 2018; DRWAL et al., 2014).

Esse resultado in silico corrobora com o observado in vivo para os acidos palmitico e
beénico que se apresentaram na classe de toxicidade 4 (DL50 até 2.000 mg/kg), mas ndo com
a classe de toxicidade apresentada pelo &cido oleico (DL50 até 50 mg/kg). No entanto, vale
ressaltar que nenhum dos componentes majoritarios de LSHE apresentaram semelhanca na
estrutura quimica com compostos que pudessem ocasionar efeitos tdxicos indesejados nos
demais pardmetros avaliados. Nem o acido oleico, nem os &cidos palmitico e beénico
apresentaram predicdo de possuirem potencial efeito mutagénico, tumorogénico, irritante,
hepatdxico, efeito na reproducdo ou imunotoxicidade, corroborando com os resultados de
toxicidade aguda e de seguranca encontrados até agora neste trabalho.

Para avaliacdo da atividade gastroprotetora de LsHE foram utilizados os modelos de
lesdo gastrica induzida por etanol e de lesdo gastrica induzida por indometacina, um anti-
inflamatorio néo esteroidal (AINE). Os dois modelos sdo muito bem descritos na literatura, eles
envolvem diferentes agentes indutores, bem como diferentes mecanismos de inducdo, mas
ambos possuem efeitos lesivos a mucosa gastrica muito bem estabelecidos. Além da presenca
de atividade citoprotetora gastrica, 0 modelo de lesdo gastrica induzida por etanol € indicado
durante a avaliacdo de compostos que podem apresentar caracteristicas antioxidantes, e o
modelo de lesdo géstrica induzida por indometacina é indicado durante a avaliacdo de
compostos que podem apresentar caracteristicas moduladoras da secrecdo gastrica
(ADINORTEY et al., 2013).

O etanol é o principal, e mais utilizado, agente indutor de Ulceras gastricas em modelos
animais, causando necrose das células e lesdo vascular com consequente ulceracdo do tecido
(BEIRANVAND, 2022). A administracdo aguda do etanol altera a permeabilidade celular e
depleta 0 muco gastrico, deixando as células da mucosa gastrica mais vulneraveis aos radicais
livres produzidos, incluindo aqueles que sao resultantes do proprio metabolismo do etanol no
organismo (ZHOU et al., 2020). A lesdo gastrica oriunda deste agente é de origem multifatorial
e envolve um aumento de varios fatores agressores da mucosa tais como, um aumento da
secre¢do acida gastrica, um aumento da permeabilidade vascular causando vasoconstri¢do, um
aumento da presenca de mediadores pré-inflamatorios e um aumento na producdo de espécies
reativas do oxigénio no sitio da lesdo. Além disso, a lesdo promovida pelo etanol se caracteriza

também pela perda de fatores protetores importantes presentes no estbmago, ocasionando a
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diminuicdo de defesas antioxidantes, a diminui¢do na produgdo de prostaglandinas e a
diminuigdo do muco géastrico (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2015; BOLTIN; NIV, 2014).

Os resultados do presente estudo indicam que a administragdo oral de LSHE em
camundongos, confere protecdo de forma significativa contra danos gastricos induzidos por
etanol em comparacdo a animais que ndo receberam o pré-tratamento. A curva dose resposta
obtida indicou que doses a partir de 1,6 mg/kg de LsHE séo suficientes para reduzir a lesdo
gastrica de forma semelhante a reducdo que ocorre com o pré-tratamento com N- acetilcisteina
(NAC). NAC é um agente gastroprotetor padrdo que apresenta propriedades mucoliticas e
antioxidantes, sendo bastante utilizado como controle positivo no modelo de lesdo géastrica
induzida por etanol (JACCOB, 2015). O resultado apresentado por LSHE, mesmo em dose t&o
baixa, sendo semelhante a NAC é bastante promissor. Esses resultados corroboram com o
encontrado na literatura, onde Oyedeji et al. (2015) afirmam que a espécie L. sericeus €
popularmente utilizada para tratar distirbios estomacais na Africa. Essas propriedades
gastroprotetoras também devem estar presentes em LsSHE.

A gastroprotecdo oferecida por LsHE, contra os danos gastricos induzidos pelo etanol,
foi confirmada através da analise histoldgica da parte glandular dos estdmagos. O grupo de
animais pré-tratados apenas com veiculo, apresentou varias evidéncias de dano gastrico, como
perda de células epiteliais, edema grave na superficie da mucosa, hiperemia, hemorragia e
infiltrado de células inflamatorias. A perda de células epiteliais € uma etapa critica no
desenvolvimento de cancer gastrico. Essa erosdo das células reduz a camada de protecao fisica
da mucosa estomacal e provoca a perda de células parietais, reduzindo a producao de acido
cloridrico (YUAN; PADOL; HUNT, 2006). O pré-tratamento com LsHE foi capaz de prevenir
de forma significativa tanto esta perda de células como os demais danos causados pelo etanol
na mucosa e submucosa gastrica.

A acdo gastroprotetora de LsHE no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, mostra
que este extrato pode estar agindo atraves de um efeito antioxidante. No entanto, para
entendermos melhor sobre esses mecanismos relacionados a gastroprotecao também avaliamos
o modelo de lesdo gastrica induzida por indometacina que pode estimar um potencial de LsHE
também na modulacédo da secrecao gastrica (ADINORTEY et al., 2013). Da mesma forma que
o etanol, a indometacina também tem um alto potencial para induzir lesbes gastricas em
modelos animais experimentais. A utilizacdo de anti-inflamatorios néo esterioidais (AINES) em
excesso é a segunda causa mais comum de Ulceras gastricas em humanos, atras apenas da

infeccdo por H. pylori (SANTANA et al., 2015). Este farmaco é um inibidor néo seletivo de
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ciclooxigenases (COX). Estas enzimas sdo responsaveis pela producéo de prostaglandinas que
estdo fisiologicamente envolvidas na regulacdo de diversos fatores protetores da mucosa
gastrica. As prostaglandinas regulam a producdo de muco, a secrecdo de bicarbonato, a
motilidade géastrica, a secrecdo acida e a manutencgdo do fluxo sanguineo (JUNIOR et al., 2015).
A utilizacdo de indometacina em modelos animais altera a sintese de prostaglandinas, reduz os
fatores gastroprotetores da mucosa e consequentemente induz a ulceracdo do tecido (GOMAA,;
EL-MOTTALEB; AAMER, 2018).

Neste trabalho, a administracdo oral de LsHE proporcionou protecéo significativa da
mucosa gastrica contra os danos causados pela indometacina em camundongos. Doses a partir
de 1,6 mg/kg de LsHE foram suficientes para reduzir a lesdo gastrica causada pela
indometacina. Agentes gastroprotetores derivados de extratos de plantas geralmente atuam
aumentando fatores protetores da mucosa gastrica, aumentando a sintese de prostaglandinas, de
compostos antioxidantes, estimulando a secre¢cdo de muco e bicarbonato, dentre outros (KUNA
et al., 2019). Desta forma, é comum estes agentes agirem de forma eficiente em mais de um
modelo diferente de inducdo de lesdo gastrica.

Martins et al. (2022) investigaram o potencial do acido linoleico, componente presente
na composicdo do LSHE, e demonstraram seu potencial gastroprotetor em leses gastricas
induzidas por etanol acidificado, por indometacina, por estresse por contencao hipotérmica e
por ligacdo de piloro em ratos, mostrando sua eficiéncia em todos estes modelos. Os autores
também investigaram, além do efeito gastroprotetor, o efeito modulador da secrecdo acida. Eles
avaliaram volume, pH e acidez total da secrecdo gastrica e encontraram resultados promissores.
O efeito de LsHE na lesdo gastrica induzida por indometacina é um indicativo de que este, de
forma semelhante ao seu componente acido linoleico, também pode estar atuando na modulagéo
da secrec¢do acida e vamos discutir melhor esse potencial um pouco na frente.

Para buscarmos compreender melhor os achados relacionados ao efeito gastroprotetor
apresentado por LsHE, também realizamos mais algumas analises in silico de seus componentes
majoritarios, acidos oleico, palmitico e beénico. A associacdo de uso na medicina popular,
resultados em experimentos in vivo e ferramentas computacionais validadas tem se tornado
muito importante para o desenvolvimento de potenciais medicamentos de origem vegetal, como
os fitoterapicos (BARBOSA et al., 2020).

As propriedades fisico-quimicas dos compostos, por exemplo, podem nos ajudar a
entender a natureza fisico-quimica das interfaces e das possiveis interacfes entre as moléculas
e de seus componentes com o organismo (DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017). Ao
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avaliarmos as propriedades fisico-quimicas dos acidos oleico, palmitico e beénico, encontramos
parametros que apontam para a facilidade fisica e quimica de absor¢do dos componentes de
LsHE pelo trato gastrointestinal. Segundo Barbosa et al. (2020), as propriedades fisico-
quimicas adequadas para um composto ser absorvido pelo trato gastrointestinal sdo uma massa
molecular de 150 a 500 g/mol, nimero de recebimento de ligagdes com o hidrogénio menor
que 10, um coeficiente de particdo logaritmo entre octanol e 4gua (cLogP) de até 5 e um nimero
de doadores de moléculas de hidrogénio abaixo de 5. Analisando os trés componentes
majoritarios de LSHE, a excecdo de cLogP, todos os demais parametros encontrados apontaram
para facilidade na absorcéo dos componentes pelo trato gastrointestinal.

As caracteristicas fisicas e quimicas adequadas para absorcdo gastrointestinal dos
compostos foram confirmadas pela previséo da capacidade de absorcdo. Tanto o &cido oleico,
como o acido palmitico apresentaram alto potencial de capacidade de absor¢éo gastrointestinal.
Esse resultado é bastante interessante pois nos leva a sugerir que os efeitos gastroprotetores
apresentados por LsHE podem estar relacionados, ndo apenas a uma acgdo na superficie das
células, e sim a efeitos gerados pela absor¢édo dos componentes na mucosa. Além disso, para o
desenvolvimento de medicamentos é sempre muito interessante compostos com caracteristicas
compativeis com a absorcdo gastrointestinal e com a administracdo por via oral. Essa via de
administracdo facilita o tratamento, evita desconfortos e aumenta a adesdo do paciente
(GLEESON; MCCARTNEY, 2019).

Outra via muito importante durante o estudo de potenciais compostos para atuar como
medicamentos e a via de absor¢do cutanea. Ao avaliaramos in silico o coeficiente de penetracédo
na pele dos trés componentes majoritarios presentes em LsHE, tanto o acido oleico, como o
acido palmitico e o acido beénico apresentaram boa probabilidade de penetracéo epitelial. Esse
resultado corrobora com os dados que encontramos previamente na literatura, onde o acido
oleico é utilizado pela industria farmacéutica como um intensificador de penetracdo para
formulacBes transdérmicas (JIANG et al., 2018). Como o acido oleico é o componente
majoritario presente em LSHE, e 0s demais componentes também apresentam a mesma boa
probabilidade de penetracdo epitelial, é provavel que esta caracteristica também esteja presente
em LsHE.

