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RESUMO

Maytenus rigida Mart., (Celastraceae) popularmente conhecida como “bom-homem”,
“bom-nome”, “cabelo de negro”, “casca-grossa”, “chapéu de couro” ou “pau-de-colher”
€ uma espécie nativa do nordeste brasileiro, utilizada na medicina popular no tratamento
das doencas inflamatdrias, desordens gastrointestinais como diarreia, disenteria e
Ulceras, problemas renais, hipertensdo, impoténcia sexual e reumatismo. O objetivo
deste trabalho foi evidenciar o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acdo subjaentes ao
efeito gastroprotetor do extrato aquoso (EA) de Maytenus rigida em camundongos
suicos, no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto. Camundongos em
jejum receberam EA (100, 200 ou 400 mg/Kg, p.0.) 1 h antes da administracdo oral de
etanol absoluto (0,2ml/animal). Grupos tratados com salina e ranitidina foram utilizados
como controles. Os estdbmagos foram analisados macro e microscopicamente.
Adicionalmente, foram utilizadas diferentes ferramentas farmacoldgicas (naloxona,
morfina, misoprostol, indometacina, L-NAME, L-arginina, clonidina ou ioimbina) em
diferentes ensaios, para tentar esclarecer o(s) possivel(is) mecanismo(s) de acéo do EA.
O efeito gastroprotetor macro e microscépico do EA foi comparado ao exercido pela
ranitidina no modelo etanol-induzido (p < 0,05); a utilizacdo de ferramentas
farmacoldgicas revelou que o efeito protetor do EA envolve a ativacdo de receptores a2-
adrenérgicos, receptores opioides, 6xido nitrico, mas ndo depende de prostaglandinas. O
EA possui efeito gastroprotetor, corroborando com seu uso tradicional. Seu efeito é
multifatorial, envolvendo a participacdo de receptores o2-adrenérgicos, liberacdo de

oxido nitrico, e ativacdo de receptores opioides.

Palavras-chave: Maytenus rigida. Celastraceae. Gastrite. Receptores a2-adrenérgicos.

Receptores opidides. Oxido nitrico.



ABSTRACT

Maytenus rigida Mart. (Celastraceae) pupularly known as “bom-homem”, “bom-nome”,
“Cabelo de Negro”, “Casca-grossa”, Chapéu de couro” or “pau-de-colher” is a native
species in the northeast region of Brazil, used in folk medicine in the tratament of
inflammatory diseases, gastrointestinal disorders such diarrhea, dysentery and ulcers,
kidney problems, hypertension, impotence and rheumatism. The aim of this work was to
demonstrate the possible mechanism (s) of action underlying the gastroprotective effect
of aqueous extract (AE) of Maytenus rigida in Swiss mice, in the gastric injury model
induced by absolute ethanol. Fasted mice received AE (100, 200 or 400 mg/Kg, p.o.) 1h
prior to oral administration of absolute ethanol (0,2 mL/animal). Groups treated with
saline and ranitidine were used as controls. The stomachs were macroscopically and
microscopically examined. Additionally, different pharmacologixal tools (naloxone,
morphine, misoprostol, indomethacin, L-NAME, L-arginine, clonidine or yohimbine)
were used in different tests, trying to clarify the possible mechanism (s) of action of AE.
The macro and microscopic gastroprotective effect of AE was compared to that showed
by ranitidine, on ethanol-induced model (p<0.05); the use of pharmacological tools
revealed that the protective effect of AE involves the activation of a-2-adrenergic
receptors, opioid receptor and nitric oxide, but do not depends on prostaglandins. The
EA has a gastroprotective effects, supporting its traditional use. Its effect is
multifactorial, involving the participation of a-2-adrenergic receptors, nitric oxide

release and activation of opioids receptors.

Keywords: Maytenus rigida. Celastraceae. Damage gastric. a-2-adrenergic receptors.

Opioids receptors. Nitric oxide.
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1 INTRODUCAO

O uso de plantas como medicamentos para o tratamento das enfermidades
que acometem a espécie humana remonta a idade antiga (CALIXTO, 2001).
Atualmente, a fitoterapia tem ressurgido como uma alternativa terapéutica acessivel aos
povos do mundo, e no caso do Brasil é adequada para as necessidades locais de centenas
de municipios no atendimento primério a saude (ELDIN; DUNFORD, 2001). De acordo
com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS), devido ao baixo poder aquisitivo ou a
falta de acesso a medicamentos modernos, cerca de 60 a 80% da populacdo dos paises
em desenvolvimento dependem essencialmente das plantas para os cuidados primarios
com a saude (AKERELE, 1993).

A importancia dos produtos naturais vai além do uso tradicional e da
producdo de fitoterdpicos. Varios medicamentos sintéticos utilizados na terapéutica
moderna, que atuam especifiamente sobre receptores, enzimas e canais i6nicos foram
desenvolvidos a partir de plantas superiores, toxinas animais e de microrganismos.
Estima-se que 40% dos medicamentos disponiveis na terapéutica atual foram
desenvolvidos de fontes naturais: 25% de plantas, 13% de microrganismos e 3% de
animais (CALIXTO, 2001).

Nos Ultimos tempos o avanco tecnoldgico facilitou o acesso a informacoes,
as mais diversas possiveis, culminando em uma convergéncia de disciplinas bioldgicas
fundamentadas por novas técnicas de analise e processamento de dados que surgem a
cada dia (SILVA, 2000). Esta convergéncia de conhecimentos, aliada ao
desenvolvimento tecnolégico, gerando produtos benéficos para a ciéncia, é o que se
entende por biotecnologia.

