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RESUMO

Egletes viscosa Less, conhecida popularmente como macela da terra, ¢ uma espécie vegetal
utilizada na medicina popular, especialmente, no tratamento de patologias gastrointestinais.
O é4cido centipédico, um diterpeno presente em seu 6leo essencial foi analisado neste
trabalho, a fim de se verificar a sua farmacoldgica no tratamento de lesdes intestinais
ocasionadas por indometacina. A partir do modelo de ulcera intestinal induzido pelo
respectivo AINE, em uma concentragdao de 10mg/kg, v.o., administrado por trés dias, ndo
foram verificadas alteragdes renais (uréia e creatinina) nem hepdticas (AST e ALT). O
tratamento com AC (50 mg/kg) diminuiu de maneira significativa o nimero de ulceras
longitudinais (>5mm), mas ndo o nimero de ulceras pontuais (<5mm). AC demonstrou a¢ao
antioxidante através da diminuicdo dos niveis de MDA e MPO e restauracdao dos niveis de
NP-SH e catalase. Em cultura de células intestinais (IEC-6), AC (12.5, 25, 50 e 100 uM)
mostrou a¢do pré-migratdria, e, sua associacdo (25, 50 e 100 uM) com indometacina 250
UM reverteu a toxicidade da indometacina. AC (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 pM) sozinho
nao mostrou diferenga estatistica sobre a proliferacdo celular de IEC-6. No entanto, em
associacdo a indometacina, o diterpeno (12,5, 25, 50, 100 uM) protegeu significativamente
IEC-6 da toxicidade deste AINE (250 e 1000 uM). Os resultados obtidos neste trabalho
mostram, portanto, que AC influenciou a migracdo das células IEC-6. Além do mais, a
substincia estudada mostrou-se hdbil na proliferacdo celular. Os dados sugerem que o
diterpeno 4cido centipédico tem o potencial enteroprotetor possivelmente relacionado a um
mecanismo principalmente antioxidante e que poderia ser um agente terapéutico eficaz no

tratamento de udlceras intestinais e efeitos colaterais ocasionados pelos AINEs.

Palavras-chave: Egletes viscosa Less. Acido centipédico. Diterpeno. Indometacina. Lesoes

intestinais.



ABSTRACT

Egletes viscosa less, popularly known as “macela”, is a vegetable species used in folk
medicine, especially in the treatment of gastrointestinal diseases. The centipedic acid, a
diterpene that is present in essential oil was analyzed this work, to verify their involvement
in the of intestinal lesions caused by indomethacin. From the model of intestinal ulcers
induced by respective NSAIDs, in concentration of 10 mg/kg, oral tract, administered for
three days, there were no disorder kidney (urea and creatinine) neither disorder of liver
(AST and ALT). The treatment with AC (50 mg/kg) decreased significantly the number of
longitudinal ulcers (>5mm), but not the specific number of ulcers (<5mm). AC showed
antioxidant activity by decreasing of MDA and MPO levels and restoration of NP-SH and
catalase levels. In intestinal cultured cells (IEC-6), AC (12,5, 25, 50 and 100 uM ) showed
activity pro-migratory, and their combination (25, 50 and 100 uM) with indomethacin 250
uM, but not with 1000 uM, change toxicity of indomethacin. AC (6,25, 12,5, 25, 50, 100
and 200 pM) alone didn’t show statistical difference on cell proliferation of IEC-6.
However, in combination. the diterpene (12,5, 25, 50, 100 uM) significantly protected IEC-
6 of toxicity by indomethacin (250 and 1000 uM). The present results show, therefore, that
AC influenced migration of IEC-6 cells. Moreover, the substance studied showed skill in
cell proliferation. The data suggest that the acid diterpene centipédico has the potential
enteroprotetor possibly related to a particular antioxidant mechanism and that could be an

effective therapeutic agent to treat of ulcers and intestinal side effects caused by NSAID.

Keywords: Egletes viscosa Less. Centipedic acid. Diterpene. .Indomethacin. Intestinal

lesions.



LISTA DE FIGURAS

FIGURA 1 - Trato Gastrointestinal .........ccc.ceveeriiiiiiniieiienieeeeniceeesee e 20
FIGURA 2 - Vilosidades INtESHNAIS ......eeervvieeriieeiiieeiieeeiieeeiveeeieeessseeesseeesseeesseesssseeenns 23
FIGURA 3 - Egletes viSCOSA LESS .....coouiiiiiiiiiiiiiiieeeeteee ettt 31
FIGURA 4 - Estrutura quimica do 4cido centipédiCo. ..........ceevveerriieniiieeniieeniieeieeeeeenn 34
FIGURA S — Esquema do método de extragdo do acido centip€dico .........ccccueeerveernuneennne 40

FIGURA 6 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre as lesdes intestinais induzidas

por indometacina achados hiStOIOZICOS .......ueiriiiiiiiiiiiiiiiiiceecee e 52



LISTA DE GRAFICOS

GRAFICO 1 - Efeito do écido centipédico e dexametasona sobre o

nimero de dlceras intestinais pontuais e

longitudinais induzidas por indometacina em ratos ........c...ccc.eeu.ee..

GRAFICO 2 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis

de malonildialdeido no modelo de tulcera intestinal

induzida por indometacina €m ratos. ..........cceceereersreeneeenueeneennens

GRAFICO 3 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis

de catalase nas lesdes intestinais induzidas por

INAOMETACING EIN TALOS ... eeeeneeeeeeeeeeeeee e e et e eeeeeeeeeeeaeeeeeeaereeeeaaaees

GRAFICO 4 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis

de mieloperoxidase nas lesOes intestinais induzidas por

INAOMELACING E€IN) TALOS ...uueeeeeeeteerteeeeeeeeetteaaeeereseeereearaaeseseeeresnnnns

GRAFICO 5 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis

de grupos sulfidrila ndo protéicos nas lesdes intestinais

induzidas por indometacina €m Tatos ........c.eeevveeereeeenueerneeerneeenns

GRAFICO 6 - Efeito do 4cido centipédico e indometacina sozinhos ou

associados na migragdo das células IEC-6 apds 24 horas

€ EXPOSICAD ..ttt ettt ettt et e e

GRAFICO 7 - Efeito do 4cido centipédico e indometacina sozinhos ou

associados na proliferacdo das células IEC-6 ap6s 24 horas

€ EXPOSICAD .evevieeiiieeiieeeiiee ettt e eite e et e esbeeesbeeesbeeesabeeesabeeenabeeenns

........ 48



LISTA DE TABELAS

TABELA 1 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona no modelo de ulcera

intestinal induzida por indometacina em ratos: fungdo renal. ................... 45

TABELA 2 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona no modelo de ulcera

intestinal induzida por indometacina em ratos: func¢ao hepdtica................ 46

TABELA 3 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre o nimero de tlceras
intestinais pontuais e longitudinais induzidas por indometacina em

TALOS. +eeeeeteteeeeeeeeeeeteteeeeeeeeeeeteaanaaeseseeestaanasseeetessannaaneseeesessnnnnaneseseren 47

TABELA 4 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de
malonildialdeido no modelo de dlcera intestinal induzida por

INAOMETACING €M1 TATOS. +evveeeeeeeiieieeeeeeeeeeteenieeeseeeeerrannaeeeseeesesasananeseeesens 48

TABELA 5 - Efeito do 4dcido centipédico e dexametasona sobre os niveis de catalase

nas lesdes intestinais induzidas por indometacina em ratos. ............c....... 49

TABELA 6 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de
mieloperoxidase nas lesdes intestinais induzidas por indometacina em

TALOS. +eeeeeeeteeeeeeeeeeeteteeeeeeeeeeeteeanaaeseeesereaanaaaseeereanannaaaeseeesenannnnaneseeeren 50

TABELA 7 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de grupos
sulfidrila nd3o-protéicos nas lesdes intestinais induzidas por

INAOMETACING EIT1 TALOS. +.vveeeeeeeeteeeeeeeeeeeeteeaeeeeseeeeerrenneeeeseeesereeenaaeseeeeens 51



LISTA DE SIGLAS

% Percentagem
etal. ...e colaboradores
h hora
DL50 Dose letal 50%
+ Mais ou menos
AST Aspartato Aminotransferase
ALT Alanina Aminotransferase
ANOVA Andlise de variancia
AINEs Antiinflamatdrios ndo esteroidais
AC Acido Centipédico
CA Centipedic Acid
CEPA Comisséo de Etica em Pesquisa Animal
COX Ciclooxigenases
COX-1 Ciclooxigenase tipo 1
COX-2 Ciclooxigenase tipo 2
DL50 Dose letal 50%
EDTA Acido Etilenodiaminotetraacético sal dissédico
E.P.M. Erro padrdo da média
ERO Espécies reativas de oxigé€nio
g Grama
h Hora
H,0, Perdxido de Hidrogénio
HCl1 Acido cloridrico
HTAB Brometo de hexadeciltrimetilamdnio
IBD Doenca Inflamatdéria Intestinal

ip. Intraperitoneal



IL-10 Interleucina 10

v Infravermelho

Kg Quilograma

L Litros

L-NAME NG-nitro-L-arginina-metilester
MDA Malonildialdeido

MPO Mieloperoxidase

NP-SH Grupos sulfidrila ndo-protéicos
NH,OH Hidréxido de Amdnio

M (M) Molar

M Micromolar

M- Meio sem glutamina

mg Miligrama

min Minuto

mL Mililitro

mm?® Milimetros quadrados

NAC N-acetilcisteina

NaOH Hidréxido de sédio

nm Nandmetros

nmoles Nanomoles

nmol Nanomol

nm Nandmetros

NO Oxido nitrico

NP-SH Grupos sulfidrila nao-protéicos
°C Grau Centigrados

P Nivel de significancia

P.A. Para andlise

PIV Peptidio Vasoativo Intestinal



PGE,
PGIL,
PGs

RPM

s.C.
SNC
SOD
TBA
TGI
TNB
TRPV1
US.A.

uv

ug

pL

Prostaglandina E,

Prostaciclina I,

Prostaglandinas

Rotagdes por minuto

Segundo

Sub-cutaneo

Sistema Nervoso Central
Superdxido dismutase

Acido tiobarbitdrico
Trato gastrointestinal

Acido trinitrobenzeno sulfénico
Canal de potencial transiente tipo vaniléide subtipo 1
United States of America
Ultravioleta
Via oral

Versus

Alfa

Beta

Delta

Micrograma

Microlitro



SUMARIO

1 INTRODUCAO

1.1 O trato gastrointestinal .............cocceevieeiieniieiiienie e
1.2 ULCEIAS PEPLCAS ..o
1.2.1 Etiologia e fisiopatologia .........ccecueeeruieeriieeiiieeniieeeiiee s
1.3 Plantas MediCINAIS ......cccuervueerieeriienieeieenieeieesee e
1.4 A Egletes visCOSA LLESS....cccouiieiiieeiiieeiieeeiie et
1.4.1 Principais componentes qUIMICOS ........eeevueeerrueeerveeenveennuneennns
1.4.2 USOS MEAICINALS ...eovveevieriiiiieniieeiie ettt
1.4.3 Estudos farmacolOZICOS .........eevruvieriiieeniieeniieeniieeree e

1.5 DILETPENOS ..ueeieeiiieeieeeiieeiiee et e et e e teeesete e et esaeeeeteesnseeenseeenneeas

2 OBJETIVOS

2.1 ObJetivo Geral ......coouviieriiiieiiieeiee et
2.2 Objetivos ESPECfiCOS ...cccvuviiriiiiniiiiiiieiiceiieeeeeeeeeeee e
3 MATERIALS ..couuiiiniininnnsnecsnnsncssesssessasssecssessasssessasssasssssssasssees
3.1 Material DOtANICO .......cocuevuieiieiiiiiiiiicicicceece e
3.2 Animais eXperimentais ..........ccueerrvreeriureerueeenreeerreennieeessneeesneens
3.2.1 ASPECTOS ELICOS ...eeevieniieeirieiieerieieeete et
3.3 Drogas € TEAZENLES ....c.eevveeueerrieiienieeieeereeniee e

3.4 EQUIPAMENTOS ..eeruviiieiiiieriieeniieenieeesieeesteeeneseeenareeennreessaseesnnseens

4 METODOS

4.1 Obtencao do acido centip€diCo ........ccceevvveerveeiueeneercieeneeeieennee.
4.2 Lesao intestinal induzida por indometacina em ratos
4.2.1 Dosagem de Catalase ..........ccceeecveeerieeerieeniieeniieeniieesiee e

4.2.2 Dosagem de mieloperoXidase ..........ccceeeeueeercueeerieeenieeenneeeenne

4.3 Cultura de células epiteliais intestinais (IEC-6)

4.3.1 Migragao celular em cultura de células intestinais (IEC-6)
4.3.2 Proliferacao celular em cultura de células intestinais (IEC-6)