O coeficiente de permeabilidade (Log Kp cm/s) é um pardmetro que leva em
consideracdo o tamanho do permeante e o coeficiente de particdo octanol/agua. Quanto mais
negativo o log K p, menos permeante na pele é a molécula. Os acidos oleico, palmitico e

beénico apresentaram log K p em torno de -2 e -1 e se compararmos ao diclofenaco, que € um
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bom anti-inflamatorio de uso tdpico, este apresenta um log K p de -4,96, sendo considerado um
bom agente permeante. Esta propriedade é muito importante na industria farmacéutica,
principalmente quando se trata de formulagdes de uso topico como agentes anti-inflamatdrios
(DAINA; MICHIELIN; ZOETE, 2017; POTTS; GUY, 1992).

Outros parametros in silico que foram avaliados durante a analise dos componentes
majoritarios presentes LSHE foram a acessibilidade sintética, o “Drug Likeness” € a
biodisponibilidade. Essas analises sdo interessantes quando se vai estudar compostos que tem
0 potencial para se tornarem medicamentos. A acessibilidade sintética, por exemplo, é uma
pontuacdo baseada na analise das estruturas de milhdes de compostos com a suposicdo de que
quanto mais um fragmento molecular é frequente, mais facil seria a sintese dessa molécula. A
pontuacdo 1 preveé sintese facil, a pontuacédo 10 prevé sintese muito dificil e os trés componentes
majoritarios presentes em LsSHE se aproximaram mais do que seria uma sintese facil (DAINA;
MICHIELIN; ZOETE, 2017).

O “Drug Likeness” se baseia em uma relacdo de semelhanga do composto com outras
drogas conhecidas. Um valor positivo neste pardmetro indica que 0 composto contém
predominantemente fragmentos que estdo frequentemente presentes em outros medicamentos
comerciais (THOMAS SANDER, 2022). Isto ndo ocorreu em nenhum trés componentes
majoritarios presentes em LSHE e podemos relacionar esse resultado a natureza quimica dos
acidos oleico, palmitico e beénico que sdo acidos graxos de cadeia longa, ndo sendo
componentes comuns em medicamentos.

Com relacgdo a biodisponibilidade, esta prevé a probabilidade de um composto ter pelo
menos 10% de biodisponibilidade oral. Essa pontuacdo é semiquantitativa e define quatro
classes de compostos com probabilidades de 11%, 17%, 56% ou 85% (DAINA; MICHIELIN;
ZOETE, 2017). Os trés componentes majoritarios presentes em LSHE apresentaram a maior
probabilidade de biodisponibilidade (85%) e isso corrobora com os resultados encontrados
anteriormente para o alto potencial de absorcéo gastrointestinal dos &cidos oleico e palmitico.
Além disso, isso também pode ser relacionado ao porqué de pequenas doses ja serem tdo
efetivas na protecdo gastrica. Os dados de biodisponibilidade sdo muito importantes durante a
avaliacdo de interesse por um determinado composto, pois um percentual baixo mostra que este
poderia ser incompativel com um perfil farmacocinético aceitavel na pratica (PRICE; PATEL,
2022).

Para avaliarmos possiveis interacbes metabolicas entre os componentes majoritarios

presentes LSHE e outros farmacos ou moléculas, também avaliamos o seu potencial de inibicdo
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das citocromos P450 (CYP). As CYP P450 sdo uma superfamilia de isoenzimas que participam
da eliminacdo de drogas e agentes xenobi6ticos por meio de biotransformagdes metabolicas.
Estas isoenzimas estdo presentes no reticulo endoplasmatico liso dos hepatécitos e de alguns
outros tipos celulares (DI, 2014). A inibicdo dessas isoenzimas é uma das principais causas de
interagdes medicamentosas relacionadas a farmacocinética e pode levar a efeitos adversos
indesejados ou efeitos toxicos devido ao acimulo da droga ou de seus metabo6litos no organismo
(HUANG et al., 2008).

No caso dos componentes majoritarios presentes em LSHE ocorreu a inibi¢do de duas
isoenzimas CYPP450 pelo acido oleico e pelo acido palmitico e de apenas uma das isoenzimas
pelo &cido beénico. As CYPP450 inibidas foram a CYP 1A2 e a CYP 2C9. Apesar desta
inibicdo para algumas CYPP450 isso ndo necessariamente indica que 0 composto causara
efeitos adversos ou toxicos que impossibilitariam sua utilizagdo. Diversos medicamentos
amplamente utilizados séo inibidores de uma ou de varias dessas isoenzimas como o omeprazol,
fluconazol, ciprofloxacino, contraceptivos orais, dentre outros (SWISS INSTITUTE OF
BIOINFORMATICS, 2022).

Tanto a CYP 1A2 como a CYP 2C9 séo isoformas muito importantes no processo de
metabolizacdo de drogas no corpo humano. A CYP 1A2 responde por até 15% das enzimas
CYP hepaticas, metabolizando muitos medicamentos, como por exemplo: fenacetina,
paracetamol, cafeina, clozapina, propranolol, mexiletina e certos pré-carcinégenos, como
aflatoxinas, micotoxinas e nitrosaminas (GUO et al., 2021; NOVOTARSKY!I et al., 2010). A
CYP 2C9 também desempenha um papel muito importante, sendo responsavel pela depuracao
metabodlica de até 20% de todas as substancias metabolizadas, incluindo mais de 100
medicamentos terapéuticos prescritos rotineiramente, como AINES, anticoagulantes e
hipoglicemiantes, dentre eles: losartana, diclofenaco, ibuprofeno, meloxicam, naproxeno,
ciclofosfamida, varfarina, dentre outros (BOOVEN et al., 2010).

Tanto a CYP1A2, como a CYP2C9 também metabolizam acidos graxos de cadeia longa
em vdrias classes de metabdlitos oxigenados que possuem atividades fisioldgicas ou que
formam produtos potencialmente toxicos. O substrato mais estudado dessas epoxigenases CYP
é 0 4cido araquidoénico, sendo transformado em prostaglandinas, tromboxanos e prostaciclinas.
Vale ressaltar, no entanto, que essa metabolizacdo ocorre em nove isoformas diferentes de CYP
em humanos e ndo somente nas duas potencialmente inibidas pelos componentes majoritarios
de LsHE. O acido linoleico, componente presente em LsHE, também é um &cido graxo

metabolizado pela CYP2C9. Neste caso, ocorre a transformagdo em produtos toxicos que
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causam desconforto respiratorio em modelos animais. Desta forma, a inibi¢do dessa isoforma
pelos proprios componentes majoritarios presentes em LSHE pode acabar sendo benéfica,
evitando a formacéo destes produtos (LUCAS et al., 2010; SHAHABI et al., 2014; SPECTOR,;
KIM, 2015).

Para entendermos melhor o processo de metabolizacdo dos componentes de LSHE ap6s
a sua absorcdo pelo trato gastrointestinal, verificamos as predi¢cbes para a ocorréncia de
biotransformacBes metabolicas no organismo. A biotransformacéo é um processo metabolico
que ajuda a facilitar a excrecdo de diversas substancias endégenas e exdgenas, ocorrendo
principalmente no figado. Esse processo se baseia em uma série de reacGes que alteram as
estruturas  quimicas das  substdncias  metabolizadas (ALMAZROO; MIAH;
VENKATARAMANAN, 2017). As biotransformacdes podem ser divididas em fase I, fase Il e
fase 111, mas estas fases ndo necessariamente seguem esta ordem, podem ocorrer inclusive de
forma simultanea ou podem acabar nem chegando a ocorrer (PHANG; LLERENA, 2022).

As reacdes da fase | sdo catalisadas principalmente atraves das isoenzimas citocromo
P450, onde a CYP3A4 é responsavel por cerca de 50% de toda a atividade. Vale ressaltar que
a CYP3A4 nao foi inibida por nenhum dos componentes majoritarios presentes em LSHE. As
reacOes dessa fase consistem em reacdes de reducdo, oxidacdo ou hidrolise que convertem
compostos lipofilicos, como os componentes presentes em LsHE, em moléculas mais polares.
Ao observamos as biotransformacdes previstas para os acidos oleico, palmitico e beénico,
verificamos ser provavel que os trés componentes passem por reacdes de fase 1 e essas reacdes
sdo muito importantes do ponto de vista bioldgico pois sdo elas que criam os metabolitos ativos
dos compostos (PHANG; LLERENA, 2022).

As reacdes da fase Il geralmente consistem na adi¢cdo de grupos hidrofilicos ao
composto ou a um intermediario formado na fase I. Essa fase inclui rea¢bes de conjugacéo,
glucuronidacdo, acetilacdo e sulfatacdo. O objetivo final das reacfes de fase Il seria formar
produtos mais polares e menos toxicos que possam ser excretados pelo organismo. Ao
observamos as biotransformacdes dos trés componentes majoritarios presentes em LsSHE é
altamente provavel a ocorréncia de reacdes de fase Il, e nos trés com a adicdo de acido
glucurdnico, um carboidrato bastante sollvel produzido através da oxidacdo da glicose
(PHANG; LLERENA, 2022). A ocorréncia destas reac0es de fase | e 1l, mostram que 0s trés
componentes majoritarios presentes em LSHE s&o de facil e provavel metabolizagdo e excrecdo

pelo organismo apés a sua absorgdo, sendo essas caracteristicas muito importantes.
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Mapear os alvos de compostos bioativos também é um passo muito importante para
compreender melhor os mecanismos relacionados a sua bioatividade, prevendo inclusive
possiveis reatividades cruzadas ou efeitos colaterais indesejados (GFELLER et al., 2014). A
triagem de compostos quimicos contra alvos especificos tornou-se, portanto, parte importante
durante a descoberta de compostos promissores, fornecendo informacgdes Uteis sobre a
especificidade de cada um (ZIEGLER et al., 2013). Geralmente, drogas hidrofébicas pequenas
sdo conhecidas por interagir principalmente com receptores acoplados a proteinas G, enquanto
amaioria das grandes drogas hidrofilicas interagem com enzimas (SANTOS et al., 2017). Desta
forma, também realizamos esta analise para 0s componentes majoritarios presentes em LSHE,
buscando compreender um pouco melhor seu modo de ag&o no organismo.