Dentro desse contexto, a pesquisa quimico-farmacoldgica de plantas
medicinais emprega técnicas biotecnoldgicas sofisticadas utilizando processos variados
de extracdo, purificacdo e quantificacdo de moléculas, no sentido de criar novas drogas
para um mercado consumidor cada vez mais exigente. A juncdo do conhecimento
popular do uso tradicional de plantas como medicamentos e procedimentos
experimentais modernos incrementam resultados, reforcam certezas farmacologicas ou
as contestam, propondo novas abordagens, com resultados muitas vezes inéditos e

inovadores.



Pesquisas atuais tém testado a aplicacdo terapéutica e toxicidade de diversos
produtos derivados de plantas. A utilizagdo de uma flora variada tem sido validada,
ainda que em ensaios pré-clinicos, no tratamento de doengas do trato gastrintestinal
(BACCHI, 1986; REPETTO; LLESUY, 2002; ABDULLA et al., 2010; AL-ATTAR,
2011). Maytenus rigida Mart., uma espécie da familia Celastraceae, vem demonstrando
diversificadas atividades bioldgicas. Sua raiz, casca e folhas sdo largamente utilizadas
na medicina popular para tratar inflamacdo e dor (GONZALEZ et al., 2001; MOTA,;
ALBUQUERQUE, 2002; FENNER et al., 2006; REYES et al., 2006; SOSA et al.,
2007). Apesar da atividade antiulcerogénica gastrica do extrato etanolico (EEOH)
obtido da entrecasca do caule ter sido comprovada (SANTOS et al., 2007), nenhuma
atividade farmacoldgica do extrato obtido das folhas foi pesquisada até o momento.
Além disso, o mecanismo de acdo molecular permanece inconclusivo. Este estudo
contribuira avaliar a atividade gastroprotera do extrato aquoso (EA) obtido a partir das

folhas de M. rigida e caracterizacdo dos possiveis mecanismos de acao.



2. REVISAO DE LITERATURA
2.1 Anatomia e fisiologia do estbmago

O estdbmago tem entre suas principais funcdes, armazenar alimentos, digerir
proteinas, absorver ferro e proteinas, além de eliminar microrganismos. Este érgdo pode
ser dividido em quatro &reas anatdmicas: cardia, corpo, fundo e antro e duas &reas
funcionais, compostas pelas glandulas oxinticas e piloricas (Figura 1) (JUNQUEIRA;
CARNEIRO, 1999).

Cardia
Corpo

Fundo

Regido antral

Figura 1 Regides anatdmicas do estbmago humano.
Fonte: POTTER, 2008

A area glandular oxintica é composta por células parietais (ou oxinticas) e
localiza-se nas regides de fundo e corpo do estdmago (80% do 6rgdo). A area glandular
pildrica, localizada na regido antral, ocupa os outro 20% do 6rgdo sendo composta
principalmente por células G, produtoras de gastrina. Essas areas glandulares sdo
compostas de unidades tubulares verticais, que consiste em uma fenda na regido apical,
as fovéolas, um istmo (zona progenitora) e uma base. Em se tratando de composicao
celular as glandulas gastricas apresentam ainda células neuroenddcrinas, contendo
agentes sinalizadores hormonais e paracrinos que participam do controle da secrecéo,
dentre as principais estdo: as células enterocromafins (EC), secretoras do peptideo
natriurético atrial (PNA), serotonina e adrenomedulina; células enterocromafins-similes
— ECL (enterochromaffin-like) contém histamina; células células D que produzem
somatostatina e amilina; e células G que contém grelina e obestatina. Na base de cada



unidade glandular predominam as células principais, secretoras de pepsinogénio em
ratos e humanos (Figura 2) (SAMUELSON; HINKLE, 2003; SCHUBERT; PEURA
2008).
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Figura 2. Anatomia funcional da mucosa gastrica humana.
Fonte: SCHUBERT; PEURA (2008).

Histologicamente o estbmago é composto pelas camadas teciduais: mucosa,
submucosa, muscular externa (circular e longitudinal) e serosa (Figura 3). A superficie
externa do estbmago (mucosa) é revestida por células epiteliais prismaticas, as quais
formam as fossetas gastricas, originando pequenas glandulas na porcdo terminal. A
camada submucosa é constituida de tecido conjuntivo frouxo com colageno, fibrilas de
elastina, vasos sanguineos e linfaticos. A camada mais externa, serosa ou adventicia, €
constituida principalmente de tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999;
KUTCHALI, 2004a; SILVERTHON, 2003; LI1U; CRAWFORD, 2005).
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Figura 3 Camadas teciduais do estbmago humano.
Fonte: SILVERTHON, 2003.

2.1.1 Controle neural da secrecéo gastrica

O controle das agdes contratil e secretora, das camadas musculares lisas e
glandulas exocrinas do trato gastrintestinal (TGI) é realizado por inervagdo intrinseca
(sistema nervoso entérico) e extrinseca (sistema nervoso autbnomo), horménios e
substancias paracrinas. A inervacao extrinseca simpatica origina-se nos ganglios pré-
vertebrais e a parassimpatica, no nucleo motor dorsal do vago na medula e no nucleo
parassimpatico vagal da coluna espinhal. Estimulos extrinsecos vagais controlam a
secrecdo do estdbmago, no entanto o sistema nervoso entérico é capaz de relizar esse
controle de modo independente (SCHUBERT; PEURA, 2008; CERSOSIMO;
BENARROCH, 2008, KUTCHAI, 2004b).