4.4 ANALISE E€STALISTICA wvvveeeeeeeeeieeieeeeee e e ettt eeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeeennnns

S RESULTADOS

5.1 Obtencdo do 4cido centip€diCo .........cceevveeueenieriieeneeeieenieenee.

20
20
24
25
28
30
32
32
32
33
35
35
35
36
36
36
36
37
38
39
39
41
41
41
42
42

43
44
44



5.2 Efeito do 4cido centipédico sobre tulceras intestinais induzidas por
INAOMELACING €11 TALOS ..eveeneieiieeiieeiteeiee ettt ettt sat ettt esare e b e e e e e saees
5.2.1 Analise de parametros bioqUIMICOS ........cccveeeruieerrrieeririeerieeerieeesreeenveeens
5.2.1.1 Fungdo renal (dosagem de uréia e creatining) .......cc.ceeeeeeveeneeriueeninenns
5.2.1.2 Fungdo hepética (dosagem de AST € ALT) ..coovviviviiiiniiiiniieiieeeee.
5.2.2 Quantificagdo das dlceras — Anédlise macroSCOPICA .....ccevvveervveervreenunnenn.
5.2.3 A¢a0 sobre 0 estresse OXIdatiVO .. coccveeecvieeeiiieeiiieeeiieeeiee e ervee e
5.2.3.1 Dosagem de malonildialdefdo ...........ccceoviieniiiiniiiiniiiiieeie e,
5.2.3.2 Dosagem de Catalase .........cocueeriiieiiiiiiniiee ettt
5.2.3.3 Dosagem de mielOperoXidase .........ccccueervureeriuieeniiieeniieenieeeniee e
5.2.3.4 Determinagdo de grupos sulfidrila ndo protéicos ........cc.ccccevcveeenueennee
5.2.4 Efeito do dacido centipédico na lesdo intestinal induzida por
indometacina em ratos: achados histolOgICOS. .......ccccveerviieeriiieiriieriie e
5.3 Efeito do 4cido centipédico sozinho ou associado a indometacina sobre a
migracdo celular de células intestinais (IEC-6) ...........ccocieiiiiiiiiiiniiinnieenen.
5.4 Efeito do acido centipédico sozinho ou associado a indometacina sobre a
proliferacdo celular de células intestinais (IEC-6).........cccceeovivviiiiniiiiniieinieenne
6 DISCUSSAO
7 CONCLUSOES
REFERENCIAS......occuunecnmsescrnsaecens

44
44
44
45
46
47
47
48
49
50

52

53

54
56
64
65



17

1 INTRODUCAO

1.1 O trato gastrointestinal

O sistema digestorio € basicamente um tubo muscular com epitélio especializado
que compreende a cavidade bucal, faringe, esdfago, estomago, intestino delgado e grosso, e
anus (FIGURA 1). Além disso, existem os 6rgdos anexos, tais como: glandulas salivares,
figado e pancreas, os quais secretam substincias que auxiliam no processo digestivo dos
alimentos. O TGI, juntamente com os 6rgdos anexos, tem a funcdo de receber, digerir,
absorver e eliminar substancias ingeridas, e todos esses processos sdo controlados pelo

sistema nervoso e pelo sistema hormonal (MERCHANT, 2007; GUYTON; HALL, 1997).
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Figura 1 - Trato gastrointestinal
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Compondo o TGI encontra-se o es6fago, caracterizado por ser um 6rgao tubular
que tem como func¢do conduzir o alimento da faringe até o estdmago. O esdfago se localiza
posteriormente a traquéia, comecando na altura da 7* vértebra cervical. Perfura o diafragma
pela abertura chamada hiato esofagico e termina na parte superior do estdmago. Sua principal
fun¢do € conduzir o alimento até o estdmago, ao qual se liga através do esfincter esofagiano
inferior, também denominado cardia (NETTER, 2000).

Situado logo abaixo do es6fago, encontra-se o estbmago, um 6rgdo com paredes

musculosas, cuja principal funcdo € a digestao dos alimentos pela a¢do do suco géstrico.
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Anatomicamente € dividido em trés por¢des: fundo, corpo e antro pilérico, sendo
limitado por dois sistemas de esfincteres: o esfincter esofagiano inferior, na parte superior ou
proximal do estdmago; e o esfincter pildrico ou piloro, na parte inferior ou distal do estdmago
(HOGBEN et al., 1974).

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em duas regides glandulares:
a mucosa oxintica e a mucosa antral. A mucosa oxintica € mais extensa, ocupando as regides
do corpo e do fundo, e é o sitio da secre¢io de 4cido cloridrico. E formada por glandulas
oxinticas, constituidas por diversos tipos celulares, como: células parietais (ou oxinticas)
responsaveis pela regulacio da secrecdo dcida, células principais (produtoras de
pepsinogénio), células produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo
enterocromafins (ECL) que liberam histamina. No colo glandular, predominam as células
produtoras de muco, que atuam protegendo a mucosa géstrica da acao corrosiva das secrecoes
originadas pela glandula (JAIN et al., 2007). As glandulas da mucosa antral apresentam os
mesmos tipos celulares que as glandulas oxinticas, exceto pela auséncia das células principais,
e inclusao das células G, produtoras de gastrina. (HOGBEN et al., 1974).

A maior parte da digestdo ocorre no intestino delgado por acdo das secrecdes
pancredticas e intestinais e da bilis. Estas secre¢des sdo estimuladas pelos hormdnios secretina
e colecistocinina. Noventa por cento da absorcdo ocorre dentro do intestino delgado, quer por
transporte ativo quer por difusdo. Muitos nutrientes, como os aminodcidos, o0s
monossacaridios, o sodio e o cdlcio, sdo absorvidos por transporte ativo, exigindo dispéndio
de energia metabdlica. Outros nutrientes, como os dcidos gordos e a agua, difundem-se
passivamente através da membrana celular. A lipase pancredtica e os sais biliares, conjugados,
devem estar presentes no limen intestinal para a hidrélise das gorduras em &4cidos graxos, a
fim de permitir a difusdo através das membranas celulares das vilosidades (PHIPPS et al.,
1990; SANDS, 2003).

O intestino delgado estende-se da porcao distal do esfincter pildrico até ao ceco,
primeira por¢do do intestino grosso. Possui um comprimento de aproximadamente 6,5m e
divide-se em trés partes bem definidas: o duodeno, o jejuno e o illeo (CREMA; SILVA, 1997).

O duodeno, com cerca de 26 cm, contorna frequentemente a cabeca do pancreas
em forma de “U”. A primeira por¢do, o bulbo duodenal, tem aproximadamente Scm; a
segunda por¢do a descendente, tem cerca de 10cm; a terceira por¢do, a transversa, tem cerca
de 8cm de tamanho e o seu limite distal esta localizado no ponto onde os vasos mesentéricos
superiores se cruzam. A quarta e ultima por¢do, a ascendente, tem entre 7 € 10cm e dirige-se

obliquamente até ao angulo duodeno-jejunal. A superficie mucosa do bulbo duodenal ¢
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relativamente lisa e esse segmento estd intimamente integrado na bomba muscular
antropiloro-duodenal. Tem transito extremamente rapido, pois o contetido gastrico que chega
ao bulbo é rapidamente impelido para frente. Essa por¢do constitui a primeira area do
intestino delgado que recebe contetddo géstrico, razdo pela qual estd envolvido na patogénese
da tlcera péptica. J4 a mucosa da por¢do duodenal descendente € rica em pregas de Kerkring,
que confere grande capacidade de absor¢cdo. Na terceira e quarta por¢des, as mucosas nao se
diferenciam entre si, propiciam a mistura do quimo com as secrecdes bilio-pancreétricas

(ORTIZ et al., 1994).

O jejuno e o ileo apresentam intimeras diferencas anatomicas e funcionais, mas
alguns desses aspectos conferem a ambos caracteristicas de um unico 6rgao, o qual se estende
do angulo duodeno-jejunal de Treiz a vdlvula ileo-cecal. Esta valvula impele o refluxo de

contetddo do célon e do ileo (POTRICH, 2009).

De uma forma sucinta, podemos dizer que a fun¢do do intestino delgado consiste
em fazer com que os elementos nutritivos dos alimentos sofram um processo digestivo a fim
de serem absorvidos. A digestao realiza-se através das diferentes enzimas e fermentos
existentes nos sucos entéricos, pancreatico e biliar (ORTIZ et al., 1994). A parede intestinal
tem muitas pregas cobertas por projecdes semelhantes a dedos (vilosidades). Ha células
epiteliais a cobrir a superficie de cada vilosidade (figura 1), e cada célula tem diversas
microvilosidades que se projetam da sua superficie. Assim, as pregas intestinais, vilosidades e
microvilosidades aumentam grandemente a drea de absorc@o do intestino delgado. No centro
de cada vilosidade, existe um vaso linfitico sem saida (vaso quilifero) para absor¢do do
sistema linfatico. O vaso quilifero estd rodeado de capilares, vénulas, e arteriolas para

absor¢do para o sistema porta (PHIPPS ez al., 1990; HUFFSTUTLER; SANDS, 2003).
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Figura 2 - Vilosidades intestinais

Parede da vilosidade (formada por uma sé camada de células)

Vasos capilares
sanguineos

Fonte: http://espacociencias6ano.blogspot.com.br/2011/10/absorcao-digestiva.html

O intestino grosso tem cerca de 1,5m de comprimento e 7cm de didmetro,
apresentando por isso um maior calibre que o intestino delgado. Comega na parte inferior
direita do abdémen, pouco acima da juncdo da coxa com o tronco e divide-se em Varios
segmentos: ceco, que estd ligado ao intestino delgado, célon ascendente, transverso,
descendente, sigmdide e reto (AMORIM et al., 2007).

O ceco comunica-se com o leo, tendo na sua base o apéndice cecal, que tem em
média 8 a 10cm de comprimento e 0,5 a 1cm de didmetro, Para impedir o refluxo de matéria
proveniente do intestino delgado, existe a valvula fleo-cecal (CREMA; SILVA, 1997).

O cdlon ascendente encontra-se parcialmente na frente do rim direito e
habitualmente € fixo. O cdlon transverso € totalmente intraperitoneal na sua porcao média, o
que lhe confere grande mobilidade, sendo parcialmente extraperitoneal em ambas as flexuras.
O co6lon descendente e o sigmdide t€m um calibre menor que o c6lon direito, o que explica
que os tumores do célon esquerdo sejam mais obstrutivos do que os do célon direito

(CREMA; SILVA, 1997).


http://espacociencias6ano.blogspot.com.br/2011/10/absorcao-digestiva.html
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O reto € um cilindro com cerca de 15cm de comprimento, termina na ampola retal
com 2 a 3cm, e comunica-se para o exterior através do anus. O musculo liso circular no canal

anal espessa-se para formar o esfincter anal (SANDS, 2003)

1.2 Ulceras pépticas

A humanidade tem convivido com as ulceras pépticas desde tempos remotos, e
acredita-se que a primeira possivel descri¢cdo dessa doenga tenha sido inscrita nos pilares do
templo de Esculdpio, em Epidaurus, por volta do século IV antes de Cristo (HOOGERWERF;
PASRICHA, 2003).

Fatores como fumo, dlcool, estresse, uso de medicamentos, faixa etdria, infeccao
pela Helicobacter pylori, hereditariedade de afec¢Oes pépticas, entre outros, podem
desempenhar diferentes papéis na génese da doenca (SAUL, 2007). A patogenia da doenca
ulcerosa péptica € mais bem representada como um complexo cendrio envolvendo o
desequilibrio entre os fatores de defesa da mucosa (bicarbonato, muco, prostaglandinas, fluxo
sanguineo, oxido nitrico, fatores de crescimento, etc.) e fatores agressivos que compreendem
os agentes quimicos, que podem ser enddgenos (HCI, pepsina) ou exdgenos (etanol,
antiinflamatorios nao esteroidais), e agentes bioldgicos (H. pylori).

A ulcera péptica (gastrica e duodenal) se destaca por sua frequéncia na populagdo
e pelos altos custos econdmicos que suscita. Suas recidivas sdo elevadas e a doenga € onerosa
tanto diretamente (limitagdes impostas ao doente, consultas médicas, hospitalizacoes,
medicagdes) quanto associada a redugdo da produtividade (absentismo nos locais de trabalho)
(ISENBERG; SOLL, 1997).