A maioria dos compostos atua em diversos alvos moleculares distintos € um estudo in
silico realizado por Mestres et al. (2009) investigou os alvos de diversas drogas. Os autores
nomearam quatro familias-alvo principais como sendo de relevancia terapéutica: enzimas,
receptores nucleares, receptores acoplados a proteinas G e canais/transportadores. No caso, as
principais classes de alvos moleculares encontradas para 0s componentes majoritarios de LsHE
foram proteinas de ligacdo a &cidos graxos, enzimas e receptores nucleares. Em menor
proporcao estes componentes também se ligam a receptores acoplados a proteinas G.

A ligacdo dos componentes majoritarios de LSHE a proteinas de ligacao a acidos graxos
ja era esperada. Essas proteinas sd@o abundantes na maioria dos tecidos de mamiferos e essa
ligacdo aumenta a solubilidade dos acidos graxos, facilitando o seu transporte através dos
compartimentos intracelulares. A ligacdo a essas proteinas também ajuda na interacdo das
moléculas hidrofébicas com membranas, enzimas, canais ibnicos, receptores ou genes e
influéncia varios processos celulares (HELMSTADTER et al., 2022; XU et al., 2022). Quando
observamos os alvos com 100% de probabilidade de se ligarem aos componentes majoritarios
de LsHE, vemos proteinas de ligacdo a &cidos graxos (FAB) com localizacdo epidérmica,
muscular, no adipdcito, no figado e no intestino. Isso mostra que esses componentes podem
agir em diferentes localizacdes e podem ser transportados com facilidade por todo o organismo.

Compostos que se ligam a enzimas geralmente agem através da inibicdo da atividade
enzimatica, sendo essa a base de muitos medicamentos. Mais de 60 enzimas humanas s&o alvos
de medicamentos utilizados rotineiramente. A inibicdo de uma enzima adequada leva a um
aumento na concentragdo de determinado substrato ou a uma diminui¢do na concentracdo de
determinado metabdlito, levando a uma resposta clinica util (LANDRY; GIES, 2008). Ocorreu

a predicdo de ligacdo com 100% de probabilidade a enzima FAAH (amida hidrolase de acido
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graxo) pelo acido oleico. Essa enzima degrada a anandamida canabidomimética em acido
araquidénico, um percussor de prostaglandinas (UEDA; YAMAMOTO, 2000). A FAAH tem
sido estudada como alvo para o desenvolvimento de inibidores com potenciais no tratamento
da dor, inflamagdo e disturbios alimentares. Alguns anti-inflamatérios ndo esteroidais, que
inibem a atividade da COX, também séo inibidores da FAAH, levantando a possibilidade de
que esta seja alvo de alguns agentes clinicamente relevantes (ALEXANDER, 2009).

Os receptores nucleares modulam a expressdo génica celular. Seus ligantes sdo
geralmente moléculas lipofilicas, justamente como os componentes de LSHE, que contornam a
membrana plasmatica para atingir seus alvos intracelulares. Os seres humanos possuem mais
de 40 receptores nucleares diferentes e a maioria pode ser ativada ou inativada por ligacao a
pequenas moléculas (FRIGO; BONDESSON; WILLIAMS, 2021). Quando observamos 0s
alvos com 100% de probabilidade de se ligarem a LSHE, vemos os trés subtipos (o, v, 8) de
receptores ativados por proliferadores de peroxissoma (PPARs). Estes sdo fatores de transcricdo
que regulam o metabolismo energético, influenciando no transporte, no armazenamento, na
esterificacdo e na oxidacdo de acidos graxos. Além disso, podem influenciar no sistema
imunoldgico regulando o destino e a funcdo de varios tipos de células como macroéfagos,
inibindo uma resposta inflamatoria excessiva (CHRISTOFIDES et al., 2021).

Apesar da ligacdo a receptores acoplados a proteina G ter sido menos expressiva do que
a ligacdo a outras classes de receptores, esta € a maior classe de receptores onde atuam quase
30% de todos os medicamentos comercializados. A diversidade da sinalizacdo induzida por
estes alvos &€ muito importante pois direciona moléculas, podendo levar a regulagédo
farmacologica 6rgdo-especifica e, por conta disso, esses receptores séo amplamente estudados
(LANDRY; GIES, 2008). Ocorreu a predicdo de ligacdo com 100% de probabilidade ao
receptor de acido graxo livre (FFAR1) pelos acidos palmitico e beénico. O FFAR1 é um
receptor acoplado a proteina G ativado por acidos graxos que desempenha um papel importante
na homeostase da glicose. A ligacdo a este receptor aumenta a secrecdo de insulina e de peptideo
1 semelhante ao glucagon (GLP-1), sendo este um alvo antidiabético promissor durante o
estudo de farmacos (LI et al., 2017).

O mapeamento dos alvos moleculares dos componentes majoritarios de LsSHE nos abriu
algumas possibilidades para tentarmos entender melhor os mecanismos pelos quais este
composto age. Geralmente, compostos bioativos se ligam a proteinas ou outros alvos
macromoleculares como uma forma de modular sua atividade e esse tipo de ligagéo resulta nos

efeitos observados para aquele composto (GFELLER et al., 2014). Desta forma, os alvos
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encontrados para LSHE nos levam a pensar que seus componentes séo facilmente transportados
e metabolizados pelo organismo, podem atuar como agentes anti-inflamatdrios e até influenciar
no metabolismo da glicose. No entanto, mais estudos sdo necessarios para entendermos melhor
estas possibilidades.

Voltando mais especificamente aos mecanismos relacionados a efetiva protecéo gastrica
oferecida por LSHE no modelo de leséo induzida por etanol ou por indometacina, investigamos
as alteracBes na quantidade de muco gastrico nos animais. O muco é um importante fator
protetor da mucosa, e a barreira muco-bicarbonato forma a primeira linha de defesa contra acido
e pepsina, mantendo o pH luminal estavel (DA LUZ et al., 2019). Tanto o etanol como a
indometacina diminuem significativamente o conteldo de muco da parede gastrica, mas essa
deplecéo foi bastante reduzida em animais pré-tratados com LsHE. No modelo de les&o géastrica
induzida por etanol, LsHE impediu a reducdo do teor de muco de forma semelhante ao NAC,
um conhecido agente mucolitico. NAC é amplamente descrito na literatura como uma
substancia que aumenta de forma efetiva o teor de muco géstrico, sem causar efeitos toxicos,
quando administrado por via oral em doses superiores a 100 mg/kg (JACCOB, 2015).

O resultado observado para o contetdo de muco gastrico com o pré-tratamento com
LsHE foi bem importante, mas para fornecer evidéncias concretas da participacdo de outros
agentes citoprotetores, além do muco, também investigamos o comportamento de LsHE sobre
0 estresse oxidativo. Dentre os efeitos deletérios de agentes indutores de Ulcera gastrica, como
etanol e indometacina, podemos citar alteracdes na producdo de enzimas antioxidantes e um
desequilibrio na producdo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (BARKA et al., 2017).
Desta forma, foram analisados os niveis de marcadores do estresse oxidativo e inflamatorio
como GSH, MDA e MPO, e de enzimas antioxidantes como CAT e SOD.

Estudos tém demonstrado que as EROs e a peroxidacdo lipidica, desempenham um
papel importante na patogénese da Ulcera gastrica (BEN ALI et al., 2015). O MDA é um
produto de degradacéo resultante de interacdes entre EROs e a bicamada lipidica, sendo assim,
um importante marcador de estresse oxidativo no tecido gastrico. O etanol e a indometacina
causam danos a mucosa gastrica estimulando a peroxidacdo lipidica e consequentemente
causando acimulo de MDA nas células deste epitélio (ADINORTEY et al., 2013). Neste
trabalho, tanto no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, como por indometacina, 0s
camundongos que receberam apenas veiculo mais que dobraram a quantidade de MDA presente
no tecido, mas o pré-tratamento com LsHE diminuiu significativamente esse acimulo de MDA

e consequentemente o estresse oxidativo na regiéo.
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O pré-tratamento com NAC e com omeprazol também foram capazes de reduzir o0s
niveis de peroxidagdo lipidica em animais que receberam etanol ou indometacina,
respectivamente. NAC apresenta elevado efeito antioxidante ja relatado, sendo capaz de
erradicar neutrdfilos reativos, radicais livres e assim impedir o desequilibrio na concentracdo
de EROs e 0 acumulo de MDA (JACCOB, 2015). No caso do omeprazol, a indometacina
reduziu os mecanismos de protecdo da mucosa gastrica através da inibicdo da sintese de
prostaglandinas. O pré-tratamento com omeprazol causou a inibi¢cdo da bomba de prétons e
reduziu a secrecdo de &cido gastrico que seria responsavel por causar os danos a mucosa
desprotegida. Isso evitou a degradacdo das membranas celulares através da peroxidacéo e o
consequente acimulo de MDA no tecido (AHMED; CLARKE, 2022).

Dentre as EROs, o radical superoxido (O27) é um importante componente, sendo um dos
primeiros radicais produzidos durante o processo de estresse oxidativo (LAZZARI et al., 2018).
Este radical € convertido em peroxido de hidrogénio pela enzima SOD, mas quando a expressao
e a atividade da SOD estdo reduzidas, observa-se um agravamento de danos teciduais e um
aumento de peroxidacdo lipidica (QIU et al., 2020). Desta forma, a atividade enzimatica da
SOD esta correlacionada com a capacidade antioxidante intracelular e neste trabalho o pré-
tratamento com LSHE manteve os niveis de atividade da SOD semelhante aos dos grupos
controle, que ndo foram submetidos a0 aumento do estresse oxidativo com etanol ou com
indometacina (WANG et al., 2015).

O peroxido de hidrogénio é produto da conversao do radical superdéxido pela SOD. Este
composto também ¢é considerado toxico devido a sua alta reatividade com diversos
componentes celulares (KWIECIEN et al., 2014). O perdxido de hidrogénio pode ser
convertido em &gua de duas maneiras, através da acdo da enzima catalase (CAT) ou da acdo da
enzima glutationa peroxidase (GPx). Na conversao do perédxido de hidrogénio pela enzima GPx,
também ocorre a conversdao de glutationa da forma reduzida (GSH) para a forma oxidada
(GSSG) (JANKO et al., 2014).

Neste trabalho, o pré-tratamento com LSHE foi capaz de manter os niveis de atividade
da CAT e o nivel do GSH semelhantes aos grupos controle, que ndo foram submetidos ao
aumento do estresse oxidativo com etanol ou com indometacina. Esses resultados estdo de
acordo com o que encontramos na literatura, onde os extratos de plantas, geralmente exercem
sua atividade gastroprotetora ao manter a atividade de enzimas e atuar como compostos
antioxidantes, impedindo os danos causados pelo estresse oxidativo no tecido. Como exemplos

de espécies muito estudadas como fontes de antioxidantes, temos o extrato de folhas de Vitis
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vinifera e o extrato de casca de Citrus sinensis L. (SAADAOQUI et al., 2020; SELMI et al.,
2017).