Neurdnios pré-ganglionares parassimpaticos (colinérgicos) exercem efeito
excitatorio sobre neurbnios entéricos, incluindo estbmago, através de receptores



nicotinicos e, em algumas regides, receptores muscarinicos (Figura 4). Uma pequena
classe de neurdnios submucosos colinérgicos se projeta para a mucosa e para 0S vasos
sanguineos locais. As fibras simpéticas (adrenérgicas) que inervam o estbmago tém pelo
menos quatro alvos distintos: neurbnios secretomotores contendo peptideo intestinal
vasoativo (VIP), terminacfes nervosas pré-sindpticas colinérgicas, vasos sanguineos
submucosos e esfincteres (GOYAL; IKUO, 1996; COSTA et al., 2000).

Nervo Vago
(pré-ganglionar)

L8 24

ACh GRP VIP  PACAP

Nervos gastricos
intramurais
(pos-ganglionares)

Célu_la alvo
G/D/ECL/EC/Parietal

Acido
H. Pylori (Agudo)

Figura 4. Anatomia funcional nervosa da mucosa géastrica. ACh — acetilcolina, GRP — peptideo
liberador de gastrina, VIP — peptideo intestinal vasoativo, PAACP - peptideo ativador de adenilato-
ciclase da pituitaria, CGRP - peptideo relacionado ao gene da calcitonina. No estbmago, os
neurdnios que secretam CGRP sdo sensitivos de origem extrinseca; eles podem ser ativados pela presenca
de &cido no limen e pela infeccdo por H. Pylori. Neurdnios pds-ganglionares regulam a secrecdo acida
direta ou indiretamente pela modulagdo da secrecéo de gastrina das células G, somatostatina das células
D, histamina das células ECL e VIP das células enterocromafins.
Fonte: adaptado de SCHUBERT; PEURA, 2008.

Neurdnios sensitivos aferentes primarios inervam a vasculatura da mucosa e

submucosa, sua ativacdo afeta diretamente o tonus das arteriolas submucosas, sendo



importante na defesa contra danos provocados por alcool e outros agentes. Na presenca
de é&cido géastrico as terminagOes sensoriais aferentes respondem liberando
neurotransmissores tais como substdncia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP). Essa liberacdo resulta no relaxamento do masculo liso vascular das
arteriolas, aumentando o fluxo sanguineo mucoso. Apesar do efeito relaxante do CGRP
ser mediado principalmente via 6xido nitrico (NO), existem evidéncias da participacao
de prostaglandinas (TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

2.1.2 Secrecdo acida gastrica

O estdbmago secreta, de maneira continua, 0 suco gastrico composto por
muco, eletrolitos, ions bicarbonato, pepsinogénio e acido cloridrico (HCI), considerado
0 seu principal constituinte. A secrecdo do HCI ocorre mediante estimulacdo da célula
oxintica, que dispara 0 mecanismo de secre¢do caracterizado pela passagem de H*, Cl e
agua da membrana apical para o limen estomacal. Esse mecanismo envolve elevacao
dos niveis intracelulares de Ca™ e AMPc, seguida pela ativacéo de cascatas de proteino-
quinases que disparam a translocacio e insercdo de bombas H'/K'-ATPase na
membrana apical da célula parietal (YAO; FORTE, 2003).

O controle da secrecdo acida ocorre de maneira complexa envolvendo pelo
menos trés tipos celulares diferentes, as células ECL produzindo histamina, as celulas
G, gastrina e as células D secretando somatostatina. Além disso, o ramo colinérgico
vagal atua sobre todas estas células e também sobre a célula parietal. A histamina,
gastrina e a acetilcolina (ACh) influenciam direta e positivamente a producéo acida das
células parietais. A somatostatina age de forma inversa, inibindo a liberacdo de
histamina e gastrina e, consequentemente, a producdo de acido (Figura 5) (TOBIN et
al., 2009).
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Figura 5 Regulacdo da secrecéo 4cida gastrica. ACh: Acetilcolina; ECL: Células enterocromafins
similes; G: Célula G; D: Célula D; PGE2: prostaglandina E subtipo 2; M3: receptor muscarinico
subtipo 3; H2: receptor histaminérgico subtipo 2; CCK2: receptor colecistocinina/gastrina subtipo
2 (Ativacdo:___ einibigdo: ) (Adaptado de COLLARES-BUZATO; ARANA, 2005).

2.2 Agressao e protecdo da mucosa gastrica

A mucosa gastrica é continuamente exposta a substancias com uma grande
diversidade de temperaturas, pH, osmolaridade, substancias enddgenas (acido
cloridrico, pepsina e bile) ou por irritantes ingeridos, por exemplo o alcool e anti-
inflamatorios ndo esteroides (AINES), além de produtos bacterianos que sdo capazes de
provocar reacOes inflamatdrias locais ou sistémicas. Para evitar possiveis danos
causados por tais substancias existe um mecanismo préprio de defesa que depende de
processos fisioldgicos, modulados por uma gama de mediadores, entre hormonios,
neurotransmissores e citocinas. Exitem os mecanismos locais e 0s neuro-hormonais,
ambos atuam de forma dindmica, controlando o fluxo sanguineo da mucosa, o aporte de
leucocitos, a taxa de descamacéo do epitélio, a secre¢do de muco, HCI , bicarbonato e o
sistema imunoldgico. Em condi¢bes que possam comprometer a acdo destes
mecanismos, a mucosa gastrica passa a ficar mais susceptivel aos danos induzidos por

fatores irritantes luminais e/ou sistémicos. Os varios niveis da defesa da mucosa atuam



do lumen aos niveis mais profundos do tecido gastrico, dependendo da extensédo e da
causa do dano (TULASSAY:; HERSZENY], 2010).