As ulceras ocorrem frequentemente no duodeno (tlcera duodenal), onde mais de
95% estdao localizadas na sua primeira porc¢ao, € 90% proximo a jun¢do do piloro com a
mucosa duodenal. No estdmago (dlcera gastrica), as tlceras se localizam mais comumente no
antro (60%) e na jun¢do do antro com o corpo, na pequena curvatura (25%). A incidéncia de
ulceras gastricas parece ser ligeiramente maior em homens em relacdo as mulheres (1,3: 1),
sendo que a faixa etdria de maior ocorréncia das ulceras duodenais é de 30-55 anos, e das
ulceras gastricas € de 50 - 70 anos (ABITBOL, 2007).

O sexo masculino € mais susceptivel ao desenvolvimento das ulceras pépticas,
sendo que a proporcao entre este sexo e o feminino para as ulceras duodenais € cerca de 3:1, e
para as ulceras gastricas € cerca de 1,5:1 a 2:1. As mulheres, por sua vez, sdo geralmente mais

afetadas durante ou apdés a menopausa (CRAWFORD, 2000).
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Houve uma diminui¢do na propor¢do entre homens e mulheres com tlcera
péptica, isto talvez ndo se deva a um declinio na incidéncia dessa afeccdo em homens. Por
causa da similaridade dos hébitos entre ambos os sexos e sua atividade social e profissional
cada vez mais parecida, pode-se pressupor que as mulheres incorram nos mesmos riscos de
desenvolver ulceras pépticas que os homens. Ha uma elevada prevaléncia de tabagismo (80%)
em pacientes portadores de dlceras pépticas, porém sua morbidade se reduz apds a suspensao
do vicio. Como o nimero de mulheres que passaram a fumar foi maior do que o dos homens
nas ultimas duas décadas, é possivel que esse fato, aliado a tensdes emocionais, contribua para
o aumento de mulheres ulcerosas. Essa mudanca de comportamento feminino ocorreu ao
mesmo tempo que aumentou seu ingresso no mercado de trabalho, submetendo-se, assim, a
dupla jornada de trabalho: profissional e doméstica (WANG et al., 1996).

A mortalidade anual por causa da doenga ulcerosa € baixa, sendo ela consequente
a complicacdes das udlceras em pacientes debilitados por outras moléstias ou do tratamento
cirtirgico. Por outro lado, a morbidade dessa afec¢do € considerdvel, com dor, sangramento,

quadros obstrutivos e peritonite quando perfura (ISENBERG et al.,1997).

1.2.1 Etiologia e fisiopatologia

A tlcera, por defini¢do, é uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os
componentes dos tecidos epitelial e conjuntivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais,
células do musculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos (MILANTI; CALABRO, 2001).

As ulceras pépticas sdo lesdes na mucosa gastrica e duodenal provocadas por um
desequilibrio entre os fatores protetores (muco, bicarbonato, fluxo sanguineo adequado, NO,
prostaglandina, dentre outros) e lesivos (pepsina, acido cloridrico, H,O,, OH’, O,", dentre
outros). Além destes fatores lesivos, as lesdes também podem ser desencadeadas e/ou
agravadas pelo estresse, consumo excessivo de dlcool, tabagismo, uso de drogas
antiinflamatérias ndo esteroidais (DAINEs) e pela presenca de Helicobacter pylori no trato
gastrointestinal (WALLACE; GRANGER, 1996; MAITY et al., 2003).

Sob condigdes de estresse, o sistema nervoso central € alterado com estimulacdo
do hipotdlamo e do centro medular causando alteracdes na motilidade gastrointestinal,
aumento da secrecdo 4cida e de pepsina, alteracdo da liberagdo de substancias enddégenas
como glicocorticéides, catecolaminas e histamina; e também alteracdes da microcirculagao
causando isquemia, que provocam diminuicdo da vitalidade das células gastricas e de

capilares, levando a necrose e ao desenvolvimento de tlceras (PACHALY et al., 1993).
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Embora os AINEs sejam uteis por sua acdo analgésica e propriedades
antiinflamatdrias, a maior limitacio de seu uso € o dano gastrintestinal. Por exemplo, o
tratamento em longo prazo com AINEs provoca inflamagdo do intestino delgado semelhante a
doenca de Crohn em 70% dos pacientes que recebem essas drogas (BJARNASON et al.,
1993; DAVIES et al., 2000; MAIDEN et al., 2005). Além disso, a administracdo de AINEs
pode causar recaida imediata de doenca inflamatéria intestinal (IBD) e outras doencas que
acompanham as lesdes da mucosa (KAUFMAN; TAUBIN, 1987; WILSON et al., 1990).
Estes dados indicam que os métodos para a redugdo das enteropatias sao necessarios e
importantes na terapia de AINEs.

Os AINES estao frequentemente associados a ulceras (em até 60% dos pacientes,
particularmente naqueles com complicacdes, como sangramento). A lesdo topica causada pela
presenca do farmaco no limen parece desempenhar um papel menos importante na patogenia
dessas tlceras. Os efeitos desses farmacos sdo, em vez disso, mediados por via sist€émica; o
elemento critico consiste na supressao da forma constitutiva da ciclooxigenase (COX-1) na
mucosa € na producdo diminuida das prostaglandinas citoprotetoras, a PGE, e a PGI,
(GANOC, 2003; HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

Prostaglandina E, (PGE;) ndo € apenas um mediador chave da inflamacdo, mas
também um regulador da homeostase da mucosa gastrointestinal através de sua influéncia em
diversas funcdes e mediadores (HARRIS er al., 2002; ROCCA; FITZGERALD, 2002;
TSUTSUMI et al., 2002). PGE, aumenta a sintese de interleucina 10 (IL-10) e modula a
resposta imune intestinal a dieta (NEWBERRY et al., 1999; MONTELEONE et al., 1999).
Indometacina € um dos antiinflamatérios nao esteroides (AINE) que reduzem a producao de
PGE através da inibicdo das ciclooxigenases (COXs), COX-1 e COX-2 (ROCCA;
FITZGERALD, 2002).

Indmeros estudos tem relatado a acdo da indometacina como um potente inibidor da
biossintese de prostaglandinas (ROBERT, 1977; SOLL et al., 1989) e existem evidéncias de que o
aumento de certas prostaglandinas enddgenas podem acentuar a resisténcia da mucosa
gastrointestinal contra agentes ulcerogénicos (WALLACE; GRANGER, 1995). Baseando-se
nisto, muitos autores tem utilizado este AINE na metodologia de seus trabalhos para ocasionar a
lesdo gastrointestinal. A seguir, apresentamos alguns exemplos de estudos que utilizaram este
AINE como causador de lesdo: andlise dos efeitos citoprotetores da desidrocrotonina, uma
lactona sesquitrerpé€nica obtida a partir das cascas de Croton cajucara Benth, em modelo de
lesdo gastrica induzida por indometacina (LIMA, 1999). Verificacio da atividade

gastroprotetora do extrato bruto hidroalcodlico da Achillea millefolium 1, envolvendo
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mecanismos de antioxiada¢do, em modelo de lesdes gdstricas por substdncias como o etanol e a
indometacina (POTRICH, 2009). Em estudo efetuado no ano de 2009, foi confirmado o efeito
farmacoldgico gastroprotetor do (-)- a-bisolol, um sesquiterpeno isolado do 6leo essencial da
camomila (Matricaria recutita), em modelos de lesdes gastricas induzidas pelo
antiinflamatdrio ndo esteroidal indometacina, e por etanol (ROCHA, 2009).

A cicatrizacdo das ulceras, apesar do uso continuo de AINES, € possivel com a
administracio de agentes supressores da secrecdo 4cida, habitualmente em doses mais
elevadas e por um periodo consideravelmente mais longo do que os esquemas padrdes (como,
por exemplo, 8 semanas ou mais). Nessa situacdo os inibidores da bomba de prétons sdo
superiores aos antagonistas dos receptores H, e aos andlogos das prostaglandinas
(misoprostol), na promog¢ao da cicatrizagdo das tlceras ativas (taxas de cicatrizacdo de 80 a
90% para os inibidores da bomba de prétons versus 60 a 75% para os antagonistas dos
receptores H;) e na prevencdo da recidiva das ulceras gastricas e duodenais em caso de
administracao continua de AINES (LANZA, 1998; HOOGERWERF; PASRICHA, 2006).

Atualmente, grande parte das pesquisas cientificas, envolvendo ulceras pépticas,
estdo direcionadas no estudo de Helicobacter pylori ou aponta esta infec¢do bacteriana e as
DAINEs como os maiores responsdveis pela incidéncia desta moléstia (WATANABE;
CHIBA, 2002). H. pylori esta presente em quase 50% da populacdo mundial e as DAINEs sao
as drogas de maior uso; porém, nem todos os individuos infectados pela bactéria ou que se
utilizam de drogas antiinflamatdrias manifestam gastrites ou desenvolvem ulceras pépticas
(GO, 1997; BAUER; MARKER-HERMANN, 2003; PEURA, 2004).

A etiologia da doenca péptica é complexa e multifatorial, ou seja, o
desencadeamento das lesOes geralmente se relaciona a uma associacdo de fatores
(hereditariedade, sexo, raca, idade, tipo de alimentacdo, tabagismo, estresse, consumo
excessivo de bebidas alcodlicas, presenca de H. pylori, uso de DAINES, etc.), e raramente a
um fator isolado (GUEDES, 2010).

Os desafios futuros para a ciéncia incluem a compreensao mais detalhada sobre a
etiologia e patogénese da doenca, e também a individualizacdo do caso clinico de cada
paciente, possibilitando assim uma interven¢do farmacoldgica mais direcionada caso a caso

(GUEDES, 2010).
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1.4 Plantas Medicinais

De acordo com a Organiza¢do Mundial de Satide (OMS), planta medicinal € toda
planta que possui em um ou em varios de seus 6rgios substancias com finalidade terapéutica
ou que estas substincias sejam ponto de partida para a sintese de produtos quimicos e
farmacéuticos. A estas substincias € dado o nome de principios ativos e sdo eles os

responsaveis pelo efeito terapéutico que a planta medicinal possui (OMANARI, 2002).

O uso de plantas medicinais € milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso
em rituais religiosos ou como medicamento (LI; OHIZUMI, 2004). O conhecimento sobre
plantas medicinais representa muitas vezes O Unico recurso terap€utico de muitas
comunidades e grupos étnicos (MACIEL et al., 2002) . O emprego de plantas, como
medicamento, ainda € de grande importancia em todo o mundo (KINGHORN, 2002).

Juntos os paises da América Latina possuem grande parte da biodiversidade do
mundo. O Brasil sozinho possui de 20 a 22% das plantas e microorganismos existentes.
Todavia € estimado que nao mais que 25000 espécies de plantas foram objetos de alguma
investigacdo cientifica (CALIXTO, 2005). Contudo, o potencial dos produtos de origem
natural, como fonte de novas drogas, continua largamente inexplorado, uma vez que somente
uma pequena fracao de plantas, animais e microorganismos tem sido investigada fitoquimica e

biologicamente (HAMBURGER; HOSTETTMANN, 1991).

No Brasil, especialmente na Regido Nordeste, o uso de plantas medicinais e
preparagdes caseiras assumem importancia fundamental no tratamento das patologias que
afetam as populacdes de baixa renda, tendo em vista a deficiéncia de assisténcia médica, a
influéncia da transmissdo oral dos hdbitos culturais e a disponibilidade da flora (MATOS,

1989).

As novas tendéncias globais de preocupaciao com a biodiversidade e as idéias de
desenvolvimento sustentdvel trouxeram novos olhares sobre o estudo das plantas medicinais
brasileiras. Novas linhas de pesquisa foram estabelecidas em universidades brasileiras,
algumas delas buscando bases mais sélidas para a validacdo cientifica do uso de plantas

medicinais (LORENZI; MATOS, 2002).

Em termos histéricos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso apds o
isolamento da morfina no século XIX (BALUNAS; KINGHORN, 2005). As plantas e seus

derivados sdo as maiores fontes de farmacos, movimentando cerca de 30% do mercado
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farmacéutico (KIRKPATRICK, 2002). De acordo com Newman ef al. (2003), entre os anos
de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, cerca de 49% eram
substancias isoladas de produtos naturais, semissintéticos, derivados de produtos naturais ou

entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem natural.

A possibilidade de se encontrar novas moléculas a partir de produtos naturais é
imensurdvel (GURBUZ et al., 2002). O estudo de plantas medicinais nio se restringe apenas a
procura de novas moléculas, j4 que as mesmas podem ser empregadas em diferentes
formulacdes, como infusdes, tinturas, extratos, fracdes ou no desenvolvimento de fitoterapicos

(RATES, 2001).

Levantamentos etnofarmacolégicos realizados nas matas brasileiras sdo
instrumentos promissores na descoberta de novas drogas, uma vez que o Brasil possui altos
indices de biodiversidade e endemismo associados a um processo de miscigenacao intenso
que resultou em riqueza considerdvel de conhecimentos sobre sua flora (RODRIGUES;
CARLINI, 2003). Essa riqueza de saberes serve de alicerce ndo somente para a descoberta de
novas espécies vegetais a serem exploradas com fins teraputicos ou para a pesquisa
fitoquimica de espécies particulares, mas também como base para o entendimento da prépria

humanidade (OLIVEIRA, 2010).