Como os extratos de plantas geralmente s&o ricos em componentes antioxidantes, a
utilizacdo de antioxidantes vegetais no tratamento de Ulceras gastricas estad a cada dia mais
presente na literatura (BEIRANVAND, 2022). Oyedeji et al. (2015) afirmam que as sementes
da espécie L. sericeus possuem uma alta concentragdo de componentes antioxidantes como
flavondides. Esses sdo biologicamente muito ativos e possuem fortes propriedades
antioxidantes com reducdo da peroxidacdo lipidica ja relatadas na literatura (GUZELGUN;
INCE; ORHAN, 2018; SCHOLTEN; SERGEEV, 2013; ZOU et al., 2021). Agbonon e
Gbbeassor (2009) estudaram um extrato etanolico das folhas de L. sericeus e demostraram o
potencial antioxidante por FRAP e DPPH. Além disso, o extrato foi capaz de reduzir os niveis
de MDA no figado de ratos tratados com CCl4 e os autores associaram a reducdo do estresse
oxidativo como a fonte do potencial hepatoprotetor encontrado.

Essa presenca de atividade antioxidante também ja foi relatada algumas vezes na
literatura para alguns dos componentes presentes na composicdo de LsHE, corroborando mais
ainda com os achados neste trabalho. Muitos acidos graxos tém a capacidade de atuar como
agentes antioxidantes ou pré-oxidantes (HENRY et al., 2002). Kozlowska et al. (2016)
estudaram oOleos extraidos de diversas sementes de plantas e encontraram capacidade in vitro
de eliminacdo de radicais livres em todas as amostras. Dentre a composicdo dos Oleos
estudados, os autores encontraram a predominancia dos acidos palmitico, oleico e linoleico,
todos componentes presentes em LSHE. Henry et al. (2002) estudou o potencial antioxidante in
vitro de alguns acidos graxos presentes em alimentos e também encontraram a presenca de boa
atividade antioxidante para os acidos oleico, palmitico e linoleico.

Haeiwa et al. (2013) estudaram oito &cidos graxos (oleico, palmitico, estearico, elaidico,
linoleico, a-linolénico, y-linolénico e cervonico) em células 3T3-L1. Os autores consideraram
o0 acido oleico, principal componente de LsHE, como detentor do melhor potencial como agente
citoprotetor e antioxidante em modelos de estresse oxidativo nessas células. Zhang et al. (2022)
estudaram o potencial do &cido oleico na lesdo renal aguda e também encontram a presenca de
atividade antioxidante em camundongos. Além disso, o é&cido oleico melhorou
significativamente as atividades de GPx e de SOD, além de reduzir os niveis de MDA no
modelo estudado. Todos esses achados corroboram com o efeito antioxidante e a capacidade de

eliminacéo de radicais livres que observamos em LsHE.
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Diferente da SOD, CAT e GPx que sdo enzimas que reduzem o estresse oxidativo, a
MPO € uma enzima que, na presenca de perdxido de hidrogénio, catalisa a formacdo de
intermediarios que sdo EROs, incluindo acido hipocloroso. Essa enzima desempenha um papel
importante na morte microbiana induzida por neutréfilos e também é um mediador local do
dano tecidual, j& que marca a presenca de neutréfilos no tecido inflamado (ARATANI, 2018).
Uma vez instalado o estresse oxidativo, a MPO e as células inflamatérias presentes se
comportam como uma fonte de espécies reativas de oxigénio no sitio de lesdo. Esse processo
gera um ciclo vicioso que aumenta cada vez mais 0 dano oxidativo e a resposta inflamatéria
concomitantemente (HUSSAIN et al., 2016).

A formacao de Ulceras géstricas geralmente esta associada com o aumento dos niveis de
MPO, pois o dano tecidual causa a liberacdo de mediadores inflamatérios e induz a migragéo
de neutrofilos para a mucosa (OYELEKE et al., 2018). O pré-tratamento com LSHE promoveu
uma reducéo significativa na atividade da enzima MPO tanto nos danos gastricos induzidos por
etanol, como por indometacina. Essa reducgéo da presenca da enzima indica um potencial anti-
inflamatorio no tecido gastrico e corrobora com o uso popular relatado para L. sericeus e com
outros trabalhos encontrados com essa planta na literatura (EMMANUEL; ONYEKACHI;
UCHENNA,; 2020; FONTENETE et al. 2009; MOTA 2008). Mais na frente abordaremos um
pouco mais sobre esse possivel potencial que também encontramos em LsHE.

Além da manutencéo da barreira de muco e da diminuicdo do estresse oxidativo, existem
outros mecanismos que podem ser associados a protecao gastrica. Para elucidar ainda mais 0s
mecanismos farmacologicos envolvidos por tras da atividade gastroprotetora de LsHE, os
camundongos também foram pré-tratados com indometacina, L-NAME, glibenclamida ou
vermelho de ruténio. Os mecanismos de defesa promovidos pelas prostaglandinas, a liberacdo
de déxido nitrico, a abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP e os receptores TRPV estdo
diretamente relacionados a ocorréncia de lesdo gastrointestinal (KANGWAN et al., 2014).
Neste trabalho, ao investigarmos essas vias, o efeito gastroprotetor de LsHE pode ser associado
a producdo de prostaglandinas, a liberacdo de éxido nitrico e aos receptores TRPV, mas
aparentemente nao envolve canais de potassio.

Como vimos anteriormente, a indometacina &€ um inibidor ndo seletivo das
ciclooxigenases. A COX-1 € a enzima responsavel pela producao de prostaglandinas que atuam
fisiologicamente na regulacdo de fatores protetores da mucosa gastrica. As prostaglandinas,
principalmente as prostaglandinas E2 (PGE2), atuam estimulando a secre¢do de muco e

bicarbonato, regulando o fluxo sanguineo, regulando a mobilidade géastrica e limitando a
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secrecdo acida de forma direta ou indireta via receptores de histamina. Além disso, a PGE2
estimula a proliferacdo de células da mucosa gastrica e promove a renovagao e reparo do
epitélio da mucosa (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Neste trabalho, a acdo gastroprotetora de LsHE e do misoprostol, um analogo de
prostaglandina (PGE1), foram significativamente anuladas com o pré-tratamento com
indometacina. Esse resultado sugere que as ciclooxigenases e a liberagdo de prostaglandinas
exercem um papel importante na gastroprotecao apresentada por LSHE, pois a inibicédo de sua
sintese reverteu completamente o efeito gastroprotetor antes apresentado. Araruna et al. (2021),
Cerqueira et al. (2012), Neto et al. (2017), Sousa et al. (2018) e Viana et al. (2016), também
encontraram a inibicdo/ reducdo do efeito gastroprotetor do misoprostol em animais pré tratados
com inibidores da COX. Todos os autores usaram doses baixas desta prostaglandina sintética e
consideraram que ocorreu a reversao da atividade gastroprotetora com a utilizacdo do pré-
tratamento, sempre de forma a corroborar com os resultados encontrados em seus experimentos.

Durante a avaliacdo do resultado obtido, vale chamar atencdo, que o tratamento
realizado apenas com indometacina também € capaz de induzir a ulceragdo da mucosa gastrica.
No entanto, o experimento de avaliacdo de mecanismo de acdo proposto por Matsuda; Li;
Yoshikawa (1999) utiliza uma menor dose deste composto, uma via de administracao diferente
e um tempo paraa acao reduzido. O mecanismo de ulceracao induzido pela indometacina ocorre
devido a reducéo da producao de prostaglandinas e consequente perda de fatores protetores da
mucosa gastrica. Isso leva a ocorréncia de lesdes por conta do proprio acido gastrico que causa
danos a mucosa desprotegida (GOMAA; EL-MOTTALEB; AAMER, 2018). No protocolo de
inducdo de ulceras por indometacina apresentado neste trabalho, o tempo entre a administracao
da indometacina e o sacrificio dos animais foi de sete horas, mas durante o protocolo de
avaliacdo do mecanismo de acdo esse tempo foi de apenas duas horas. Se somarmos 0 menor
periodo de tempo para que o0 &cido gastrico causasse danos, a menor dose utilizada e as
caracteristicas visuais da lesdo, que foram tipicas de lesGes causadas pelo etanol, podemos supor
que os danos verificados na mucosa gastrica dos animais foram causados pelo etanol e ndo pelo
pré-tratamento com indometacina.

Matsuda; Li; Yoshikawa (1999) quando elaboraram o protocolo encontraram em seus
experimentos pouca diferenca entre o escore das lesdes induzidas apenas por etanol e o escore
das lesGes géstricas induzidas pela combinagdo do etanol com o pré-tratamento com
indometacina. Areche et al. (2008), Cerqueira et al. (2012) e Janior et al. (2014) encontraram

resultados semelhantes na area ou nas porcentagens das lesGes gastricas em animais tratados
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apenas com etanol e em animais que receberam o pré-tratamento com indometacina mais o
etanol. Areche et al. (2020) e Bento et al. (2018), encontraram pequena reducdo na area de lesdo
gastrica quando associaram o etanol ao pré-tratamento com indometacina, se comparado a area
de les@o apresentada nos grupos que receberam apenas etanol.

Além das prostaglandinas, o 6xido nitrico também desempenha um papel importante
nos mecanismos de protecdo gastrica. O dxido nitrico atua como um potente vasodilatador no
trato gastrointestinal, modulando o fluxo sanguineo, regulando a secrecdo de muco e
bicarbonato, e também interagindo com prostaglandinas para regular a secrecdo de acido
gastrico ao suprimir a liberagdo de histamina pelas células enterocromafins (JUNIOR et al.,
2015; MARD et al., 2014). Em modelos animais de lesdo gastrica, o uso de inibidores da 6xido
nitrico sintase, como o L-NAME, pode promover um aumento das lesdes gastricas sem alterar
a sintese de prostaglandinas e isso permite avaliar a influéncia das vias separadamente no efeito
gastroprotetor (HEEBA; HASSAN; AMIN, 2009).

Neste trabalho, o efeito gastroprotetor de LsHE e de L-arginina, precursora da sintese
do oxido nitrico, foram completamente revertidos na presenca de L-NAME. Esses resultados
sugerem que LsHE também esta envolvido na liberacdo de 6xido nitrico e que isso esta
relacionado aos efeitos gastroprotetores apresentados. Novamente, a0 somarmos todos 0s
resultados obtidos até agora, LSHE estaria atuando estimulando a producdo de éxido nitrico e
isso pode ser relacionado a um aumento na producéo de prostaglandinas enddgenas, ao aumento
da producdo de muco e a reducdo da secrecdo acida. Tudo isso pode estar sendo somado e
resultando no efeito gastroprotetor apresentado. E comum que extratos vegetais exerceram seus
efeitos gastroprotetores ativando multiplas vias, e diversos trabalhos mostram a liberacdo de
oxido nitrico e a estimulacdo da producdo de prostaglandinas enddgenas como 0s principais
mecanismos de acdo da atividade gastroprotetora (BENTO et al., 2018; JUNIOR et al., 2015;
NETO etal., 2017).