2.2.1 Fatores de agressao
Histamina

A histamina € sintetizada pela descarboxilacdo enzimatica do aminoacido
histidina, pela histidina descarboxilase (HDC), sendo estocada em vesiculas secretorias
e liberada por estimulacdo de determinados secretagogos, principalmente gastrina e
peptideo ativador de adenilato ciclase da pituitaria (PAACP). Sua principal funcdo no
estdmago € estimular, de forma direta, as células parietais a secretar HCI através da sua
ligacdo a receptores H,. A histamina tambeém induz a secre¢do de forma indireta pela
ligagdo a receptores Hs acoplados a inibicdo da somatostatina (SCHUBERT; PEURA,
2008).

Gastrina

A gastrina é produzida na base das glandulas piloricas das células G em
resposta a estimulos quimicos, como pH elevado ou presenca de proteinas na mucosa;
estimulos mecéanicos, como a distensdo da parede do estdmago; ou indiretamente, via
mediadores secretados das células neuroenddcrinas adjacentes e neurotransmissores do
sistema nervoso entérico. A principal funcdo da gastrina é estimular a secrecdo acida e o
crescimento celular na mucosa gastrica. ACh, peptideo liberador de gastrina — GRP
(gastrin-releasing peptide), serotonina, agonistas beta 2 e 3 adrenérgicos, Ca'",
aminoacidos aromaticos e etanol estimulam sua secre¢do, entretanto, somatostatina,
galanina, adenosina e bradicinina a inibem. O estimulo da secre¢do &cida ocorre
primariamente pela liberacdo de histamina das células ECL (SCHUBERT, 2011). O
papel da estimulacdo gastrinérgica diretamente sobre a célula parietal ainda é
controverso, mas parece estar relacionado mais a uma sensibilizacdo deste tipo celular a
outros secretagogos do que a uma ativacdo de receptores de gastrina (PRINZ et al.,
2003; SCHUBERT, 2009).

Acetilcolina

Acetilcolina € um neurotransmissor dos nervos autondmicos pré-

ganglionares e pds-ganglionares do ramo autonémico parassimpatico. Esta envolvida no



controle de quase qualquer funcdo neste sistema e quase todos os tipos celulares
expressam multiplos subtipos de receptores colinérgicos muscarinicos (TOBIN et al.,
2009).

A ativacgdo de células parietais por agentes colinérgicos ocorre pela ligacao a
receptores muscarinicos tipo Mz e envolve a elevagdo dos niveis intracelulares de Ca™
pela via da fosfolipase C (YAO; FORTE, 2003). No TGI, estes receptores promovem
contracdo da musculatura lisa e secrecdo glandular, sendo encontrados nas células
parietais, células G e células ECL em diferentes proporcfes. A ativacdo de receptores
muscarinicos nas células G produz estimulacdo da producéo de gastrina, e nas células D
promove inibicdo da secrecdo de somatostatina. A ACh causa liberacdo de histamina em
apenas 30% das células ECL, provavelmente porque apenas essas 30% possui inervacao
vagal. A estimulacdo colinérgica causa, portanto, um aumento da secrecdo A&cida
gastrica (TOBIN et al., 2009).

Pepsinogénio

O pepsinogénio é pré-enzima proteolitica, importante para 0 processo
digestivo, produzidas pelas células principais. A secrecdo do pepsinogénio é controlada
principalmente por estimulacdo colinérgica vagal, sendo ativado em meio acido apds
sua quebra na porcdo amino-terminal. Apesar da presenca de receptores muscarinicos
M; e M3 nas células principais, a acdo isolada da ACh é insuficiente para ativar a
secrecdo do pepsinogénio, sendo necessaria a presenca de acido no limen estomacal.
Desta forma, a ACh estimula as células parietais a liberar o HCI, que vai atuar como

um co-indutor da secrecdo do pepsinogénio (TOBIN, et al., 2009).
2.2.2 Fatores de protecéo

Vaérios fatores sdo os fatores que atuam no mecanismo de defesa da mucosa
gastrica contra agentes nocivos, dentre 0s mais importentes estdo: 0 muco que recobre a
superficie da mucosa protegendo-a do conteido acido, o bicarbonato atuando como
agente neutralizador e o0 suco gastrico com seus elementos capazes de reduzir a
colonizagdo bacteriana do estdbmago (acido cloridrico, imunoglobulinas e lactoferrina).
Alguns micro-organismos conseguem sobreviver ao meio acido estomacal, no entanto a
hipo ou a acloridria aumentam comprovadamente o risco de infec¢cbes (TULASSAY;
HERSZENY], 2010).



Barreira muco-bicarbonato

Uma das principais linhas de defesa da mucosa & a barreira muco-
bicarbonato, localizada entre o epitélio e o limen estomacal; e composta por muco,
bicarbonato e fosfolipideos surfactantes que recobrem a mucosa superficial. O termo
“barreira” ¢ utilizado devido seu importante papel estrutural que forma uma camada
impassivel retensora de bicarbonato responsavel pela manutencdo do pH quase neutro
na superficie da mucosa. Essa camada também age como uma barreira fisica contra a
pepsina luminal, protegendo a mucosa da digestdo proteolitica. Os fosfolipidios do
muco-gel formam uma camada surfactante altamente hidrofobica que pode ser rompida
por substancias ulcerogénicas como sais biliares ou acido acetilsalicilico, ocasionando
difusdo do &cido estomacal para a mucosa e promovendo lesbes. Bactérias do tipo
Helicobacter pylori podem liberar fosfolipases e ions aménio, reduzindo a efetividade
da lamina hidrofobica do estdmago. O rompimento da barreira muco-bicarbonato
estimula outros mecanismos protetores, incluindo a neutralizacdo intracelular do acido
gastrico, reparo do epitélio e manutencdo e distribuicdo do influxo sanguineo entram em
acio (TULASSAY; HERSZENY!|, 2010).