Com o objetivo de assegurar o acesso, o uso correto de plantas medicinais e
fitoterdpicos, bem como a utilizacdo sustentdvel da biodiversidade brasileira e o
desenvolvimento da inddstria nacional, foi aprovado no dia 22 de junho, a Politica Nacional
de Plantas Medicinais e Fitoterapicos pelo governo federal (BRASIL, 2006). Essa politica
vem sedimentar o uso destas substincias ou plantas nas prescricoes médicas, em conjunto a

Relacao Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS (RENISUS).

2

E sabido que a natureza oferece uma fonte inesgotdvel de estruturas quimicas a
serem descobertas e, como consequéncia deste fato, ha uma grande possibilidade de
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas que ainda ndo
apresentam cura ou um tratamento efetivamente adequado, justificando o grande interesse
farmacolégico nas pesquisas que envolvem plantas medicinais. De fato, as plantas e seus
derivados sdo as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30% do mercado
farmacéutico (KIRKPATRIC, 2002). De acordo com Newman e colaboradores (2003), entre
os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em torno de 49%

eram substincias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, ou entdo moléculas
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sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem natural. Além disso, de acordo com
Calixto (2003), as pesquisas envolvendo produtos naturais auxiliaram na compreensdo de
muitos fendmenos complexos envolvendo estruturas bioldgicas como enzimas, receptores e

canais i0nicos.

Um ponto importante a ser considerado na realizacdo da pesquisa com plantas
medicinais relaciona-se ao critério de selecdo das espécies vegetais para se obter sucesso na
investigacdo farmacoldgica. Sendo o Brasil um pais com rica biodiversidade e conhecimentos
tradicionais abundantes, a escolha da espécie vegetal com base no conhecimento popular ou
etnofarmacoldgico aumenta a possibilidade de se encontrar novos compostos (HOLETZ et al.,
2002). Por outro lado, a selecdo com base nos constituintes quimicos (potencialmente ativos)
encontrados em um dado género ou familia aumenta ainda mais a possibilidade de se

encontrar grandes quantidades de compostos ativos de interesse.

Nos ultimos anos, foram realizadas pesquisas no Laboratorio de Produtos Naturais
da UFC, nas quais foram evidenciados diversos principios ativos isolados de plantas
medicinais com agdo protetora sobre o TGI, sdo exemplos: o efeito gastroprotetor do guarana
(Paullinia cupana Mart.) (CAMPOS et al,. 2003), do 1,8 cineol (SANTOS et al., 2001), da
resina bruta e da mistura contendo o e [-amirina isolada de Protium hepthaphyllum
(OLIVEIRA et al., 2004a, OLIVEIRA ef al., 2004"), do lupeol um triterpeno pentaciclico
isolado da casca do caule de Cenostigma macrophyllum (LIRA, 2009), acdo protetora do dleo

de copaiba de Copaifera langsdorff no modelo de colite (PAIVA et al., 2004) dentre outros.

O Laboratério de Produtos Naturais (LPN) contribui para a validacdo pré-clinica
do uso de plantas medicinais por meio da pesquisa cientifica com metodologias
internacionalmente padronizadas. Desta forma, os estudos realizados neste laboratério visam
demonstrar a eficicia, a seguranca e o mecanismo de acdo de plantas medicinais com
atividades sobre o trato gastrointestinal (TGI). Sendo assim, considerando informagdes
etnofarmacoélogicas, foram iniciados os estudos para investigacdo das atividades da espécie
vegetal denominada Egletes viscosa Less., concentrando as pesquisas na avaliagdo dos efeitos
desta planta sobre o trato gastrointestinal e os possiveis mecanismos de acdo envolvidos nesse

efeito.

1.6 A Egletes viscosa Less
A Egletes viscosa Less, denominada popularmente macela da terra, para

diferencid-la da macela verdadeira (Achyrocline satureoide), também é chamada losna-do-
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mato (Minas Gerais), macela do campo (Paraiba) ou botancela (Peru). E uma planta de ampla
distribuicdo nacional, tendo como destaque a regido Nordeste, sendo distribuida em
praticamente todo estado do Ceara. E a tdnica erva silvestre que estd presente as margens das
lagoas, acudes e cursos d’agua (SOUZA, 1998).

A Egletes viscosa Less pertence a familia Asteraceae, sendo que esta familia
representa 10% da flora mundial, apresentando cerca de 1535 géneros e 23000 espécies
(BREMER, 1994).

A parte utilizada da planta s@o os capitulos florais (conjunto de flores), conhecidos
como cabecinhas, estas sdo comumente encontradas nos mercados (MATOS, 1990). Em
nossa capital, os capitulos florais sdo muito encontrados no antigo Mercado Central, na Praca
da Sé, em escala menor nos diversos ervandarios populares e raizeiros distribuidos por todas as
feiras-livres das grandes e pequenas cidades do Ceara.

Para cultivé-las, as sementes devem ser deixadas, inicialmente, por um periodo de
quatro a seis semanas, imersas em 4gua, para quebra da dorméncia, e entdo semeadas. Os
capitulos ou cabecinhas, facilmente encontrados no mercado de ervas, podem ser usados na

forma de cha ou tintura. (MATOS, 2000).
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Figura 3- Egletes viscosa Less.

Fonte: Acervo do Prof. Edilberto Rocha Silveira na UFC - Campus do PICI

Os capitulos florais foram obtidos a partir de métodos extrativistas e
comercializados para o uso no tratamento caseiro de problemas digestivos e intestinais,
cOlicas, gases, azia, ma digestdo, enxaqueca e diarréia, bem como nos casos de irregularidades

menstruais (LORENZI & MATOS, 2002).



31

1.6.1 Principais componentes quimicos

Os estudos iniciais com macela comercial, principalmente no fim da década de 80,
permitiram a obten¢do de um Odleo essencial caracterizado principalmente pela presenca
majoritdria do acetato de frams-pinocarveila. Como principais constituintes ndo volateis,
foram isolados dois diterpenos furanicos: o majoritdrio, de cadeia linear, o dcido centipédico,
e o outro bibiclico, de esqueleto ent-clerodano, a lactona do dcido hawtriwaico. Além destes,
um flavondide, a 5,4’-dihidroxi-3,7,8,3’- tetrametoxiflavona comumente designada ternatina

(SILVEIRA; PESSOA, 2005).

1.6.2 Usos medicinais

Os capitulos florais sdo obtidos de forma extrativista e comercializados para uso no
tratamento caseiro de problemas digestivos e intestinais, cOlicas, gases, azia, ma digestao,
diarréia e enxaqueca, bem como nos casos de irregularidades menstruais (LORENZI; MATOS,

2002).

1.6.3 Estudos farmacoldgicos

Virios estudos farmacoldgicos vem sendo desenvolvidos com os componentes
ativos principais da macela. Uma variedade de atividades bioldgicas ja foi identificada para a
lactona do 4cido hawtriwaico, para o dcido centipédico, para ternatina e para o 6leo essencial
de Egletes viscosa Less (GUEDES, 2002).

Investigacdes farmacoldgicas identificaram uma atividade antianafilatica,
antiinflamatoria, gastroprotetora, antidiarreica, hepatoprotetora da ternatina (SOUZA, 1992;
RAO, 1997; RAO, 1994; SOUZA, 1999), uma atividade gastroprotetora e antinociceptiva do
acido centipédico e da lactona do 4cido hawtriwaico (GUEDES, 2002). Estudos com o 6leo
essencial, que possui como constituinte majoritario o acetato de trans-pinocarveila, mostraram
possuir atividade antinociceptiva, anticonvulsivante e bactericida (SOUZA, 1998). Atividade
sobre a inibi¢do da migracdo neutrofilica e modulag¢ao da a¢do dos macréfagos (RAO, 2003).
Além de acdo antitrombdtica (SOUZA, 1994) e agindo ainda na uroprote¢ao, inibindo a cistite
hemorragica induzida por ciclofosfamida (VIEIRA, 2004).

O 4cido centipédico e a lactona do 4cido hawtriwaico possuem acgdo

gastroprotetora em modelos de tlcera induzidas por etanol e indometacina. Estes diterpenos
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tem ainda atividade antinociceptiva (GUEDES, 2002), assim como atividade relaxante em
jejuno isolado de rato nas contragdes induzidas por acetilcolina e serotonina (SIMOES, 1989).
Melo (2006) verificou ainda que a lactona € capaz de inibir inflama¢@o neurogénica Outros
estudos demonstraram a atividade antiinflamatéria dos diterpenos em dermatite (CALOU,
2008) e acdo antiproliferativa de linhagens de células cancerosas humanas, in vitro, com

inibicao da sintese de DNA (PESSOA, 2000).

1.5 Diterpenos

Os diterpenos (Cyp) compreendem um grande grupo de compostos ndo volateis,
possuindo uma vasta gama de atividades diferentes que incluem os hormonios, dcidos
resinicos e agentes anticancerigenos (ROBBERS et al., 1997; CROTEAU et al., 2000;
OLIVEIRA et al., 2003). Peres (2004) descreve que talvez o principal papel desempenhado
por um diterpeno seja o das giberelinas, as quais s@o importantes hormonios vegetais
responsaveis pela germinacdo de sementes, alongamento caulinar e expansdo dos frutos de
muitas espécies vegetais.

Possuem esqueleto basico com 20 dtomos de carbono e derivam biogeneticamente
do pirofosfato de geranil geranila, que resulta do encadeamento cabeca-cauda de quatro
unidades de isopreno (TORSSELL, 1983) (FIGURA 3).

Ha vérias décadas, as propriedades farmacoldgicas dos diterpenos vem sendo
determinadas, entre elas: antibidtica (NAKANISHI, 1974), antitumoral (SENILH et al.,1998;
ADOLF et al., 1985), antiinflamatéria (BRAQUET, 1988), antireumatica (GU et al., 1995) e
antiulcerogénica (SHIRAKABE er al., 1995). Foram descritas também atividades
vasodilatadoras (DUARTE et al., 1992; LAMBERTE et al., 1994) e vasoconstritoras
(BAZAN et al., 1993; MIRANDA et al., 1998).

Dentre os diterpenos biologicamente ativos estudados, incluem-se: forskolin, com
atividade hipotensora e um ativador especifico e reversivel das isoformas particulada e
soldvel da adenililciclase (SEAMON et al., 1981; DALY, 1981); ésteres de forbol, isolados
inicialmente de plantas do género Croton que sdo ativadores de proteina quinase C e tem sido
largamente utilizados para o estudo das fungdes bioldgicas, propriedades e distribui¢do desta
enzima e na investigacao da carcinogénese quimica (NISHIZUKA, 1986; CHUANG, 1989) e
cleonol com atividades hipotensora, espasmolitica inespecifica, cronotrdpica positiva e
vasodilatadora (DUBEY et al., 1974). Eles apresentam importancia quimica e comercial,

porque o seu uso leva a pesquisa de novos produtos farmacéuticos (DZEROSKI et al., 1998).



Figura 4- Estrutura quimica do dcido centipédico
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2 OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Investigar a acdo enteroprotetora do dcido centipédico em modelo de lesdo

intestinal in vivo e sua agdo sobre células IEC-6 in vitro.

2.2 Objetivos especificos

» Avaliar o efeito do 4cido centipédico contra lesdes intestinais induzidas
por indometacina em ratos, analisando parametros de estresse oxidativo
(MDA, NP-SH, mieloperoxidase, catalase) e alteracdes histoldgicas.

» Avaliar sua segurancga, analisando a toxicidade, a partir de sua agcdo sobre a
funcdo renal (dosagem de uréia e creatinina) e hepética (dosagem de AST
e ALT).

» Estudar a acdo do acido centipédico associado a indometacina sobre a

proliferagdo e migracdo de células intestinais (IEC-6) in vitro.
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3.MATERIAIS
3.1 Material botanico

Acido centipédico, a partir dos capitulos florais da Egletes viscosa, foi realizada
no Departamento de Quimica Orgénica e Inorganica da UFC, pelo Prof. Dr. Edilberto Rocha

Silveira.

3.2. Animais experimentais

Foram utilizados ratos albinos (Rattus norvegicus), variedade Wistar, adultos,
machos, pesando entre 180-200 g, provenientes do Biotério Central da UFC. Os animais
foram acondicionados em caixas de polipropileno, a temperatura ambiente de 22-24 °C, com

ciclos de claro/escuro de 12 em 12 h, recebendo racao padrao e agua “ad libitum”.
3.2.1 Aspectos éticos
Os protocolos utilizados neste trabalho possuem aprovacdo pela Comissdo de

Etica em Pesquisa Animal (CEPA), do Departamento de Fisiologia e Farmacologia, da UFC
(Protocolo n°40/07).