Da mesma forma que o 6xido nitrico, os canais de potassio sensiveis ao ATP (KATP),
presentes no endotélio dos vasos sanguineos do tecido géstrico, também estdo diretamente
relacionados a modulacédo do fluxo sanguineo e outros mecanismos gastroprotetores da mucosa.
Além disso, tanto Oxido nitrico como as prostaglandinas enddgenas podem atuar como
moduladores dos KATP e este mecanismo, pelo menos em parte, medeia a gastroprotecdo de
diversos compostos. A abertura dos canais KATP aumenta a microcirculagdo géastrica, causa
vasodilatagdo, inibe a ativagdo e migracdo de neutréfilos e inibe a produgéo do ion superdxido
(ARUNACHALAM et al., 2017).
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O envolvimento dos canais KATP na gastroprotecdo contra lesdes induzidas por etanol,
pode estar ligado a um sistema de abertura dos canais e secre¢ao de conteudo intracelular, com
consequente relaxamento endotelial e aumento do fluxo sanguineo. A glibenclamida atua
blogueando os canais de KATP por reduzir a permeabilidade das células ao potéssio. Os efeitos
da glibenclamida incluem induzir a vasoconstricdo gastrica na regido afetada e desta forma
promover a formacdo de ulceras (ARUNACHALAM et al., 2017; BENTO et al., 2018).

Ao analisarmos a influéncia dos canais de potassio na gastroprotecdo de LsHE contra a
lesdo gastrica induzida por etanol, é improvavel sua participacdo. Embora as prostaglandinas e
0 6xido nitrico estejam envolvidos na estimulacdo dos canais de potassio os efeitos nem sempre
sdo dependentes e, no caso de LsHE, o pré-tratamento dos animais com glibenclamida néo
conseguiu reverter de forma total a gastroprotecdo apresentada por LsSHE. Isso sugere que a
abertura dos canais de potassio ndo apresenta papel importante durante o0 mecanismo
gastroprotetor neste caso. Achados semelhantes foram encontrados por Junior et al. (2015) e
Neto et al. (2017), onde os extratos de plantas estudados pelos autores também apresentaram
efeito gastroprotetor com envolvimento de prostaglandinas e de o&xido nitrico, mas
independente da ativacéo dos canais KATP.

Os receptores vaniloides (TRPV) séo receptores de membrana expressos por neurénios
sensoriais nociceptivos, sdo seis (TRPV1-TRPV6). Quando ativados, eles atuam como um
espécie de canal de cations ndo-especifico, permitindo o influxo de calcio Ca®, e
desencadeando a sensacdo de dor (MCCARTY; DINICOLANTONIO; O’KEEFE, 2015). Esses
canais sdo amplamente expressos em todos os tecidos de mamiferos e desta forma, ja foram
vinculados a inumeras funcdes fisiologicas. Eles também sdo amplamente expressos em todo o
trato digestivo e TRPV1 e TRPV4 sdo associados a ocorréncia de distlrbios gastricos e
mecanismos gastroprotetores (CATERINA, 2015; PACHECO et al., 2021).

Os receptores TRPV podem ser ativados por ativadores enddgenos como calor, pH e
alguns metabdlitos e por ativadores exdgenos como a capsaicina. A capsaicina promove a
dessensibilizacdo dos neur6nios nociceptivos através da ativacdo de TRPV. Dependendo da
concentracdo e da duracdo da exposicdo de TRPV ao influxo de caélcio, ocorre a
desensibilizacdo dos canais e isso contribui para os efeitos analgésicos da capsaicina
(VYKLICKY et al., 2008). A capsaicina também age na aceleracdo da cicatrizacdo de Glceras
géstricas, atuando atraves do aumento da secre¢do de muco, da inibi¢do da secrecdo de cido
géstrico, estimulando a microcirculagcdo gastrica e exercendo efeitos vasodilatadores, via
estimulo da secre¢do de 6xido nitrico (SHARMA,; VIJ; SHARMA, 2013).
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Ativadores dos canais TRPV parecem participar de mecanismos gastroprotetores de
remédios tradicionais & base de plantas através da diversos mecanismos, dentre eles da alteracéo
da motilidade e da secre¢do géastrica (POOLE et al., 2015). O vermelho de ruténio é um
antagonista que, embora ndo interfira com o sitio de ligacao do receptor, blogueia o canal idnico
TRPV de forma ndo especifica (SANTOS et al., 2019). A acdo gastroprotetora de LsHE foi
parcialmente revertida na presenca de vermelho de ruténio, nos fornecendo evidéncias de que
possivelmente existe alguma participacdo dos receptores TRPV no mecanismo de acdo de
LsHE. No entanto, como o vermelho de ruténio € um bloqueador inespecifico destes canais
ibnicos e a reversdo da gastroprotecdo nao foi completa, mais estudos sdo necessarios para
comprovarmos esta participagdo. De outra maneira, o vermelho de ruténio inibiu totalmente a
acao gastroprotetora da capsaicina, mostrando a participacao ja esperada dos canais TRPV na
gastroprotecao induzida por essa substancia.

Outro mecanismo que pode ser relacionado a protecdo gastrica, ¢ a modulacdo da
secrecdo acida. Esta secrecdo € regulada por fatores hormonais, pardcrinos e neurais
representados por gastrina, histamina e acetilcolina, respectivamente (ARIN et al., 2017). Os
compostos que podem agir sobre ou inibir qualquer um desses fatores, podem reduzir
significativamente a secrecdo gastrica e dessa forma produzir efeitos gastroprotetores. A
regulacao da secre¢éo acida ocorre por meio da estimulacédo da bomba de prétons. Dessa forma,
compostos que possam inibir diretamente essa bomba (IBPs), também séo bastante utilizados
para controlar ulceras gastricas (YOUS et al., 2018).

O modelo de ligacao pilorica leva ao acimulo de acido no estbmago dos camundongos.
Esse acimulo leva ao comprometimento da barreira da mucosa gastrica e ao desenvolvimento
de Glceras no estdbmago (VIVEK; CHANDER; NARAYAN, 2014). Agentes que possam inibir
a producdo de &cido gastrico e/ou aumentar as secre¢fes de muco, sdo consideradas potentes
gastroprotetores contra Ulceras induzidas pela ligacdo do piloro (CHOUDHARY; BODAKHE;
GUPTA, 2013). O omeprazol, por exemplo, atua como um agente anti-ulcera inibindo a bomba
de prétons e mostrando atividade antisecretora e de aumento do pH gastrico (BOUWKNEGT
et al., 2014).

A administracdo de LSHE foi capaz de diminuir o aumento da acidez e da secrecdo
gastrica, causado pela ligacdo do piloro, e de aumentar o pH gastrico. Tudo isso de forma
semelhante ao que ocorreu nos grupos tratados com omeprazol. Este resultado indica que LsHE
pode estar atuando, durante sua atividade gastroprotetora, também por um mecanismo de

modulacdo da secrecdo gastrica. 1sso corrobora com os resultados encontrados de que LsHE é
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um bom agente gastroprotetor contra Ulceras gastricas induzidas por indometacina. N&o
podemos afirmar o mecanismo exato desta regulacdo da secrecdo pois, como dito
anteriormente, ela envolve as secrecdes de gastrina, histamina e acetilcolina e também a
ativacdo da bomba de proétons. LsHE pode estar atuando tanto na reducdo da liberacdo desses
fatores estimuladores da secrecdo, como também por um mecanismo de inibicdo direta da
bomba de prétons.

Esse resultado é bem interessante pois no mostra que 0 mecanismo gastroprotetor de
LsHE também envolve a diminui¢do da secrecdo de acido gastrico, e ndo somente o0 aumento
de fatores protetores da mucosa estomacal. Jabri et al. (2017) também estudaram um extrato
composto principalmente pelos acidos linoleico, oleico e palmitico, componentes presentes na
composicdo do LsHE, e encontraram resultados semelhantes, com diminuicdo significativa da
acidez e do volume gastrico e aumento do pH. Martins et al. (2022) também investigaram o
potencial do acido linoleico e mostraram um efeito modulador da secrecéo &cida. Dessa forma,
podemos supor que estes componentes presentes em LsHE, podem estar agindo/ influenciando
durante essa regulacdo da secrecdo que observamos.

Todos os resultados obtidos até o presente momento podem ser somados influenciando
nos mecanismos de gastroprotecdo apresentados por LsHE. Os resultados obtidos indicando a
participacdo do oOxido nitrico e das prostaglandinas no mecanismo gastroprotetor de LsHE
confirmam os resultados observados na avaliacdo do muco gastrico, onde o pré-tratamento com
LsHE preveniu a deplecdo do muco induzida pelo etanol ou pela indometacina. Esses resultados
também confirmam o observado no volume e na acidez géastrica, onde o pré-tratamento com
LsHE reduziu ambos os parametros. Ao somarmos todos os resultados obtidos até agora,
descobrimos que LsSHE possivelmente atua estimulando a producdo de oxido nitrico, de
prostaglandinas e dessa forma estimula a secrecdo de muco gastrico e limita a secrecdo &cida,
0 que esta diretamente relacionado ao seu efeito gastroprotetor.

Apdbs comprovarmos o efeito gastroprotetor de LsHE no modelo de leses gastricas
induzidas por etanol e por indometacina em camundongos e tentarmos entender melhor os
possiveis mecanismos envolvidos, investigamos o seu potencial efeito cicatrizante em modelo
de lesdo gastrica induzida por &cido acético 80% em ratos, apds sete dias de tratamento. Nem
todas as substdncias que apresentam efeito gastroprotetor necessariamente também irdo
apresentar efeito cicatrizante gastrico em Ulceras ja instaladas (SILVA, 2019). O acido
ascorbico € um exemplo disso, ele previne lesdes gastricas induzidas por etanol

ou indometacina, mas ndo é capaz de promover a cicatrizagdo de Ulceras géastricas induzidas
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por &cido acético (DA SILVA et al., 2013; KOC; IMIK; ODABASOGLU, 2008; POTRICH
et al., 2010).

No modelo de lesdes gastrica induzida por acido acético, o acido induz uma lesdo ao
causar dano vascular e necrose isquémica, com consequente destrui¢cdo da barreira protetora
gastrica, liberagdo de citocinas pro-inflamatdrias, formacéo de espécies reativas de oxigénio e
apoptose celular (OKABE; AMAGASE, 2005). Uma lesdo géastrica induzida por acido acético
pode envolver alteracdes em varios fatores, incluindo secre¢do de prostaglandinas, liberacéo de
6xido nitrico, fatores de crescimento, conteido de citocinas, mudancas no padrdo de adeséo do
muco e alteragdes na microcirculagdo (SILVA, 2019).