O bicarbonato € secretado pelas células epiteliais superficiais da mucosa
gastrica juntamente com o gel mucoso. O bicarbonato neutraliza o acido que se difunde
de volta a superficie epitelial, mantendo um pH préximo ao neutro naquela regido.
Prostaglandinas, estimulacdo vagal, distensdo gastrica e a presenca de acido no lumen

aumentam a secrecdo gastrica de bicarbonato (PHILLIPSON, 2004).

O muco tem aspecto geleiforme devido sua composi¢do: glicoproteinas de
alto peso molecular, mucina e dgua. A camada de muco que cobre a superficie interna
do TGI é constantemente renovada e sua espessura da secrecdo de mucina, do grau de
degradacdo proteolitica e da erosdo. O muco gastrico pode ser separado em duas
diferentes camadas: a camada mais externa, onde o muco aderido mais frouxamente; e a
mais interna, firmemente aderida. Sendo esta Ultima mais importante na manutencdo do
pH neutro na superficie da mucosa, que a protege do acido corrosivo. A camada frouxa
de muco funciona como ligante de agentes luminais nocivos, sequestro de nitritos
deglutidos e de NO (PHILLIPSON et al., 2008). O muco secretado sobre a superficie
estomacal tem as funcdes de lubrificar a mucosa, reduzindo o dano fisico ao epitelio e

diminui a capacidade bacteriana de invadir o epitélio subjacente Alem de prevenir a



abrasdo mecénica, 0 muco prové um microambiente adequado a cicatrizacdo em sitios
onde a superficie foi previamente danificada, acelerando o reparo. Em combinacéo com
0 bicarbonato secretado pelas células mucosas superficiais, 0 muco possui um papel-
chave na protecdo gastrica, cuja efetividade esta regulada pela sintese de PGs
(FIORUCCI et al., 2001).

Fluxo sanguineo

A principal funcdo da microcirculacdo da mucosa € distribuir oxigénio e
nutrientes aos tecidos. A maioria das artérias gastricas ramificam-se em capilares na
altura da camada muscular da mucosa, entrando em proximidade com as ceélulas
epiteliais glandulares onde convergem para vénulas coletoras. Os neurdnios sensitivos
aferentes sdo sensibilizados na presenca de substancias irritantes ou quando ocorre
retrodifusdo do acido géstrico. A estimulacdo destes neurdnios promove liberacdo do
CGRP nas proximidades das arteriolas submucosas causando vasodilatagao pela via do
NO, aumentando o fluxo sanguineo (WALLACE, 2001). A leséo epitelial dificilmente
progride para necrose das camadas celulares mais profundas da mucosa quando da
perfusdo sanguinea adequada. Além disso, os vasodilatadores NO e Prostaciclina (PGl,)
se opBem a acdo de vasoconstrictores como o leucotrieno C4, tromboxano A, (TXA,) e
endotelina. NO e PGI, também previnem a aderéncia de plaquetas e leucdcitos nas
paredes do endotélio microvascular, o0 que poderia causar obstrucdo da
microvasculatura. O sulfeto de hidrogénio, outro mediador gasoso produzido
endogenamente, auxilia no mecanismo de protecdo, promovendo vasodilatacdo,
diminuindo a aderéncia leucocitaria bem como a expressdo de TNF-o, e inibe o dano
gastrico induzido por AINES (TULASSAY; HERSZENY], 2010).

Renovacao celular

A barreira epitelial é formada por uma camada continua de células epiteliais
superficiais responsaveis pela secrecdo de bicarbonato, muco, prostagandinas, entre
outras substancias. Sua elevada taxa de renovacdo celular permite que o epitélio
lesionado seja rapidamente regenerado (WALLACE, 2001). As celulas velhas vao
sendo rapidamente substituidas sem que ocorra nenhuma quebra de continuidade do
epitélio, devido o rapido processo de extrusdo das células que vao passando por

apoptose. Varios fatores de crescimento - epidermdide (EGF), transformante alfa (TGF-



a) e insulino-simile 1 (IGF-1) — estdo envolvidos no controle da proliferacao celular.
(TULASSAY & HERSZENYI, 2010).

Sistema nervoso simpético

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

2.3 Ulcera géstrica

As Ulceras gastricas ocorrem quando hd um desequilibrio entre os fatores de
agressdo e os fatores de protecdo da mucosa. Podendo caracterizar-se como uma leséo
profunda na mucosa, onde tanto os componentes do tecido epitelial e conjuntivo, como
celulas da musculatura lisa, vasos e nervos podem ser destruidos (MILANI,
CALABRO, 2001).

Epidemiologicamente a gastrite € uma das desordens do TGI superior que
mais acomete a humanidade, sendo mais incidente nos homens que nas mulheres, em
uma proporcao de 1,3:1, e abrange mais a faixa etéaria de 50-70 anos (ABITBOL, 2007
apud CARVALHO, 2008). Sua causa depende de varios fatores, principalmente
estresse, tabagismo, infecgcdo por Helicobacter pylori, consumo abusivo de alcool e uso
prolongado de AINES (BELAICHE et al., 2002). Sendo em muitos casos o resultado da
combinacéo varios fatores (SMITH, 1989).