3.3 Drogas e reagentes utilizados

PRODUTOS

Acido cloridrico P.A.

Alcool etilico absoluto P.A.

Acido tricloroacético P.A.

Cloreto de sédio

Dexametasona

Indometacina (Indocid®)

N-Acetilcisteina

Tween 80
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ORIGEM

Merck, Brasil

Synth, Brasil

Sigma, USA

Vetec, Brasil

Schering-Plough

Merck, Brasil

Sigma, USA

Sigma, USA



3.4 Equipamentos

EQUIPAMENTO

Balanga analitica (mod. AX-200)

Balanga para animais (mod. MF-6)

Centrifuga refrigerada, modelo CT 5500 DR

Flow Cytometer

Freezer —75°C

Lavadora ultrassonica, modelo USC 700

Material cirurgico

Pipetas automaticas

Seringas plésticas

Vidrarias

Microscépio invertido
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ORIGEM

Shimadzu, Japao

Filizola, Brasil

CIENTEC®, Brasil

COULTER® EPICS® XL-MCL™

Legaci System®

UNIQUE®

Gilson®

B-D-Plastipak

Pirex, USA

Nikon E400, Japao
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4 METODOS

4.1 Obtencao do acido centipédico

O isolamento e a caracterizacdo do acido centipédico foram feitas pelo Prof. Dr.
Edilberto Rocha Silveira, do Departamento de Quimica Organica e Inorginica da
Universidade Federal do Ceard, seguindo a metodologia descrita por Lima et al. (1996).

Os capitulos florais (2,58kg) de Egletes viscosa Less, previamente secos e
moidos, foram submetidos a extracdo com cloroférmio. Apds efetuagdo dos processos de
filtracdo e destilacdo sob pressdo reduzida, foi obtido 200,86g (7,79%) de extrato. Este
extrato, foi fracionado em coluna cromatogréfica e eluido com hexano, obtendo-se a fracdao
hexanica.

Cerca de 56,87 g da fracdo hexanica foram dissolvidos em 100 mL de etanol e ao
mesmo adicionou-se 300 mL de NH4OH sob agitacdo. Apds 24 h, 700 mL de dgua destilada
foi adicionada a mistura. Para extrair a gordura do extrato, foi utilizado o éter de petréleo.
Enquanto que para a acidificacdo até pH 2 da solu¢do aquosa, utilizou-se diclorometano. Por
fim, a fase orgéanica foi seca com sulfato de sédio anidro, e o solvente destilado sob pressao
reduzida, obtendo-se 30,75 g de um o6leo amarelo claro, que foi identificado como acido

centipédico. Com rendimento de 1,19%.



Figura 5 - Esquema do método de extracdo do 4cido centipédico

Isolamento do Acido Centipédico
Capitulos Florais

1. Moagem
2. Extragdo com CHCls

Extrato Cloroférmico

Cromatografia filtrante em silica

Fracao
Hexanica

Extracao com
NH;OH

Fase Fase
Aquosa Organica

1. Acidificagao
com HCI
(pH 2)

2. Extragao
com CH.Cl,

Fase Fase
Aquosa Organica

1. Na;SO4 (anidro)
2. Destilagao

Acido Centipédico

39



40

4.2 Lesao intestinal induzida por indometacina em ratos

Ratos machos (n=7/grupo), em jejum de sélidos por 18h, foram tratados com
veiculo (2% Tween 80 em 4gua destilada, 10kg/kg) ou 4cido centipédico (50 mg/kg, v.0.) ou
dexametasona (3 mg/kg, v.0.) duas horas antes da administracdo de indometacina (10 mg/kg,
v.0.), durante trés dias consecutivos. Um grupo tratado apenas com salina, por trés dias, foi
adicionado ao estudo.

No quarto dia, foram retiradas amostras de sangue para a dosagem de uréia e
creatinina, para analisar possivel toxicidade renal, e, dosagem de AST e ALT, para analisar
possiveis danos hepdticos. As dosagens foram realizadas segundo as instrucdes dos kits da
Labtest®.

Os animais foram entdo sacrificados. O abddmen foi aberto e o intestino delgado
foi retirado e lavado com salina para a retirada de algum residuo alimentar. O intestino foi
aberto e as ulceras formadas contadas em todos os grupos tratados. Foi contado o nimero de
ulceras menores que 5 mm de comprimento € o nimero de ulceras maiores que 5 mm
(SOMASUNDARAM et al., 2002).

Amostras do intestino foram retiradas e homogeneizadas para andlise de
parametros de estresse oxidativo (MDA, MPO, NP-SH e catalase) e para avaliacdo

histolégica.

4.2.1 Dosagem de catalase

A atividade da catalase foi medida de acordo com o método descrito por Aebi,
1974. Ao homogenato intestinal a 5% em tampao fosfato (20uL), foram adicionados 2 mL de
tampao fosfato de potassio (50 mM, pH 7) contendo H,O, 10 mM. A atividade da catalase foi
definida como a quantidade da enzima requerida para decompor 1 nmol de H,O, por min, a
25 °C e pH 7. A absorbancia foi lida em espectrofotometro a 230 nm. Os resultados foram

expressos como milimols por minuto por grama de tecido (mmol/min/g tecido).

4.2.2 Dosagem de mieloperoxidase (MPO)

Amostras de intestino foram imediatamente congeladas em nitrogénio liquido.

Apdés o congelamento foram homogeneizadas em solucio de brometo de

hexadeciltrimetilamonio 0,5% (HTAB) em tampao fosfato 50 mM pH 6,0 (10 ml por 50 g do
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tecido). O homogenato foi submetido a trés ciclos (Smin) de congelamento (- 70° C) e
descongelamento (15 s no sonicador). As amostras foram entdo centrifugadas a 4000 rpm,
4°C, por 15 min, para remover o material insolivel. Ao sobrenadante (0,1ml), foi adicionado
2,9 ml de tampao fosfato (50 mM, pH 6) contendo 0,167mg/ml de hidrocloreto de 6 —
dianisidine e 0,0005% de perdxido de hidrogénio. As cinéticas de mudanga na absorbancia a
470 nm foram medidas no tempo 0 € 5 min (BRADLEY et al.,1982). Os niveis de MPO estao

expressos em densidade dptica.

4.3 Cultura de células epiteliais intestinais IEC-6

A linhagem celular IEC-6 (célula epitelial intestinal de ratos) foi desenvolvida por
Quaroni et al. (1979). As células utilizadas nesse trabalho foram obtidas da American Type
Culture Collection (ATCC, Rockville, MD). A IEC-6 foi cultivada em meio DMEM
(Dulbecco’s Modified Eagle Medium) suplementado com soro fetal bovino inativado 5%,
insulina 95% (10 pg/ml), penicilina 100 U/ml, estreptomicina (100 pg/ml) e piruvato de sédio
ImM. As células foram mantidas a 37° C em 5% de CO,. As células foram semeadas a uma
densidade de aproximadamente 6,25)(104 células/cm’ e foram cultivadas em monocamada

confluente, antes da introducio de meios contendo tratamentos experimentais.

4.3.1 Migracao celular em cultura de células epiteliais intestinais (IEC-6)

O ensaio da migragdo celular seguiu o modelo descrito por Mccormack et al.
(1992). As células IEC-6 foram semeadas em placa de cultura (6 pogos), em uma
concentragdo de 10° células/mL em meio de cultura padrio (com glutamina). Ao atingirem a
confluéncia (depois de 24 h), ap6s retirar 50% do meio de cultura de cada pogo, foi feito um
risco no centro do pogo ao longo de uma distancia de 30 mm na monocamada de células com
uma lamina estéril, arrastando-se as células para a borda do pog¢o (no sentido da esquerda para
direita). Apds a ranhura, lavou-se duas vezes as células com tampao PBS (1 mL/pogo) e
incubadas com meio sem glutamina suplementado ou nao com concentragdes crescentes de
dcido centipédico (AC) de 12,5-100 pM ou indometacina (250-1000 uM), ou, associando-se
as concentragdes de AC (12.5-100 pM) a duas concentracdes de indometacina (250 e 1000
pM) para verificar o comportamento do diterpeno frente a esse agente. As placas foram

incubadas a 37°C em 5% de CO,. Depois de 24 h, a coluna com maior taxa de migracao foi
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selecionada e as células foram observadas em microscopio invertido (Nikon E400, Japan) em
um aumento de 100x, fotografadas e contadas seguindo o modelo descrito por Brito et al.

(2005).

4.3.2 Proliferacao celular em cultura de células epiteliais intestinais (IEC-6).

A proliferacdo celular foi medida indiretamente usando o Kit de proliferacao
celular, sal tetrazolio WST-1 adquirido da ROCHE® (Mannheim, Germany) de acordo com as
instrucdes do fabricante. As células IEC-6 foram cultivadas em placa contendo 96 pocos em
uma concentragdo de 4 x 10* células/mL em 100 mL de meio padrdo (meio com glutamina)
na incubadora a 37° C em 5% de CO,. Ap0s atingirem confluéncia de 20 a 30%, em torno de
48h, as células foram lavadas duas vezes com solucdo tampdao PBS estéril para remog¢ao de
todo o meio de cultura e incubadas com meio (sem glutamina) suplementado ou ndo com AC
(6.25 — 200 pM), indometacina (250-1000uM) ou a associacdo do AC (12.5-100puM) com a
indometacina (250 e 1000 uM). Apds 24 horas (37°C em 5% de CO,), as células foram
incubadas por 2 horas com 10uL do sal tetrazélio WST-1. A absorbancia foi medida a 450
nm. Esse composto tetrazélio modificado é reduzido a formazan (marcador soldvel em dgua)
por células metabolicamente ativas, sob acdo de uma desidrogenase. A producdo de formazan
€ proporcional ao nimero de células vidveis na cultura e foi observada duas horas apds a
adicao dos reagentes. Essa andlise € uma medida indireta da proliferacdo celular em funcdo do

tempo.
4.4 Analise estatistica

A andlise estatistica foi realizada com auxilio do programa Graph Pad Prism 4.0
(USA). Os resultados foram expressos como a média + erro padrdo da média (E.P.M.) ou
mediana (maximo e minimo). Foi realizada andlise de variancia (ANOV A), seguida pelo teste
de Student Newman Keul, para dados paramétricos, e teste de Kruskall-Wallis seguido do
teste de Dunns, para dados ndo paramétricos. As diferencas foram consideradas

estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1 Obtencao do acido centipédico

A obtencdo do écido centipédico, a partir dos capitulos florais de Egletes viscosa
Less, teve um rendimento de aproximadamente 1,19%.

5.2 Efeito do acido centipédico sobre tlceras intestinais induzidas por indometacina em
ratos

5.2.1 Analise de parametros bioquimicos

5.2.1.1 Funcao renal (dosagem de uréia e creatinina)

Os efeitos do AC e da dexametasona sobre os niveis séricos de uréia e creatinina

estdo demonstrados na Tabela 1.

A indometacina ndo alterou os niveis séricos de uréia no grupo de animais que
recebeu apenas o veiculo (92.87+8.47 mg/dL) quando comparado ao grupo normal que

recebeu apenas solucdo salina (90.84+2.11 mg/dL).

AC (50 mg/kg) diminuiu discretamente, porém ndo significativamente, os niveis
séricos de uréia (83.58+8.56 mg/dL) quando comparado ao grupo veiculo (92.87+8.47
mg/dL).

Dexametasona (3 mg/kg), usado como controle positivo, também diminuiu,
porém nao significativamente, os niveis séricos de uréia (80.36+£15.07 mg/dL) quando

comparado ao grupo veiculo (92.87+8.47 mg/dL).

A indometacina promoveu aumento significativo (p<0,05) dos niveis séricos de
creatinina no grupo de animais que recebeu apenas o veiculo (0.87+£0.10 mg/dL) quando

comparado ao grupo normal que recebeu apenas solucdo salina (0.59+0.02 mg/dL).

A administragdo de AC (50 mg/kg) ou dexametasona (3 mg/kg) ndo conseguiu
reverter o aumento dos niveis séricos de creatinina induzidos pela indometacina (0.85+0.01
e 0.86+0.06 mg/dL, respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo (0.87+0.10
mg/dL).
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Tabela 1 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona no modelo de tlcera intestinal induzida por

indometacina em ratos: fun¢do renal.