Os resultados obtidos neste trabalho mostram que o tratamento dos ratos com LSHE
durante 7 dias consecutivos reduziu significativamente tanto a area lesionada como o volume
da lesdo gastrica induzida pelo acido acético. Desta forma, LSHE mostrou que deve possuir
atividade regenerativa/ cicatrizante da mucosa gastrica, ja que foi capaz de promover o
fechamento da leséo. Neste protocolo, foram utilizadas doses mais elevadas do que durante 0s
protocolos de protecdo gastrica. As doses utilizadas foram de 25, 50 e 100 mg/kg, enquanto nos
protocolos de gastroprotecdo as doses utilizadas foram em torno de 1,6 mg/kg. O processo de
cicatrizacdo € um processo bem mais complexo do que o de fortalecimento da mucosa gastrica
para evitar os danos causados pela indometacina ou pelo etanol. A leséo por acido acético
também envolve as camadas mais profundas do estdbmago, o que dificulta ainda mais esse
processo de cicatrizacdo do tecido (DA LUZ et al., 2021).

A cicatrizacdo da Ulcera gastrica pode demorar semanas ou até meses para o total
reestabelecimento tecidual. Essa cicatrizacdo envolve varias etapas e varios mecanismos
celulares, como proliferacdo, migracdo, diferenciacdo, regeneracdo, angiogénese ativa e
deposicdo da matriz extracelular. Todas estas etapas levam a formacdo de uma cicatriz. Esse
processo de cicatrizacdo € modulado por diversos fatores de crescimento, por éxido nitrico, por
prostaglandinas, por citocinas, por diversos horménios e por fatores de transcricao
(KANGWAN et al.,, 2014; TARNAWSKI; AHLUWALIA, 2012). Cabe ressaltar que a
qualidade da restauracdo da estrutura da mucosa € uma condicéo determinante para garantir que
ndo ocorra recidiva da Ulcera no mesmo local (TARNAWSKI, 2005).

Os resultados obtidos novamente corroboram com o encontrado na literatura, onde L.
sericeus € utilizada popularmente para tratar distirbios estomacais no continente Africano
(OYEDEJI et al., 2015). Na dose de 25 mg/kg, LsHE promoveu uma taxa de cicatrizacéo da

lesdo de quase 50% em relacdo a animais ndo tratados. O aumento da dose até 100 mg/kg
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também mostrou ser capaz de aumentar a taxa de cicatriza¢do da lesdo para mais de 75% ap0s
0s setes dias de tratamento. Esses resultados sugerem um alto potencial na cicatrizagdo das
lesbes gastricas pré-existentes pois se assemelham aos resultados encontrados em grupos
tratados com omeprazol, farmaco de primeira escolha no tratamento de doencas gastricas
(ALONSO et al., 2015).

O omeprazol foi capaz de promover uma taxa de cicatrizacdo da lesdo induzida por
acido acético de quase 80% apds os sete dias de tratamento. O omeprazol esta entre os dez
medicamentos mais prescritos nos Estados Unidos, sendo utilizado tanto na prevengdo como
no tratamento de Ulceras ja existentes (AHMED; CLARKE, 2022). Farmacos com a funcdo de
inibicdo e regulacdo da secrecdo &cida gastrica, como € o caso do omeprazol, sdo de suma
importancia no tratamento das Ulceras pois propiciam um ambiente adequado que facilita a
cicatrizacdo (YUAN; PADOL,; HUNT, 2006).

Os resultados encontrados na reducéo da area e do volume da lesdo gastrica em animais
tratados com LsHE ou omeprazol foram confirmados pela analise histoldgica dos tecidos
gastricos. Animais tratados apenas com veiculo apresentaram tecido caracterizado por diversos
danos como eroséo e perda de trechos do epitélio, metaplasia intestinal, congestdo vascular,
vasos ectasicos, hemorragia e intensos exsudatos inflamatorios. Animais tratados com LsHE
ou omeprazol apresentaram reducdo desses danos, no entanto, é importante ressaltar que essa
diferenca histologica néo foi tdo grande como ocorreu no modelo de Ulcera induzida por etanol
também apresentado neste trabalho. Isso reforca que a Ulcera ja estabelecida € bem mais dificil
de ser tratada (DA LUZ et al., 2021). Em todos os animais submetidos a inducéo de Ulcera pelo
acido acético também foram evidentes alguns sinais de dano gastrico, indicando que o periodo
de sete dias ndo foi suficiente para a total cicatrizacdo do tecido em nenhum dos grupos.

A terapia farmacol6gica para o tratamento cronico de Ulceras gastricas geralmente
envolve drogas que aumentam a protecdo da mucosa ou gque diminuem fatores considerados
agressivos, como o suco gastrico (TANG; CHAN, 2012). Resultados encontrados previamente
neste estudo mostraram que LSHE foi capaz de reduzir a secre¢do acida e diminuir a acidez
estomacal em camundongos submetidos ao processo de ligacdo de piloro. Desta forma,
podemos sugerir que 0s mecanismos de reducdo na acidez e secrecao presentes em LsHE devem
ter contribuido para propiciar um ambiente favoravel a cicatrizacdo, de forma semelhante ao
que acontece durante o tratamento com inibidores da bomba de prétons como o omeprazol.

Esse resultado é importante pois a a¢do de LsSHE foi comprovada ndo apenas durante a
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gastroprotecdo, mas também na cura sobre a lesdo pré-existente, mostrando mais uma vez que
se trata de alternativa promissora no que diz respeito ao tratamento de Ulceras gastricas.

Apesar da provavel seguranca detectada in silico para os componentes majoritarios
presentes em LsHE, e da seguranca detectada pela ingestdo aguda por camundongos de LsHE
na dose de 2000 mg/kg previamente relatadas neste trabalho, o tratamento com doses repetidas
do extrato ao longo de sete dias também foi investigado. Em geral, os camundongos tém uma
maior atividade metabdlica para eliminacdo de substancias quimicas no corpo do que os ratos.
A diferenca entre as espécies ocorre, pelo menos em parte, devido a uma diferenca na
distribuicdo das isoenzimas do citocromo P450 que estdo envolvidas na metabolizacdo das
substancias. Essa diferenca torna os ratos mais sensiveis e pode ocasionar resultados diferentes
nos testes de toxicidade de uma substancia (OECD GUIDELINES, 2022).

Os estudos de toxicidade com exposi¢Ges continuas sdo utilizados para mimetizar a
forma mais comum de exposi¢cdo humana: as exposi¢oes repetidas ao longo dos dias. Esses
estudos tém por objetivo obter informacdes sobre efeitos hematoldgicos, bioquimicos,
anatomopatologicos e histopatologicos (CAMPOS; AMARAL, 2009). Diversos autores
associam o estudo da cicatrizagéo de lesdes gastricas induzidas por acido acético com um estudo
de toxicidade por exposicOes repetidas, aumentando ainda mais os dados de seguranca relativos
a substancia em teste durante o tratamento (DA LUZ et al., 2019; FORMIGA et al., 2021,
VIANA, 2017).

Neste trabalho, a ingestao por via oral de LsHE por ratos durante sete dias nas doses de
25, 50 e 100 mg/ kg, ndo foi capaz de ocasionar quaisquer efeitos toxicos indesejados. Nenhuma
morte foi registrada e ndo ocorreu nenhuma alteracdo que pudesse indicar toxicidade. Também
ndo ocorreram diferencas significativas na curva de evolucdo do peso corporeo dos animais, na
ingestdo de agua ou no consumo alimentar. Alguns estudos mostram que alteracdes nesses
parametros podem indicar sinais iniciais de toxicidade do produto testado, uma vez que a
ingestdo hidrica, alimentar e o consequente ganho de peso podem estar relacionados a
desconfortos gastrointestinais causados pela ingestdo oral de substancias (MORAES et al.,
2013; WOLFF CORDEIRO et al., 2012).

O tratamento com LSHE nas doses pesquisadas também ndo ocasionou alteracdes
significativas na analise macroscopica ou no peso relativo dos 6rgaos. Essa analise do peso
relativo é considerada um importante indicador para avaliagdo do possivel potencial de
toxicidade de uma substancia ou produto quimico (DA SILVA etal., 2013; HILALY; ISRAILI;
LYOUSSI, 2004).
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Durante a avaliacdo de toxicidade também foram analisados pardmetros bioguimicos
presentes no soro dos animais. Foram analisados os niveis de glicose, alanina aminotransferase
(ALT), aspartato aminotransferase (AST), creatinina, ureia, colesterol total e triglicérides. Os
niveis de glicose no sangue sdo um parametro muito importante que deve ser mantido em
homeostase. Niveis excepcionalmente altos ou baixos podem potencialmente levar a condi¢des
agudas e/ou cronicas com risco de vida (GUEMES; RAHMAN; HUSSAIN, 2015). Como
vimos durante a analise in silico, um dos alvos moleculares dos acidos palmitico e beénico,
componentes de LsSHE, € o receptor acoplado a proteina G ativado por &cidos graxos FFARL.
A ligacdo a este receptor aumenta a secrecdo de insulina e isso poderia causar alteracdes nos
niveis sanguineos de glicose dos animais. No entanto, a administragdo oral durante sete dias de
LsHE até a dose de 100 mg/kg ndo causou alteracdes neste parametro.

As aminotransferases (AST e ALT) também s&o importantes marcadores, neste caso de
lesdo hepatocelular, onde a presenca do dano ao figado geralmente desencadeia a liberacao
dessas enzimas na circulagdo. Um aumento expressivo nos niveis séricos dessas enzimas esta
associado a diversas doencas hepaticas como cirrose e hepatite (LALA; ZUBAIR; MINTER,
2022). Jaa ureia e a creatinina sdo 0s parametros mais amplamente aceitos para avaliar a fungéo
renal, sendo bons indicadores de um funcionamento normal dos rins. Quando 0s niveis séricos
destes marcadores estdo elevados, significa problemas na taxa de filtracdo glomerular. Se a
filtracdo renal ndo esta conseguindo remover esses componentes da circulagéo, indica danos no
orgédo (PANDYA, 2016; SALAZAR, 2014).

A administracdo oral durante sete dias de LsHE até a dose de 100 mg/kg ndo causou
alteracdes significativas nos niveis sericos de ALT, AST, creatinina ou ureia se compararmos
aos animais do grupo controle que ndo receberam o extrato. Como nédo houve efeito nos niveis
de aminotransferases, de creatinina ou de ureia, que sdo importantes indicadores das funcdes
hepaticas e renais, respectivamente, é razoavel deduzir que LsHE nao induziu qualquer dano
ao figado ou aos rins. Essa conclusdo também pode ser associada ao fato de ndo terem sido
observadas alteracdes anatomo-morfoldgicas ou alteraces nos pesos relativos de nenhum dos
6rgdos avaliados.