2.3.1 Cicatrizacdo das Ulceras gastricas

A cicatrizacdo das Ulceras gastricas € um mecanismo de reparo
geneticamente programado que inclui inflamacgdo, proliferacdo celular, re-epitelizacéo,
formacdo de tecido de granulacdo, angiogénese, interacBes entre varias celulas e a
matriz extracelular, e remodelacdo do tecido, finalizando com a formacdo de uma
cicatriz. Citocinas, fatores de crescimento e fatores de transcri¢do ativados durante o
dano tecidual promovem a cicatrizacdo das Ulceras (MARTIN; WALLACE, 2006). As



plaquetas também participam do mecanismo de cicatrizacdo, pois liberam numerosos
fatores de crescimento que podem promover angiogénese e proliferagdo epitelial.
Células progenitoras circulantes também sdo importantes para 0 processo de reparo
(WALLACE et al., 2006). A supressdo da resposta inflamatoria pode levar a lesao
gastrica e ao impedimento dos mecanismos de reparo, porém em alguns casos esta
resposta pode ser desregulada e contribuir para aumentar os danos. Algumas citocinas
produzidas durante a inflamacdo podem diminuir a severidade dos danos
gastroduodenais. A administracdo de IL-1p, por exemplo, demonstra capacidade de
inibir a secrecdo acida, provavelmente porque estimula a liberacéo de prostaglandinas e
NO aumentando resisténcia da mucosa contra agentes nocivos (RAD et al., 2004,
KOSSOULAS et al., 2009), e o TNF-a estimula a proliferacdo das células epiteliais,
auxiliando a cicatrizacdo (KOSONE et al., 2006).

2.3.2 Tratamento das Ulceras gastricas

Existe uma estreita ligagéo entre a infeccdo por H. pylori e a ocorréncia de
Ulceras pépticas, de modo que a erradicacdo dessa bactéria reflete em uma menor
probabilidade de recorréncia de tlceras (MALFERTHEINER; LEODOLTER, 2000). A
terapéutica mais utilizada na erradicagédo do H. pylori inclui um inibidor de bomba de
protons (omeprazol) em combinacdo com dois antibidticos de amplo espectro
(COELHO et al., 2002). No tratamento das Ulceras gastricas, de maneira geral, também
sdo utilizados os antiacidos, os anticolinérgicos, os inibidores da bomba de prétons, os

antagonistas de receptor H2 e os Sucalfratos (RANG et al., 2004).

Os anti-acidos atuam neutralizando diretamnte o pH do suco gastrico, apesar de
se tratar de um grupo de farmacos relativamente barato, apresenta o incoveniente da
necessidade de frequentes administracdes (a cada 1-2 horas) (STOLLMAN; METZ,
2005). O sucralfato € um sal de aluminio e sacarose que no pH acido do estdbmago
adquire uma alta polaridade aderindo-se facilmente as células epiteliais superficiais,

principalmente no tecido lesionado, protegendo a area ulcerada (REES, 1991).

Apesar de existir uma variedade no tratamento das Ulceras gastricas, estes
farmacos podem ocasionar reacOes adversas graves, como trombocitopenia (ZLABEK;
ANDERSON, 2002), nefrotoxicidade e hepatotoxicidade (FISHER; LE-COUNTEUR,



2001), reacdes anafilaticas (GONZALEZ et al., 2002), ginecomastia e impoténcia
(SABESIN, 1993).

Além disso, no Brasil, o tratamento de Ulceras gastricas € bastante caro, ndo
sendo acessivel a grande parte da populagdo (HIRUMA-LIMA et al., 2006). O
tratamento das Ulceras pépticas, dessa forma, constitui ainda um grande desafio e torna-
se necessario o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos mais eficazes, menos

toxicos e de custo mais baixo, dai a importancia das plantas medicinais.

2.4 Importantes sistemas e vias de regulacdo enddégena na mucosa gastrica.

2.4.1 Receptores opioides

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

Os opioides atuam sobre receptores especificos acoplados a proteinas G, que
podem ser ativados por mediadores enddgenos (peptideos opioides) ou por drogas
opioides exdgenas como a morfina, classicamente utilizada como analgésico. Quatro
tipos de receptores diferentes ja foram descritos, p (mu para morfina), k (kapa para
receptor de ketociclazocine), 6 (delta para deferente, pois foi primeiramente identificado
no canal deferente de camundongos) e N (de receptor para o peptideo nociceptina). Os
ligantes enddgenos dos receptores opioides sdo principalmente peptideos derivados de
quatro precursores diferentes, pro-opiomelanocortina, pro-encefalina, pro-dinorfina e
pro-nociceptina (WALDHOER, et al., 2004).

A ativacdo de receptores p-opioides pré-juncionais inibem a liberacdo de
ACh mediando a atividade contratil da musculatura lisa do TGl (GELMAN et al.,
2010a; GELMAN et al., 2010b). Os receptores opioides atuam em nivel central e
periférico. Agonistas seletivos de receptores & e p-opioides centrais exercem efeito
protetor no modelo de ulceras induzidas por etanol. A administragdo de baixas doses de
opioides diretamente no SNC promove gastroprote¢cdo, 0 mesmo ndo acontece quando

administrado em doses subcutaneas. O mecanismo de a¢do envolve receptores 6-1 e 6-2



e ndo esta relacionada a diminuicdo da secrecdo acida gastrica. A ativacao periférica de
receptores opioides (u e d) esta relacionada a maior produgdo de NO e PGs, no modelo
de lesdes induzidas pelo etanol, 0 mesmo n&o ocorre no modelo produzido pela
administracdo de AINES. O efeito gastroprotetor dos opioides é alcancado em doses
inferiores as utilizadas para promover analgesia (GYIRES et al., 1997; GYIRES &
RONAI, 2001; GYIRES et al., 2001).