DOSE UREIA CREATININA
GRUPOS (mg/kg) (mg/dL) (mg/dL)
Salina - 90.84+2.11 0.59+0.02
Veiculo 10 92.87+8.47 0.87+0.10°
AC 50 83.58+8.56 0.85+0.01"
Dexametasona 3 80.36+15.07 0.86+0.06"

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante tr€s dias consecutivos. O sangue dos animais foi coletado no 4° dia apds o inicio dos
tratamentos. “p<0,05 vs grupo salina (ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

5.2.1.2 Funcao hepatica (dosagem de AST e ALT)

Os efeitos do AC e da dexametasona sobre os niveis séricos de AST e ALT

estdo demonstrados na Tabela 2.

A indometacina nao alterou os niveis séricos de AST (61.07 £ 3.97U.L/L)
quando comparado ao grupo normal que recebeu apenas solucdo salina (61.47 = 4.57

U.L/L).

De maneira similar os grupos AC (50 mg/kg) e dexametasona (3 mg/kg) nao
tiveram alteracdes significativas nos niveis séricos de AST (63.99 + 9.21 e 63.16 + 3.00

U.L/L, respectivamente) quando comparado ao grupo veiculo.

Da mesma forma indometacina nao alterou os niveis séricos de ALT (29.64 +
7.07 U.J/L) quando comparado ao grupo normal que recebeu apenas solugdo salina (24.85 +
4.99 U.I/dL). De maneira similar, os grupos AC (50 mg/kg) e dexametasona (3 mg/kg) nao
alteraram os niveis séricos de ALT (24.09+£2.09 e 27.30 £ 3.26 U.I/L, respectivamente),

quando comparado ao grupo veiculo.
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Tabela 2 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona no modelo de tlcera intestinal induzida por

indometacina em ratos: fun¢@o hepdtica.

GRUPOS
Salina - 61.47 +4.57 24.85 +4.99
Veiculo 10 61.07 +£3.97 29.64 +7.07
AC 50 63.99 £9.21 24.09 £2.09
Dexametasona 3 63.16 +3.00 27.30 £3.26

Os valores representam a média + erro padrio da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. O sangue dos animais foi coletado no 4° dia apds o inicio dos
tratamentos.

5.2.2 Quantificacdo das dlceras — analise macroscopica

Os efeitos do AC e da dexametasona sobre o numero de lesdes intestinais

induzidas por indometacina estdo demonstrados na Tabela 3 e Grafico 1.

A indometacina promoveu intensos danos a mucosa intestinal sob a forma de
erosdes no grupo de animais que recebeu apenas o veiculo. O nimero de udlceras pontuais
(<5mm) foi de 15,33+3,93, significativamente (p<0,001) maior que o grupo controle salina.
AC (50 mg/kg) mostrou média de 15,67+0.88 ulceras pontuais. Dexametasona (3 mg/kg)
diminuiu de forma significativa (p<0,001) o nimero de tlceras <5Smm (1,66+1,30) quando

comparado ao grupo veiculo.

Quanto ao numero de tlceras longitudinais (>5mm), observou-se grande
quantidade destas no grupo veiculo (42,33+7,21). AC diminuiu de forma significativa
(p<0,001) o numero de ulceras longitudinais (12,25+3,96) quando comparado ao veiculo
(42,3347,21). De maneira semelhante, dexametasona também inibiu a formacao de tlceras
longitudinais de forma significativa (p<0,001) (7,33+4,66), quando comparada ao grupo

veiculo.



Numero de tlceras (<5mm)

)
¥ g

X}
<

-
wn
1

-
(=
1

(51
1

46

Tabela 3 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre o nimero de tlceras intestinais pontuais e

longitudinais induzidas por indometacina em ratos.

N° ULCERAS N° ULCERAS
PONTUAIS LONGITUDINAIS
GRUPOS (> 5mm)
Salina - 0 0
Veiculo 10 15.33+3.93% 42.33+7.21%
AC 50 15.67+0.88? 12.2543.96"
Dexametasona 3 1.66+1.30" 7.33+4.66"

Os valores representam a média + erro padrio da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
prétratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. O sangue dos animais foi coletado no 4° dia apds o inicio dos
tratamentos. *p<0,001 vs salina; l’p<0,001 vs veiculo (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunns).

Griéfico 1- Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre o nimero de tlceras intestinais induzidas por
indometacina em ratos.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.o.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.o.), 2h antes da administragdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. O sangue dos animais foi coletado no 4° dia apds o inicio dos
tratamentos. *p<0,001 vs salina; bp<0,001 vs veiculo (Teste de Kruskal-Wallis e Teste de Dunns).
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5.2.3 Acio sobre o estresse oxidativo
5.2.3.1 Dosagem de malonildialdeido

Os animais que receberam indometacina mostraram aumento nos niveis de
malonildialdeido (17.06£1.83 nmol/g de tecido), quando comparados aos animais do grupo
salina (13.73+£0.49 nmol/g de tecido). AC (50 mg/kg) foi capaz de atenuar a producdo de
malonildealdeido produzida pela indometacina (12.60+0.13 nmol/g de tecido) de forma
significativa (p<0,05). A dexametasona (3mg/kg) também inibiu o aumento nos niveis de
malonildialdeido (13.75+0.24 nmol/g de tecido) produzida pela indometacina (TABELA 4 e
GRAFICO 2).

Tabela 4 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de malonildealdeido no modelo de
dlcera intestinal induzida por indometacina em ratos.

MALONILDIALDEIDO
GRUPOS (nmol/g tecido)
Salina - 13.73+0.49
Veiculo 10 17.99+1.15*
AC 50 12.60+0.13"
Dexametasona 3 13.75+0.24"

Os valores representam a média + erro padrio da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administragdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia ap0s o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem do MDA. ®p<0,001 vs salina, "p<0,01 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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Griéfico 2 - Efeito do 4dcido centipédico e dexametasona sobre os niveis de malonildialdeido no modelo de

dlcera intestinal induzida por indometacina em ratos.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia apds o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem do MDA. *p<0,001 vs salina, bp<0,01 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).

5.2.3.2 Dosagem de catalase

Os animais que receberam o veiculo mostraram significativa redugdo (p<0,01)
nos niveis de catalase (5,71 + 2,15 mmol/min/g tecido) quando comparado ao controle salina
(39,8143,83 mmol/min/g tecido). AC (50 mg/kg) foi capaz de atenuar a diminui¢do dos
niveis de catalase pela indometacina (25,55 + 1,42 mmol/min/g tecido) de forma
significativa (p<0,05). Dexametasona (3 mg/kg) também reverteu os niveis de catalase
significativamente  (p<0,05) (29,48 + 7,85 mmol/min/g tecido) diminuidos pela
indometacina (TABELA 5 e GRAFICO 3).
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Tabela 5 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de catalase nas lesdes intestinais
induzidas por indometacina em ratos.

CATALASE

GRUPOS (mmol/min/g tecido)
Salina - 39,81 + 3,83
Veiculo 10 5,71 +2,15%
AC 50 25,55 +1,42"
Dexametasona 3 29,48 + 7,85b

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.o0.), 2h antes da administragdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia apds o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de catalase. *p<0,01 vs salina; "p<0,05 vs veiculo (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).

Grifico 3 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de catalase nas lesdes intestinais

induzidas por indometacina em ratos.
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Os valores representam a média + erro padrio da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia apds o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de catalase. “p<0,01 vs salina; Pp<0,05 vs veiculo (ANOVA e

Teste de Student Newman Keul).
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5.2.3.3 Dosagem de mieloperoxidase

Os animais que receberam o veiculo e depois a indometacina mostraram
aumento significativo (p<0,001) nos niveis de mieloperoxidase (0,607+0,02), quando

comparados ao grupo controle salina (0,053 + 0,039).

AC (50 mg/kg) e dexametasona (3 mg/kg) reduziram de maneira significativa
(p<0,001) os niveis de mieloperoxidase (0,243 + 0,05 e 0,147 £ 0,10, respectivamente) que
foram aumentados pela indomeacina. Os niveis de mieloperoxidases estdo expressos em
densidade Gptica (TABELA 6 E GRAFICO 4).

Tabela 6 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de mieloperoxidase nas lesdes
intestinais induzidas por indometacina em ratos.

MIELOPEROXIDASE
GRUPOS (Densidade optica)
Salina : - 0.053 +0.039
Veiculo | 10 0.607+ 0.02*
AC ! 50 0.243 +0.05"
Dexametasona ! 3 0.147 +0.10

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
prétratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia ap6s o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de mieloperoxidase. p<0,001 vs salina; "p<0,001 vs veiculo
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).

Grifico 4 - Efeito do acido centipédico e dexametasona sobre os niveis de mieloperoxidase nas lesdes
intestinais induzidas por indometacina em ratos.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
prétratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administragdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia ap0s o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de mieloperoxidase. *p<0,001 vs salina; "p<0,001 vs veiculo
(ANOVA e Teste de Student Newman Keul).
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5.2.3.4 Determinacao de grupos sulfidrila nao-protéicos (NP-SH)

Os animais que receberam indometacina mostraram significativa reducdo
(p<0,01) nos niveis de NP-SH (22,57+1,28 pg/g de tecido) quando comparados ao grupo
salina (42,11£1,92 pg/g de tecido). AC (50 mg/kg) foi capaz de atenuar a deplecdo de
grupos sulfidrilas produzida pela indometacina (33,59+3.76 ng/g de tecido) de forma
significativa (p<0,05). Dexametasona (3 mg/kg) inibiu significativamente (p<0,05) a
deplecdo de grupos sulfidrila (36,19+3,78ug/g de tecido) produzida pela indometacina
(TABELA 7 e GRAFICO 5).

Tabela 7 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de grupos sulfidrila ndo protéicos nas
lesdes intestinais induzidas por indometacina em ratos.

GRUPOS
Salina - 42.11£1.92
Veiculo 10 22.57+1.28*
AC 50 33.59+3.76"
Dexametasona 3 36.19+3.78"

Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia ap0s o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de NP-SH. *p<0,01 vs salina; "p<0,05 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).
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Gréfico 5 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre os niveis de grupos sulfidrilas ndo protéicos nas

lesdes intestinais induzidas por indometacina em ratos.
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Os valores representam a média + erro padrdo da média (E.P.M.) para 7 animais/grupo Os animais foram
tratados com veiculo, AC (50 mg/kg, v.0.) ou dexametasona (3 mg/kg, v.0.), 2h antes da administracdo da
indometacina, durante trés dias consecutivos. No 4° dia apds o inicio dos tratamentos, as amostras do intestino
foram retiradas e homegeneizadas para dosagem de NP-SH. *p<0,01 vs salina; "p<0,05 vs veiculo (ANOVA e
Teste de Student Newman Keul).

5.2.4 Efeito do acido centipédico na lesdo intestinal induzida por indometacina em

ratos: achados histolégicos

Os animais que receberam apenas solucdo salina apresentam as camadas
mucosa, submucosa e serosa bem preservadas e presenca de muco no epitélio (caracteristica

normal nessa porcao intestinal) (FIGURA 6-A).

No grupo que recebeu apenas indometacina (FIGURA 6-B), observou-se foco
inflamatério com predominio de linfécitos e drea de necrose das camadas mucosa e
submucosa (evidente formacdo de tulcera). Foram vistas dreas de hemociderose e discreto

edema.

Os animais que foram tratados com AC (FIGURA 6-D) apresentaram discreto
principio de necrose. As camadas mucosa e submucosa foram preservadas, verificando-se
ainda a presenca de muco. Embora a tlcera ndo tenha caracteristica histopatoldgica classica
(necrose e exsudacgdo), a presenga de debris celulares demonstra o principio da formagdo da

mesma.
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Nos animais tratados com dexametasona (FIGURA 6-C), houve integridade da

camada submucosa com discreta presen¢a de edema.

Figura 6 - Efeito do 4cido centipédico e dexametasona sobre as lesdes intestinais induzidas por indometacina:
achados histolégicos.
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A: salina (seta mostra preservag¢do da mucosa intestinal; grupo ndo recebeu indometacina); B: veiculo (seta
mostra formacdo de tdlcera com processo de necrose (células sem nucleos (necrose); C: dexametasona (seta
mostra formagdo de edema); D: AC (seta mostra inicio da formagdo das udlceras com células necréticas) (—
100um).

5.3 Efeito do acido centipédico sozinho ou associado a indometacina sobre a migracio

celular de células intestinais (IEC-6)

Apo6s o dano mecanico, realizado pelo arraste da monocamada de células IEC-6
para a borda do poco e a exposicao dessas células ao AC (12,5, 25, 50 e 100 uM) durante 24
horas, observou-se um aumento significativo na migracdo celular com um aumento do
nimero de células de (170+10,0; 173+3,33; 180+0,0; 220+9,12, respectivamente) em
relagcdo ao meio sem glutamina (M-) (136,7+12,02) (GRAFICO 6-A).