Pelo fato de LsHE ser composto por acidos graxos, principalmente acido oleico, &cido
palmitico e &cido beénico, também foram avaliados os niveis de colesterol total e de
triglicerideos nos animais. O colesterol € uma molécula importante para os seres humanos, mas
tanto seu excesso quanto sua deficiéncia podem ocasionar doencas (SCHADE; SHEY;

EATON, 2020). Os niveis de triglicerideos também sdo um importante biomarcador para
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doencas cardiovasculares e para pancreatite (LAUFS et al., 2020). No entanto, a ingestédo de
LsHE durante sete dias até a dose de 100 mg/kg néo foi suficiente para causar nenhum tipo de
alteracdo nos niveis séricos de colesterol total ou de triglicerideos em relagdo aos animais do
grupo controle que ndo receberam o extrato.

Como discutimos anteriormente neste trabalho, a aplicacdo de acido acético na mucosa
gastrica induz o aparecimento da lesdo, em parte, devido ao aumento do estresse oxidativo na
regido. Ocorre um grave aumento da concentracdo de espécies reativas do oxigénio (EROs) e
isso estimula a peroxidacdo lipidica das membranas celulares, causando a destruicdo dos
tecidos. A alta exposicdo as EROS também impede o organismo de reparar os danos na regido.
Por isso 0 aumento excessivo de radicais livres favorece o aparecimento de lesGes crénicas, ja
que as Ulceras formadas ndo conseguem se curar adequadamente (BARKA et al., 2017; MEI et
al., 2013).

Ulceras agudas sd0 menos complexas se compararmos a lesdo induzida por acido
acético e isso tambem vale para os mecanismos de defesa relacionados (SILVA, 2019). Como
vimos anteriormente, enzimas como SOD, CAT e GPx atuam na protecdo da mucosa gastrica
contra danos oxidativos. No entanto, uma vez que 0s danos j& estdo presentes e 0 estresse
oxidativo ja esta evidente, essas enzimas também séo Uteis para restabelecer niveis normais de
EROs, facilitando a cicatrizacdo do tecido (ATALAY et al., 2016). Dessa maneira, cCompostos
com caracteristicas antioxidantes sdo Uteis tanto na protecdo da mucosa gastrica como também
por auxiliarem nos mecanismos de cicatrizacdo dos tecidos, ja que ajudam a neutralizar o dano
oxidativo existente na regido (KARAKOYUN et al., 2009; MEI et al., 2013).

Na ocorréncia da Ulcera, os lipidios oxidados pelos efeitos deletérios das EROS
promovem disfuncéo celular e tecidual elevando os niveis de MDA (NEGRE-SALVAYRE et
al., 2010). Neste trabalho, ratos submetidos a inducdo de lesdo géastrica atraves do acido acético
tiveram os niveis de MDA mais que duplicados em relacdo aos animais que nao foram
submetidos a lesdo gastrica. Esses altos niveis de MDA podem ser associados a altos niveis de
estresse oxidativo no tecido (BEN ALl et al., 2015). O tratamento com LsHE reduziu o dano a
mucosa gastrica e isso também foi acompanhado por uma reducdo nos niveis de MDA,
mostrando que ocorreu diminuicdo do estresse oxidativo causado durante 0 processo
ulcerbgenico e que isso certamente esta relacionado a um melhor e mais rapido processo de
cicatrizagdo da mucosa.

A lesdo gastrica induzida por acido acético também aumentou o0s niveis da enzima SOD

em relagdo aos animais que ndo foram submetidos a lesdo géstrica. Esse resultado foi diferente
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do apresentado durante os modelos de lesbes gastricas induzidas por etanol ou por indometacina
neste trabalho. Nos modelos de inducéo de leséo por etanol ou por indometacina, animais que
ndo receberam o pré-tratamento com LSHE apresentaram niveis de SOD reduzidos. Os grupos
que receberam o pré-tratamento, tiveram os niveis de SOD aumentados para valores
semelhantes aos apresentados por animais controle, que ndo foram submetidos a lesdo. Durante
0 modelo de inducédo de lesdo por acido acético isso se inverteu. Animais tratados com LsHE
apresentaram reducdo nos niveis de SOD, no entanto, também se aproximando de valores
encontrados nos animais do grupo controle, que ndo foram submetidos a lesdo pelo acido.

A enzima SOD esta envolvida na primeira etapa de reducdo do dano oxidativo, ja que
converte o radical superéxido em peroxido de hidrogénio. Quando os niveis de SOD estdo
reduzidos normalmente se observa danos teciduais, ja que ocorre uma diminui¢do de sua
capacidade de eliminacdo destes radicais (QIU et al., 2020). No entanto, no modelo cronico de
leséo induzida por &cido acético apresentado neste trabalho, a atividade de SOD aumentou em
animais ndo tratados que apresentavam alto nivel de estresse oxidativo. Outros autores como
Da Silva et al. (2019) e Da Luz et al. (2021) também encontraram resultados semelhantes
durante a avaliacdo de enzimas do estresse oxidativo em modelo de lesdo gastrica induzida por
acido acético.

Esse aumento na atividade de SOD apds a exposicdo da mucosa gastrica ao acido
acetico, pode refletir uma exigéncia do tecido em aumentar a atividade das enzimas
antioxidantes como uma tentativa de combater a geracdo de ERQOS, principalmente do anion
superdxido (DA SILVA et al., 2019). Entdo esse aumento da atividade de SOD na mucosa
gastrica ulcerada de forma crénica € um recurso do proprio organismo, mas considerando o
efeito antioxidante de LsSHE, os niveis de estresse oxidativo foram reduzidos e a atividade da
SOD pode ser normalizada ao longo dos dias em animais tratados. Esses resultados nos levam
a sugerir que alguns mecanismos envolvidos no efeito ulcerégenico observado nos modelos
agudos parecem diferir daqueles envolvidos no modelo crénico induzido pelo acido acético.

Na lesdo gastrica induzida por acido acético, além dos aumentos nos niveis de MDA e
na atividade de SOD também podemos observar uma reducdo na atividade de CAT e uma
reducdo dos niveis de GSH em animais ndo tratados. A reducdo de CAT e de GSH no estbmago
ulcerado pode ser explicada, em parte, devido a excessiva atividade enzimatica para remover
os radicais livres ao longos dos dias, que nesse caso ndo foi compensada pelo proprio organismo
da mesma forma que em SOD. E comum que o processo inflamatério ocasione & deplecdo das

enzimas antioxidantes durante o0 modelo de Ulcera crbnica, o que de fato ocorreu (DA LUZ et
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al., 2019; FORMIGA et al., 2021). Nos grupos tratados com LsHE também ocorreu um
aumento na atividade de CAT e nos niveis de GSH, restabelecendo niveis semelhantes ao
encontrados em animais que ndo foram submetidos a leséo gastrica pelo acido. 1sso nos mostra
mais uma vez, o potencial antioxidante deste extrato que além da eliminac&o de radicais livres,
neste modelo, pode ser associado a um processo de cicatrizacdo mais eficiente da mucosa.

Dando continuidade aos experimentos, verificamos se o efeito cicatrizante de LsHE
estaria relacionado com alguma alteracdo no processo inflamatério gastrico causado pela
exposicdo ao acido acético. Na evolucdo deste modelo de ulcera experimental, a resposta
inflamatoria é de grande importancia e promove varias alteracfes e mudancas associadas a
presenca de um infiltrado inflamatorio celular. A presenca da lesdo ocasiona a ativacéo e a
migracgdo neutréfilos para a regido e estes promovem a liberagdo de EROS, resultando em um
aumento do dano tecidual. O processo inflamatorio é uma das principais fontes de EROS no
tecido lesionado pelo acido (HUSSAIN et al., 2016; OKABE; AMAGASE, 2005).

Na fase inflamatoria da lesdo gastrica a migracdo de neutrdfilos, além de promover a
liberacdo de EROs, também promove a liberacao de citocinas pro-inflamatérias como o fator
de necrose tumoral-a (TNF-a) e as interleucinas-1 (IL-lo e IL-1B) (TARNAWSKI,;
AHILUWALLIA, 2021). Estas citocinas liberadas vao regular a resposta imune/ inflamatoria do
tecido. Estas moléculas séo essenciais para o processo de cicatrizacdo, ao induzir a proliferacéo
e migracgdo celular em conjunto com a liberacao de fatores de crescimento, mas podem causar
um aumento da destruicdo tecidual, ao superativar células imunes e induzir a producédo de
proteases (JIANG et al. 2014). A inflamacédo do tecido também vai causar um aumento nos
niveis de COX-2, um aumento da producdo de prostaglandinas e um aumento no fluxo
sanguineo e esses fatores também vao modular o rumo do processo de cicatrizacdo da mucosa
gastrica (TARNAWSKI; AHILUWALIA, 2012).

Levando em consideracdo que a MPO €é uma enzima produzida principalmente por
neutrofilos, a atividade desta enzima é considerada um importante indice de infiltracdo
neutrofilica e consequentemente do andamento do processo inflamatorio nos tecidos (DA
SILVA et al., 2013). Como esperado, no presente estudo, a lesdo gastrica induzida por acido
acetico promoveu um grande aumento na atividade de MPO, mas nos animais tratados com
LsHE ocorreu uma diminuicdo desta atividade. A potencial atividade antiinflamatéria presente
em LsHE também pode ser vista durante a analise histologica do tecido gastrico. Animais
tratados com LSHE nas doses de 50 e 100 mg/kg apresentaram uma menor presenca de

infiltrado inflamato6rio na submucosa se comparados a animais que receberam apenas veiculo.
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Os resultados obtidos indicam que LsHE, além de diminuir o estresse oxidativo no
tecido, também pode estar atuando de forma a reduzir o processo inflamatério na mucosa
gastrica. Todos os resultados que encontramos até agora podem ser somados em torno desse
efeito. LsHE também atua modulando a secrecdo &cida, a producdo de prostaglandinas e a
liberacdo de dxido nitrico e todos esses efeitos devem estar ligados a diminuigdo do estresse
oxidativo, a diminui¢do do processo inflamatério e o consequente ambiente ideal para o reparo
tecidual, facilitando a cicatrizagdo da mucosa.

A presenca de atividade anti-inflamatdria relacionada a componentes de L. sericeus ja
foi relata popularmente e por alguns outros autores na literatura. Comunidades africanas
utilizam uma decocc¢do/ infusdo das folhas da planta na medicina popular como remédio para
dor e inflamagdo (EMMANUEL; ONYEKACHI; UCHENNA, 2020). Fontenele et al. (2009)
estudaram uma fracdo hexanica das raizes de L. sericeus e mostraram a inibicdo do edema de
pata induzido por carragenina e por levedura de cerveja. Os autores atribuiram o efeito anti-
inflamatorio nestes modelos a uma modulagéo na liberacdo de prostaglandinas e a uma reducao
na infiltracdo de células neutrofilicas promovidas pela fracao.