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

2.4.2 Prostaglandinas

As prostaglandinas séo sintetizadas a partir do acido araquidonico (AA) por
acdo da enzima cicloxigenase (COX). O AA ¢ produzido a partir de fosfolipidios da
membrana celular, sob a acdo da enzima fosfolipase A2 (PLA2) sendo liberado por
estimulos quimicos ou mecanicos. Com a descoberta que o pré-tratamento com PGs
prevenia os danos causados por agentes necrotizantes na mucosa gastrica, esta molécula
tornou-se importante para a compreensdo dos mecanismos de protecdo da mucosa e de
cicatrizacdo de Ulceras (BRZOZOWSKI et al., 2005).

No inicio da década de 1990 foi demonstrada a existéncia de duas isoformas
da COX: COX-1 e COX-2. A isoforma anteriormente considerada constitutiva, COX-1,
induz a producdo de PGs envolvidas na regulacdo de funcgdes fisioldgicas como
homeostasia renal, funcdo plaquetaria e citoprotecdo da mucosa gastrica. A segunda
isoforma, COX-2, seria expressa em resposta a estimulos inflamatérios e mitogénicos.
Durante muito tempo acreditava-se que a inibicdo da COX-2 seria responsavel pelos
efeitos terapéuticos dos AINES, enquanto que a inibicdo da COX-1 seria responsavel
pela toxicidade desses agentes (GRANJEIRO et al., 2008).



As PGs atuam em quatro tipos de receptores diferentes, EP; a EP4. De
maneira geral, os efeitos ocorrem pela acdo em receptores acoplados a proteinas G
(SAMUELSSON et al., 1978). Estes receptores sdo expressos em muitos tecidos e tipos
celulares. Os subtipos EP; e EP, estdo presentes em praticamente todos os tecidos,
enquanto que a distribuicdo dos receptores EP; e EP, esta restrita a rins, Utero, SNC e
estbmago (USHIKUBI et al., 2000).

No estdbmago, as PGs exercem atividades gastroprotetoras atuando de
maneira diversa, podendo aumentar o fluxo sanguineo gastrico, a secre¢cdo do muco que
recobre a superficie da mucosa e a secre¢do do bicarbonato que atua como agente
neutralizador; além de diminuir a secrecdo de &cido cloridrico (SULEYMAN et al.,
2010). Os AINES podem aumentar a susceptibilidade da mucosa a lesbes, por
reduzirem a produgad de PGs (FIORUCCI et al., 2001). A inibicdo da sintese
gastrintestinal de prostaglandinas pode causar de diminuicdo da secre¢cdo de muco,
bicarbonato e do fluxo sanguineo da mucosa, bem como aumento do numero de
leucécitos aderentes ao endotélio vascular da microcirculagdo gastrintestinal.
Consequentemente havera dificuldade no reparo de danos epiteliais. Sabe-se que a
prevencdo da adesdo leucocitaria induzida por AINES resulta em quase completa
protecdo contra o dano gastrico associado a essas drogas em modelos animais. No TGl
as PGs exercem algumas fungdes em comum com o 6xido nitrico (NO), de forma que a
supressao de um desses mediadores pode ser compensada pelo estimulo da producédo do
outro. Entre estas funcOes estdo: estimulacdo da secrecdo de muco, promog¢do de
cicatrizacdo e manutencdo do fluxo sanguineo (WALLACE, 2008). PGs também
exercem efeito protetor de forma indireta pela inibi¢do da secrecdo de histamina a partir
das células enterocromafins simile (ECL), diminuindo potencialmente a estimulacdo da
secrecdo acida (SCHUBERT; PEURA, 2008).

O sistema COX-PG atua em conjunto com a expressdo de diversos fatores
de crescimento locais no entorno da lesdo (fator de crescimento epidermal — EGF, fator
de crescimento transformante alfa — TGFa, fator de crescimento do hepatocito — HGF e
fator basico de crescimento do fibroblasto - bFGF). Estes fatores aceleram o processo de
cicatrizacdo da Ulcera e coincide com a inibicdo da secrecdo &cida géastrica e com o
aumento do fluxo sanguineo da mucosa na margem da Ulcera. Inibidores ndo seletivos
da COX (indometacina) dificultam a cicatrizacdo da Ulcera e aumentam a taxa de

transcricdo da COX-2 nas circunvizinhancas das lesdes, este fato sugere que as PGs



derivadas de COX-2 expressas localmente sdo responsaveis pela aceleracdo da cura da

Ulcera através da ativacao dos fatores de crescimento (KONTUREK et al., 2005).

A ativagcdo da COX-2 em virtude do processo inflamatério aumenta a
producdo de PGE; que estimula tanto a angiogénese como a expressdo do fator de
crescimento derivado do endotélio — VEGF (vascular endothelium growth factor)
acelerando a proliferacdo celular. Esta acdo da PGE; ocorre via ativagao de receptores
tipo EP4 (HATAZAWA et al., 2007).

Para que ocorra lesdo gastrica induzida por AINES em ratos e
camundongos, faz-se necessaria a supressdo de ambas as COX-1 e 2, uma vez que a
inibicdo da COX-1 diminui o fluxo sanguineo gastrico e a inibi¢cdo da COX-2 aumenta a
adesdo leucocitaria ao endotélio vascular. Como a indometacina ndo apresenta
seletividade (em determinadas doses) torna-se eficaz na producéao de Ulceras provocadas
por AINES em modelos experimentais (WALLACE et al., 2000).

O papel da COX na protecdo da mucosa gastrica depede da mesma estar ou
nédo exposta a agentes potencialmente nocivos. Quando a mucosa apresenta-se normal, a
inibicdo de ambas as COX-1 e 2 é necessaria para induzir a formacéo de dano, porém na
presenca de um agente potencialmente nocivo a inibicao especifica da COX-1 torna-se
suficiente para causar lesdo. No entanto, a formacéo da lesdo € motivo suficiente para
induzir a expressdo da COX-2, que ira concorrer com a COX-1 para restaurar a
integridade da mucosa (PESKAR, 2001).