Indometacina, agente deletério de células IEC-6, nas concentragdes de 250, 500
e 1000 pM, diminuiu significativamente de maneira dose-dependente, o nimero de células
na migragdo celular (80+5,77; 77,5£2,5; 30+0,0, respectivamente), quando comparadas ao

meio sem glutamina (M-) (136,7£1,02) (GRAFICO 6-B).

O fato das concentracoes de 250 e 500uM da indometacina ndo terem mostrado

diferenca entre elas, nos fez associar AC (12,5, 25, 50 e 100 uM) apenas com a menor ou a
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maior concentracdo do AINE (250 e 1000 uM). Na associacdo de AC com indometacina 250
uM, o diterpeno foi capaz de proteger a IEC-6 da toxicidade do AINE de forma
significativa, p<0,01 nas concentracdes de 25, 50 e 100 uM, de maneira concentragdo-
dependente, quando comparado a indometacina sozinha (250 uM) (65+5; 95+5; 110+10;
21648,19, respectivamente). No entanto, na associacao de AC (12,5, 25, 50 e 100 uM) com
indometacina 1000 uM, o 4cido centipédico ndo conseguiu reverter o efeito da alta dose de
indometacina (36,67+3,33; 26,67+3,33; 50+5.77; 23,33+8,1, respectivamente) (GRAFICO
6 -C).

Grifico 6 - Ag¢do do 4cido centipédico e indometacina sozinhos ou associados na migragdo das células IEC-6
ap6s 24 horas de exposi¢ao.
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A migracdo celular foi analisada pela leitura microscépica, em placas de 6 pocos em 24 h de exposi¢do ao AC
(125, 25, 50 e 100 puM), indometacina (250, 500 e 1000 uM) ou a associagdo entre todas as doses de AC com
indometacina (250 e 1000 pM). Depois de 24 h, a coluna com maior taxa de migracdo foi selecionada e as
células foram observadas em microscépio invertido (Nikon E400, Japan), em um aumento de 100x. Os dados
demonstraram o aumento da migracio celular in vitro. *p<0,05; vs salina; "p <0,001 vs veiculo 250 puM;

#p<0,01 vs veiculo 250 pM. Os valores foram expressos pela média + (E.P.M). (ANOVA e Student Newman
Keuls).
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5.4 Efeito do acido centipédico sozinho ou associado a indometacina sobre a

proliferacao celular de células intestinais (IEC-6)

AC (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200uM) aumentou a proliferacdo celular
(0,85+0,07; 0,90+0,04; 0,97+0,09; 1,0620,06; 1,07+0,06; 1,11+0,0, respectivamente) nas 24
h de exposicdo nas células IEC-6 quando comparado ao grupo M(-) (0,89+0,04)
(GRAFICO 7 -A). Niao foi encontrada diferenga estatisticamente significativa entre as

doses no periodo estudado.

A indometacina (250, 500 e 1000 uM) diminuiu de maneira significativa a
proliferacdo (0,59+0,0; 0,57+0,01; 0,56%0,0, respectivamente) de IEC-6 no periodo de 24
horas de exposi¢ao (GRAFICO 7-B). AC (12,5, 25, 50 e 100uM) protegeu (0,72+0,0;
0,73+0,0; 0,77%0,0; 0,81+0,0, respectivamente) as células IEC-6 contra a toxicidade causada
pela indometacina tanto na concentragdo de 250 (0,59+0,0), como protegeu (0,77+0,0;

0,76+0,02; 0,77+0,0; 0,78+0,0, respectivamente) na concentragdo de 1000 uM (0,56+0,0)
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Grafico 7 - Acdo do 4cido centipédico e indometacina sozinhos ou associados na proliferacdo das células IEC-

6 ap6s 24 horas de exposi¢do.
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A proliferagcdo celular foi analisada pela leitura da absorbancia, em placas de 96 pocos, usando o leitor de
ELISA em 450 nm em 24 horas de exposi¢do ao AC (6,25, 12,5, 25, 50, 100 e 200 uM). Ap6s 24 horas os
pocos foram incubados por 2 horas com sal tetrazélio e a absorbancia foi medida. Os dados demonstraram o
aumento da proliferacio celular in vitro. ***p<0,001 vs meio *p<0,001 vs Indometacina 250 uM; "p<0,001
vs Indometacina 1000 uM. Os valores foram expressos pela média + (E.P.M). (ANOVA e Teste de Student
Newman Keul).
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6 DISCUSSAO

Neste trabalho, foi examinada a atividade do dacido centipédico (AC) na
ulceracdo intestinal induzida por indometacina em ratos e também foram avaliados alguns

mecanismos envolvidos nessa acao.

A indometacina, (1-(4-clorobenzoil)-5-metoxi-2-metil-1H-indole-3-acido
acético), € um inibidor ndo seletivo da ciclooxigenase, que inibe a formacdo de
prostandides. A utilidade clinica dos antiinflamatérios ndo esteroidais (AINEs) é limitada
por sua toxicidade gastrintestinal e renal. Indometacina causa toxicidade renal, inibindo a
enzima ciclooxigenase no glomérulo, produzindo vasoconstri¢do, além de induzir estresse
oxidativo e disfun¢do mitocondrial. Esse AINE pode levar a insuficiéncia renal, através de
varios mecanismos: o mais importante destes € a diminui¢ao dos niveis de prostaglandinas,
que regulam a vasodilatagdo arterial e glomerular, embora também possa produzir necrose

tubular aguda, devido a toxicidade direta ou a nefrite intersticial aguda (KRAUSEL et al.,

2005; TABER; MUELLER, 2006; VARGHESE et al., 2009).

Seu efeito renal, também importante, pode resultar em oligdria, aumento das
concentracoes séricas de uréia e creatinina, além da redugdo na taxa de filtracdo glomerular
e excrecdo urindria de sédio. Em geral, hd um aumento leve e transitério dos niveis de

creatinina sérica, mas as vezes aumentos sao intensos (JOHN et al., 1984).

Como a toxicidade renal é comum durante o uso de indometacina e também
fator limitante, decidimos verificar essa acdo, embora nosso trabalho esteja direcionado a
acdo gastrointestinal. A administracdo de indometacina (10mg/kg, v.0.) em alta dose, por
trés dias consecutivos, ndo alterou os niveis séricos de uréia, mas elevou os niveis de
creatinina, mostrando possivel toxicidade, que ndo foi revertida nem por AC (50mg/kg),

nem pela dexametasona (3mg/kg).

Um dos métodos de estudo da fun¢do renal mais amplamente utilizado € a
estimativa dos niveis de nitrogénio ndo protéico no sangue, ou seja, a determinacdo dos

niveis séricos de uréia e creatinina (COLES, 1984).

Como ocorre com a uréia, a creatinina € um indice pouco especifico da
filtracdo glomerular. Uma severa perda muscular, por exemplo, poderd reduzir a
quantidade de creatinina formada. De forma semelhante, uma reducdo na taxa de filtragdao

glomerular aumenta a concentragao sérica da uréia (GUEDES, 2010).
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Observou-se que os niveis de uréia nao foram alterados, e, embora AC nao
tenha revertido os niveis séricos de creatinina, é precoce afirmar sua falta de protecdo
contra a nefrotoxicidade da indometacina. Estudos mais acurados seriam necessarios para

avaliacdo do papel do AC sobre a funcao renal.

Dano hepético por AINEs € raro, mas estes medicamentos ndo devem ser
usados em pessoas com cirrose hepdtica, pois problemas de sangramento e insuficiéncia

renal sdo mais susceptiveis (RISSER et al., 2009).

Fisiologicamente, o figado sintetiza todos os principais metabodlitos da cascata
do 4cido araquidonico, incluindo as prostaglandinas (PGs). Foi constatado que as PGs
estdo envolvidas em vdrios processos fisiologicos no figado, incluindo vasorregulagdo,

agregacdo plaquetdria e mediacdo da inflamacao (NEEDLEMAN et al., 1986).

As transaminases ou aminotransferases sdo provas de fun¢do hepatica. ALT é
mais especifica para as doencas hepdticas, ja que a AST pode ser encontrada em outros
orgdos que ndo o figado, porém, em menor quantidade, tais como nos musculos cardiaco e

esquelético, como também nos rins e cérebro (PRATT; KAPLAN, 1999).

A fim de que sejam observadas alteracOes nas transaminases decorrentes da
influéncia de AINE, recomenda-se a dosagem das enzimas e testes de fungdo hepatica,
apenas oito semanas ap0s o inicio da terapia cronica com AINE (MONTEIRO et al., 2008;
ROSTOM et al., 2005). O que pode justificar ndo terem sido obtidas diferencas entre o
grupo veiculo e o grupo salina, visto que o tratamento com a indometacina ocorreu durante
3 dias e ja no 4° dia, ap6s o inicio da administragdo da mesma, o sangue dos animais foi

coletado.

Estudos anteriores mostram que a administracdo de indometacina, 20 mg/kg,
por via subcutinea, uma vez ao dia, durante 2 dias, provocou graves lesdes hemorragicas e
diminui¢do dos niveis de PGE; no intestino delgado, e 80% dos ratos morreram dentro de
9 dias (MIURA et al., 2007). Sabe-se que a extensdo das tlceras provocadas por
indometacina € dose-dependente (NYGARD et al., 1994; ANTHONY et al., 1996;
ETTARD; CARR, 1993).

Em ratos, a administragdo de indometacina produz inflamacao cronica distal do
jejuno e fleo, caracterizada pelo aumento da permeabilidade da mucosa e translocagdo

bacteriana (BANERJEE; PETERS, 1990; YAMADA et al., 1993; COLPAERT et al.,
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2001).

Em nosso estudo, a administracdio de indometacina produziu inflamacdo
cronica com extensa ulceragdo confluente pontual e longitudinal localizadas
principalmente ao longo da borda mesentérica do jejuno e ileo proximal. AC (50mg/kg) e
dexametasona (3 mg/kg) apresentaram menor nimero de ulceras longitudinais formadas
quando comparados ao grupo veiculo; embora AC tenha formado ainda um nidmero
considerdvel de ulceras pontuais. O fato de o grupo que foi tratado com o diterpeno ter
apresentado poucas ulceras longitudinais e ter formado mais ulceras pontuais nos faz
levantar a hipdtese de sua capacidade protetora intestinal, uma vez que ulceras
longitudinais, por deixarem mais delgada a espessura do tecido, teriam mais probabilidade

de perfuragdo do mesmo.

A isquemia da mucosa, a formagdo de radicais livres e a cessacdo da
disponibilidade de nutrientes teciduais resultam em necrose tecidual, que juntamente com a
liberacdo de leucotrienos B atuam como atraentes para leucdcitos e macréfagos que
liberam fatores pro-inflamatérios como TNF-a e IL-1, resultando em ulcera
gastrointestinal (TARNAWSKI, 2005). Além de um aumento da sintese dos leucotrienos,
outros possiveis mecanismos tem sido propostos como sendo tdo ou mais importantes para
a inducdo da doenca intestinal. Entre estes, a capacidade de desacoplamento da
fosforilagdo oxidativa (levando a diminui¢do de reservas celulares de adenosina trifosfato)
(SOMASUNDARAM et al., 1995; WALLACE, 2000), a acdo detergente na borda de
escova (alterando propriedades da camada de muco) (GULLIKSON et al., 1982) e
deposicdo de fibrina intravascular (ANTHONY et al., 1996). Por fim, a indometacina
reduziu o nimero de vilosidades, microvilosidades e criptas em comparagdo com O0s
animais do grupo salina por iniciar alteracdes locais na composi¢do enzimatica da borda
em escova da membrana, que reveste o trato gastrointestinal até diferente niveis (LAINE,

2001).

Antiinflamatorios, como a indometacina, induzem a lesdo intestinal em
propor¢cdo direta a sua capacidade de serem excretados na bile, e sdo conhecidos por
associar-se quimicamente com fosfatidilcolina. Assim, a fosfatidilcolina biliar desempenha
um papel importante na protecido fisiologica do epitélio gastrointestinal das acdes
citotoxicas dos sais biliares. A capacidade de AINEs excretados na bile de associar-se com
micelas mistas de sais biliares e reduzir a acdo protetora da fosfatidilcolina pode ser um

componente critico no mecanismo patogénico dessas drogas (DIAL et al., 2008). Foi
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proposto por Naito et al. (1998) que as espécies reativas de oxigénio mediadas pela
peroxidacgdo lipidica sdo uma das principais causas de lesdes gastrointestinais induzidas
por indometacina. O comprometimento estrutural e funcional das mitocdndrias (patologia
mitocondrial) induzidos por indometacina levam ao estresse oxidativo mitocondrial,
associado com a geracdo de espécies reativas de oxigé€nio intramitocondrial. A perda
estrutural e funcional das mitocondrias € comum em danos celulares por estresse oxidativo

(TAKEUCHI et al., 1991).