Emmanuel; Onyekachi; Uchenna (2020) também estudaram extratos de L. sericeus,
desta vez da casca. Os autores encontraram a presenca de atividade anti-inflamatdria em
modelos de edema de pata induzido por albumina e de edema de orelha induzido por xileno.
No estudo, eles associaram a atividade anti-inflamatdria topica a natureza lipofilica das fracdes
estudadas. A observacdo dos autores € interessante pois LSHE também é composto por
constituintes lipofilicos e segundo os resultados in silico apresentados neste trabalho apresenta
alta capacidade de penetracdo epitelial. Ao associarmos estes resultados, € provavel que LsHE
também possa estar atuando como bom agente anti-inflamatério de uso tdpico, sendo mais
estudos necessarios para avaliarmos a presenca dessa atividade.

Mota (2008) estudou lectinas extraidas das sementes de L. sericeus e também encontrou
uma atividade anti-inflamatoria associada a inibicdo da migracdo de neutréfilos, induzida por
carragenina ou ovalbumina. O autor associou essa inibi¢do a uma reducdo do rolamento e da
adesdo de neutrofilos, a uma reducdo da sintese e/ou liberacdo de citocinas pro-inflamatorias
(IL-1 e TNF-a) e de quimiocinas (CCL3 e CXCL1). Além disso, ele também observou um
aumento sistémico nos niveis de 6xido nitrico no sangue dos animais tratados e relacionou isso
com a reducdo da expressdo das moléculas de adesdo e com a consequente reducdo da migracao

de leucdcitos para o sitio da inflamacéo.
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O écido oleico, componente principal presente em LsHE, também apresenta atividade
anti-inflamatoria descrita em alguns relatos na literatura, ressaltando ainda mais esse potencial
de LsHE. Segundo Carrilo; Cavia; Alonso (2012), dietas ricas em acido oleico tém potenciais
efeitos benéficos sobre doencas inflamatorias. Os autores avaliaram uma ampla gama de
estudos que avaliam o efeito do &cido oleico em diferentes fungdes celulares e relataram um
mecanismo potencial para o efeito biolégico na ativacdo de diferentes vias de
imunocompeténcia das células. Esses resultados corroboram com os resultados in silico
apresentados neste trabalho, que também mostraram que um dos alvos moleculares para o acido
oleico sdo os receptores nucleares PPARs cuja ativacao justamente influencia na regulagéo do
sistema imunoldgico e na resposta inflamatoria (CHRISTOFIDES et al., 2021).

Pegoraro et al. (2019) e Pegoraro et al. (2020) estudaram o potencial de preparacfes
semissolidas a base de acido oleico e encontraram bom desempenho anti-inflamatorio in vivo
em modelos de inflamag&o induzida por radiagdo UVB e por 6leo de créton em camundongos.
As preparagdes demonstraram eficacia anti-inflamatoria semelhante a dexametasona para tratar
as condicOes inflamatodrias da pele, reduzindo a infiltracdo de células inflamatorias (MPO),
reduzindo os niveis de IL-1p e atuando via receptores de glicocorticoides. Além disso, ndo
foram observados efeitos adversos durante a analise de indicadores de alteracGes hepaticas,
pancreaticas ou renais.

Santamarina et al. (2021) também estudaram o potencial anti-inflamatorio do acido
oleico e encontraram elevada resposta anti-inflamatdria, principalmente quando em associacao
com queracianina. Foi observada a reducdo de mRNA para IxKa, IxBa, NFkB1, MCP-1, TNF-
a, IL-6 e IL-1B, além de um aumento no mMRNA de IL-10. Zhang et al. (2022) também
estudaram o potencial do acido oleico e encontram a presenca de atividade anti-inflamatéria em
modelo de lesdo renal induzida por LPS em camundongos. O &cido oleico inibiu a geracédo de
fatores inflamatorios, reduzindo as expressdes de iINOS, COX-2, p-p65/p65, TNF-a, IL-6 e
IFN-y, além de aumentar os niveis de IL-10.

Apesar das evidéncias de efeito anti-inflamatorio durante o processo de cicatrizacao da
lesdo gastrica induzida por acido acético e do potencial relatado na literatura tanto para L.
sericeus como para o acido oleico, mais estudos sdo necessarios para avaliarmos a presenca
desta atividade em LsHE. Uma das fragilidades existentes no trabalho foi ndo termos
aprofundado os estudos relacionados aos mecanismos anti-inflamat6rios, como nao termos
realizado a analise da presenca de citocinas no sitio da lesdo. No entanto, temos perspectivas

de aprofundar esse estudo visto o elevado potencial encontrado em LSHE mesmo em
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concentragdes tdo reduzidas para um extrato. LSHE se apresentou muito promissor durante a
protecdo e a cicatrizagdo gastrica corroborando com o uso popular desta planta e esperamos que
os resultados obtidos com esse trabalho possam incentivar ainda mais a busca de seu potencial.
Quem sabe gerando uma abordagem alternativa para o futuro tratamento de distdrbios gastricos
pela populagéo.
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9 CONCLUSOES

Este estudo caracterizou um extrato hexanico de sementes de Lonchocarpus sericeus
(LsHE) e mostrou que ele é composto principalmente pelos acidos oleico, palmitico e beénico.
LsHE néo apresentou indicios de toxicidade aguda, por doses repetidas ou durante a avaliacdo
in silico de seus componentes. LsHE mostrou atividade gastroprotetora contra lesdes gastricas
induzidas por etanol e por indometacina em camundongos e atividade cicatrizante contra lesdes
géstricas induzidas por acido acético em ratos. A avaliacdo in silico mostrou que o0s
componentes de LsHE apresentam caracteristicas favoraveis a absorcdo gastrointestinal,
biodisponibilidade e facil metabolizacdo que possivelmente estdo associadas aos efeitos
apresentados. LsHE foi capaz de impedir a deplecdo de muco gastrico, diminuir o estresse
oxidativo (MDA\) e a inflamag&o nos tecidos (MPQO), normalizar os niveis de componentes e
enzimas antioxidantes (GSH, SOD e CAT), estimular a producdo de prostaglandinas e a
liberacdo de Oxido nitrico, modular a secrecéo acida e todos esses mecanismos foram associados
ao seu efeito gastroprotetor e/ou cicatrizante. A espécie L. sericeus ja € utilizada popularmente
para tratar distrbios estomacais no continente Africano e os resultados obtidos neste trabalho
ressaltam ainda mais seu potencial na busca por tratamentos alternativos eficazes, seguros e

economicamente mais viaveis para a populacgéo.
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Figura 19: Esquema representativo e resumido das propriedades do extrato de sementes de

Lonchocarpus sericeus (LSHE).
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ANEXO | - APROVACAO DA COMISSAO DE ETICA NO USO DE ANIMAIS

UNIVERSIDADE Comissiio de Etica no
y\m;u FEDERAL po CEARA Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "Efeito gastroprotetor e cicatrizante do extrato de Lonchocarpus Sericeus em camundongos
Cwiss & sBUs possiveis mecanismos envalvidos”, protocolada sob o CEUA n® 1933011019 o oo1334), 50b a responsabilidade de
Flavia Almeida Santos e equipe; Gabrielle de Paula Freire - que envolve a producdo, manutencas efou utilizacao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensine - estd de acordo com
os preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decrets 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pele Conselho Nacional de Controle da Experimentacio Animal ({CONCEA), e foi aprovada pela Comissao de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal do Ceard (CEUA-UFC) na reunido de 127112019,

We certify that the proposal "Gastroprotective and ulcer healing effects of the Lonchocarpus Sericeus extract in Swiss mice and
their possible mechanisms involved”, utilizing 306 |sogenics mice (306 males), protocol number CEUA 1933011019 o oo1394), under
the responsibility of Flavia Almeida Santos and team; Gabnelle de Paula Freire - which involves the production, maintenance
andfor use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific research
purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with the rules
issued by the National Council for Cantrol of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic Committee on
Animal Use of the Federal University of Ceard (CEUA-UFC) in the meeting of 11/12/2019.

Finalidade da Proposta: Pesquisa [Académica)
Vigéncia da Proposta: de 01/2020 a 06/2021 Area: Departamento de Fisiologia E Farmacalogia

QOrigermn: Biatério Prof. Eduardo Tarres (setarial FAMED)
Espécie:  Camundongos iscgénicos sexa: Machos idade: 5 a 7 semanas H: 306
Linhagem: Swiss Peso: 20a259g

Comentario da CEUA: "A Pesquisadora explicou a necessidade do n=8/grupo para andlises gue serdo realizadas, bem comao
explanou os procedimentos. Assim, com os devidos esclarecimentos justifica-se o aumento do n amostral total da pesquisa para
406 animais. Contudo vale ressaltar que animais j& foram utilizados conforme descricdo dos resultados parciais n=48 animais.
Desta forma a partir de entdo fica-se a ser deliberado os demais animais para continuacdo da presente pesquisa de forma a
totalizar 406 camundongos. Ademais, o Pesquisador solicita prorrogacao de prazo decorrente da suspensao das atividades no
Biotério em virtude da Pandemia por COVID-19. Assim, o novo prazo de vigéncia da pesquisa serd julho de 2022 (07/2022). Esta
argumentacao & plausivel e justificavel.”.

Comentario da CEUA: "0 Pesquisador solicita aumento do nimero de animais por inclusdo de dois experimentos com inclusdo de
outra espécie: ratos, além de alteragio no prazo da pesquisa. Conforme explicacdo, a solicitacdo € de 24 camundongos machos da
linhagem Swiss e 48 ratos Wistar, totalizando assim o acréscimo de 72 animais para projeto. Vale salientar que ainda ha 92
camundongos do projeto original gue ainda nio foram utilizados. Com relacdo ao questionamento dos anestésicos, o Pesguisador
informou gue tem disponivel e adequadamente para os protocolos previstos. O Pesquisador também solicita prorrogacio de prazo,
sendo este para julho de 2023. Assim, apds esclarecimentos e explicacdes detalhadas, recomenda-se aprovacdo. ANIMAIS
APROVADOS: 24 Camundongos Swiss, Machos, 20-25g, 5-7 semanas. 48 Ratos Wistar, Machos, 180-220g, 6-8 semanas. NOVA
PREVISAO DE TERMINO: 07/2023 ",

oz KA

Profa. Dra. Camila Ferreira Roncari Profa. Dra. Karuza Maria Alves Pereira
Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenadora da Comissao de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal do Ceara Universidade Federal do Ceard
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