Radicais livres s3o definidos como moléculas que tém elétrons
desemparelhados na 6rbita externa. Eles sdo geralmente instdveis e muito reativos (FANG
et al., 2002). A geracgdo de radicais livres constitui, por exceléncia, um processo continuo e
fisiolégico, cumprindo fungdes bioldgicas relevantes. Durante os processos metabdlicos,
esses radicais atuam como mediadores para a transferéncia de elétrons nas vdrias reacoes
bioquimicas. Sua producdo, em propor¢des adequadas, possibilita a geracdo de ATP
(energia), por meio da cadeia transportadora de elétrons; fertilizacdo do dvulo; ativagdo de
genes; e participacdo de mecanismos de defesa durante o processo de infec¢do. Porém, a
producido excessiva pode conduzir a danos oxidativos (FERREIRA; MATSUBARA,1997;
SHAMI; MOREIRA, 2004).

A producdo continua de radicais livres durante os processos metabodlicos
culminou no desenvolvimento de mecanismos de defesa antioxidante. Estes tém o objetivo
de limitar os niveis intracelulares de tais espécies reativas e controlar a ocorréncia de danos

decorrentes (FERREIRA; MATSUBARA, 1997; BIANCHI; ANTUNES,1999) .

A instalacdo do processo de estresse oxidativo decorre da existéncia de um
desequilibrio entre compostos oxidantes e antioxidantes, em favor da geracdo excessiva de
radicais livres ou em detrimento da velocidade de remogdo desses. Tal processo conduz a
oxidacdo de biomoléculas com consequente perda de suas funcOes bioldgicas e/ou
desequilibrio homeostético, cuja manifestacao € o dano oxidativo potencial contra células e

tecidos (HALLIWELL; WHITEMAN,2004).

A fim de verificarmos uma possivel acdo antioxidante do AC, no modelo de
ulcera intestinal induzida por indometacina, foram estudados parametros de estresse
oxidativo, como: malonildialdeido (MDA), que € produto da peroxidacdo lipidica,
mieloperoxidase (MPO), usada como um marcador enzimético da infiltracdo de neutréfilos

e indica aumento na gera¢do de radicais livres, o que associado a diminuicao das atividades
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da catalase, enzima de limpeza destes radicais, e aos grupos sulfidrilas ndo protéicos (NP-
SH) sugerem a presenca de estresse oxidativo, produzido em resposta a administracdo do
antiinflamtério ndo esteroidal. (SIVALINGAM et al., 2007). Verificou-se que houve
aumento nos niveis de MDA formado nos animais tratados com indometacina em
comparacdo ao controle. Estas observacdes foram refor¢adas pelos resultados da atividade
de mieloperoxidase que foi aumentada e a atividade de catalase e NP-SH que foi

diminuida.

No estudo realizado por Sivalingam et al. (2007), a diminuicdo da viabilidade
de enterdcitos em resposta a indometacina, foi explicada com base no aumento dos niveis
de produtos da peroxidacdo que foram detectados e que sdo prejudiciais ao funcionamento
dessas células. Assim, extrapolando os resultados obtidos com animais tratados com 4cido
centipédico, é provdvel que sua acdo antioxidante viabilize enterdcitos ndo permitindo que

a injuria provocada por indometacina seja tao evidente nos animais.

Em modelos animais, a lesdo gastrointestinal induzida por indometacina esta
associada a alteragdes agudas na morfologia, ou seja, contracdo do vilo da musculatura

lisa, les@o microvascular e as alteracdes na permeabilidade (BATTARBEE et al., 1996).

Nos achados histolégicos do nosso estudo, a indometacina promoveu lesdo
intestinal resultando em necrose, focos de hemociderose e presenga de linfécitos na regiao
ulcerada. AC pareceu retardar o processo de formacdo da tlcera, por ter sido visualizado
um principio de necrose com o inicio do desenvolvimento da dlcera somente apds 3 dias de
tratamento, e, no grupo tratado com indometacina j4 ser possivel visualizar a ulcera no
mesmo periodo. Essa informacdo pode justificar a maior visualizacio macroscOpica de

ulceras pontuais e ndo longitudinais.

A barreira funcional epitelial consiste em uma monocamada continua de
células especializadas, polarizadas em constante e rapida renovagdo celular (CEREIJIDO
et al., 2000). O turnover das células epiteliais intestinais e da barreira funcional intestinal,
que envolve proliferacdo, migracdo, diferenciacdo, apoptose e necrose celular, e um
processo dindmico, marcadamente afetado pelo estado nutricional e pelo adequamento de

nutrientes especificos na dieta (ZIEGLER et al., 2003).

As células epiteliais formam barreiras de prote¢do que separam fisicamente o
organismo do mundo exterior. Ao invés de ser meramente estatico, inexpugnavel escudo, o

epitélio intestinal € uma estrutura altamente dindmica que pode ajustar a sua proliferagao,
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diferenciacdo e morte em resposta a sinais intrinsecos e extrinsecos (KOCH; NUSRAT,
2012). O intestino de mamifero € coberto por uma tnica camada de células epiteliais que é
renovado a cada 4-5 dias. Esta capacidade de elevada renovagao torna o epitélio intestinal
muito atraente para o estudo das células proliferacdo e diferenciacdo. O intestino &
composto por criptas proliferativas, que contém células-tronco e vilosidades intestinais,
que apresentam tipos de células especializadas fundamentais para esta capacidade de auto-
renovacdo (LAURENS; CLEVERS, 2009).A superficie das células epiteliais intestinais é
continuamente exposta a agentes nocivos e ingesta de abrasivos que podem causar lesdes
na mucosa (DIGNASS, 2001). Esse epitélio desempenha um importante papel na
prevencdo da translocacdo de substiancias ou organismos nocivos presentes no limen do
intestino e na manutencdo da homeostase (DIGNASS; PODOLSKY, 1995). O epitélio
intestinal apresenta a mais vigorosa auto-renovagdo dos tecidos de mamiferos adultos
(HEATH, 1996). A homeostase deste epitélio é baseada em um equilibrio delicado entre
auto-renovacao e diferenciacdo, que deve ser mantida durante toda a vida (SCHOFIELD,
1978). O tecido intestinal € altamente dindmico no qual o ciclo celular pode ser concluido

em questdo de poucos dias (POTTEN et al., 1992).

O processo pelo qual a integridade do epitélio intestinal € restabelecida apds
lesio foi denominado de restituicdo epitelial (MORRIS; WALLACE, 1981). Foi

demonstrado que o processo de restitui¢do envolve migracao celular e proliferacao.

O processo inicial de migracdo ocorre muito rapidamente e, portanto, acredita-
se ocorrer independente da divisdo celular (SILEN; ITO, 1985). Células ao redor da area
danificada migram para restabelecer a integridade da mucosa. A proliferacio dessas
células, entdo, conclui o processo de reparacdo. A proliferacdo comecga de 12-16 h ap6s um

insulto 2 mucosa e se completa em 1-2 dias (YEOMANS et al. 1973).

Apesar da exaustiva investigagdo, 0s mecanismos responsdveis por danos
gastrointestinais associados aos AINEs ndo estdo completamente esclarecidos. As
evidéncias mostradas até agora sugerem que os AINEs podem promover a formagdo de
ulcera, ndo s6 por inibicdo da ciclooxigenase (COX) da mucosa e diminuindo
prostaglandinas (PGs) citoprotetoras, mas também por influenciar negativamente a
microflora intestinal, o recrutamento de neutréfilos, hidrofobicidade de superficie e

restituicao epitelial (LICHTENBERGER, 2001; LITTLE et al., 2007).

Neste trabalho verificamos, in vitro, a acdo do AC sobre células intestinais
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normais € que receberam injuria por indometacina. Para tal, utilizamos a linhagem de
células IEC-6, que ¢ comumente utilizada em modelos in vitro de monocamadas de
células. Uma das razdes escolhidas para utilizagdo de IEC-6, é que essas células ndo
transformadas tem sido amplamente utilizadas para estudar a migracdo de células do
epitélio intestinal (e outros parametros), € hd conhecimento abundante sobre as vias de
transdug¢do de sinais envolvidas na sua migracio (MCCORMACK; JOHNSON, 2001;
GUOQO et al., 2002; RAO et al. 2002; FREEMAN et al., 2007).

A ranhura com uma lamina na monocamada confluente de células IEC-6
permitiu que as células migrassem para a drea desnudada apds 24h, tempo suficiente para
um numero adequado de células migrarem para a drea ferida (RUTHING, 1999). Os
resultados indicaram que AC sozinho aumenta a migracdo das células IEC-6, sendo que as
doses mais efetivas foram de 25, 50 e 100 uM. A associacdo de AC (100pM) com
indometacina (250 uM), um reconhecido agente lesivo de IEC-6, mostrou ter potente
eficdcia na prevencdo da toxicidade causada pelo AINE, quando verificamos que o niimero

de células que migram retornam ao do AC sozinho.

A proliferacio e a migracdo celular sdo fendmenos cinéticos agindo em
conjunto para alternar a funcdo celular através de renovacdo e reparacdo (DIGNASS,
2001). A proliferacao das células epiteliais € necessdria para reconstituir um pool de
células diminuido. Isto exige um equilibrio entre a proliferacdao de células progenitoras e a
perda de células maduras (HALL et al., 1994). Processos inflamatorios, como nas injurias
por indometacina, podem interferir com a migragdo e proliferacao das células epiteliais e,

assim, modular a cicatrizacdo do epitélio intestinal (DIGNASS, 2001).

Nossos resultados evidenciaram a importancia do 4cido centipédico na melhora
da barreira intestinal exposta a uma condicao de estresse. Além de influir sobre a migragcdo
das células IEC-6, o diterpeno também mostrou habilidade sobre a proliferagao celular.
Nossos achados mostram que AC foi capaz de proteger da diminuicdo da proliferacao
celular provocada pela administracio de indometacina, e, mesmo sozinho AC tem

tendéncia ao aumento da proliferacao.

A migracdo celular € modulada por uma variedade de fatores incluindo
peptideos regulatérios, substratos metabodlicos, citocinas, integrinas, matriz extracelular e
poliaminas (MCCOMACK; JOHNSON, 2001). Virios estudos tem enfocado a

importancia de vdrios nutrientes na migracdo celular em células intestinais (KAUR;
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POTTEN, 1986; MCCORMACK et al., 1999; MCCOMACK; JOHNSON, 2001),

entretanto, pouco se sabe sobre a base molecular dessas acdes.

O nosso trabalho demonstrou que AC possui papel citoprotetor, sendo capaz de

oferecer protecdo aos danos da mucosa gastrointestinal induzidos pela indometacina.

A atividade enteroprotetora do AC, em modelo de lesdo intestinal induzida por
indometacina, € confirmada pela capacidade de atenuar as lesdes através de acgdo
antioxidante que envolve: o efeito poupador de NP-SH e catalase, diminui¢do dos niveis de
malonildialdeido e mieloperoxidase. Agindo ainda como agente protetor de células
intestinais, pela sua acdo na migragdo e proliferacao celular.

O estudo do AC para o tratamento da ulcera no intestino fomenta grandes e
importantes perspectivas no uso deste produto de origem natural para o desenvolvimento de
um novo agente terapéutico para o combate de enteropatias associadas aos AINES e para o
tratamento de distirbios intestinais humanos, como doenga inflamatéria intestinal, além de

poder ser utilizado como um importante biomarcador da Egletes viscosa Less.
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7 CONCLUSOES

» O diterpeno protegeu o intestino a partir do modelo de les@o Intestinal induzida por
indometacina em ratos, efeito que foi confirmado pelo diminuido nimero de ulceras
formadas, e, atenuou a deplecdo dos grupos sulfidrilas nao-protéicos e da enzima
catalase, e reduziu a formag¢do de malonildealdeido e os niveis de mieloperoxidase,
indicando uma acao antioxidante como parte do seu mecanismo de agao.

» Verificamos também que o AC atua de forma positiva na migracdo e proliferagcdo
celular mesmo nas situacdes em que células intestinais foram tratadas com a
indometacina, como agente toxico.

» Os resultados obtidos indicam que o AC, obtido dos capitulos florais de Egletes
viscosa Less, apresenta atividade enteroprotetora e fornecem evidéncias de que este
diterpeno € uma substancia segura e promissora para o desenvolvimento de uma novo
agente terapéutico, que poderd ser fundamental para o combate das patologias
intestinais associadas a AINES e doenca ulcerosa péptica . A partir das acdes
confirmadas em nosso estudo, sentimo-nos incitados a sugerir a indicacdo da Egletes
viscosa Less para a relacdo de plantas medicinais de interesse do SUS (RENISUS).
Além do mais, o AC poderd funcionar como um biomarcador de E. viscosa, no

possivel desenvolvimento de um fitoterdpico.
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