2.4.3 Oxido Nitrico (NO)

O NO é um mediador gasoso enddgeno, moderadamente sollvel em &gua e
sua meia-vida varia de 3 a 60 segundos. E produzido a partir da atividade de enzimas
intracelulares especificas que exerce papel regulatério importante, principalmente no
sistema cardiovascular e na inflamacdo (SZABO, 2010). Pode ser citotoxico,
vasodilatador e modular rea¢des inflamatdrias ou anti-inflamatérias, dependendo do tipo
celular e do estimulo. O NO é produzido a partir do aminodcido arginina, na presenca
de oxigénio molecular. A oxidacdo da L-arginina & L-citrulina e NO é catalisada por
uma familia de trés isoformas de enzimas denominadas Oxido nitrico sintases (NOS)
(LANAS, 2008).



NO exerce atividade citostatica ou citocida (mediada por macrdfagos)
contra diferentes micro-organismos patogénicos, além de provocar vasodilatacdo
dependente do endotélio, inibicdo da ativacdo, da adesdo e agregacdo plaquetaria,
regulacdo da pressao sanguinea basal, entre outras atividades. A atividade da molécula
foi registrada em endotélio, cerebelo, nervos ndo adrenérgicos ndo colinérgicos
(NANC), macrofagos, neutréfilos, rins, células epiteliais pulmonares, miocardio e
mucosa gastrintestinal. Nos vasos sanguineos, 0 NO exerce fungdo na modulagdo do
didametro vascular pela sua habilidade em relaxar o musculo liso, além de inibir as
interacbes dos elementos sanguineos circulatorios com a parede do vaso
(CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002).

Fisiologicamente os receptores das células endoteliais podem ser ativados
na presenca de ACh, bradicinina, adenosina difosfato, substancia P, serotonina, entre
outros; ou pelo aumento do atrito provocado por células sanguineas sobre a camada
endotelial do vaso (shear-stress). Tais estimulos, agindo em conjunto ou isoladamente,
ativam a enzima Oxido nitrico sintase endotelial (NOSe) e consequentemente a
producdo de NO. Na ceélula endotelial 0 NO se difunde rapidamente para a célula
muscular e para o limen vascular. Na célula muscular o NO interage com o ferro do
grupo heme da enzima guanilato ciclase (GC), causando alteracdo na conformacédo da
enzima, tornando-a ativa. Sua forma ativa catalisa a saida de dois grupamentos fosfato
da molécula de guanosina trifosfato (GTP), formando guanosina monofosfato ciclico
(GMPc). O aumento do GMPc na célula muscular resulta no seu relaxamento. O
mecanismo de relaxamento envolve a diminuicio da entrada de Ca*™ para a célula, a
inibicdo da liberacdo de Ca™ do reticulo endoplasmatico e o aumento do sequestro de
Ca™" para esta organela. Ainda ndo se conhece o mecanismo pelo qual o NO é removido
da GC apo6s ocorrer a vasodilatacdo necessaria. Sabe-se que a producdo de GMPc é
interrompida segundos ap6s a remoc¢do do NO da enzima GC (DUSSE et al., 2003).

Em nivel gastrintestinal sdo expressas as duas isoformas constitutivas,
NOSe no endotélio vascular e a NOSn, no sistema nervoso entérico. A isoforma NOSi
tambem é expressa mas principalmente em macrofagos e neutrdfilos, embora também o
sejam no endotélio vascular e em neurénios (LANAS, 2008). Durante 0 processo
inflamatdrio no tecido gastrico ocorre um aumento na expressao da isoforma induzivel,

sugerindo a atividade de neutréfilos e macrofagos na gastrite (GUO et al., 2003).



O NO apresenta importantes fun¢des no TGI, incluindo o controle do fluxo
sanguineo da mucosa, manutencdo da sua integridade e do tbénus vascular. O NO
também medeia o relaxamento ndo adrenérgico ndo colinérgico da musculatura
longitudinal e circular do esfincter esofagiano, estbmago, duodeno, intestino delgado e
esfincter anal interno. Apesar do mecanismo de acdo descrito anteriormente ocorrer via
producdo de GMPc, também existem acdes independentes de GMPc, como a oxidagdo
de proteinas e lipidios no tecido géastrico. Dessa forma, o NO atua tanto contribuindo
para a manutencdo da homeostase do TGI, como também, em caso de lesGes na parede
do TGI (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002; LANAS, 2008).

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

Compostos sintéticos inibidores da producdo de NO (L-NMMA - N°-
Methyl-L-arginine, aminoguanidina, L-NAME - N,-Nitro-L-arginine methyl ester)
apresentam diferentes atividade e poténcia farmacologica, influenciando de maneira
distinta a producéo nas trés isoformas de NOS. O L-NAME é 0,09 vezes mais potente
sobre a NOSi do que sobre a NOSn, e 0,11 vezes do que a NOSe. Em virtude de sua
atividade inibitéria da producdo de NO, os analogos da L-arginina, L-NMMA ou o L-
NAME aumentam a adesdo de leucdcitos polimorfonucleares. Tais agentes também
revertem os demais efeitos do NO (KUBES et al., 1991; ALDERTON et al., 2001;
GRANIK & GRIGOR’EV, 2002). Existem também as drogas liberadoras de NO, como
0s nitratos cardiacos (nitroglicerina, dinitrato de isossorbida, nitroprussiato de sodio), 0s
quais ajudam a manter o fluxo sanguineo gastrico adequado e inibem as interacdes entre
leucdcitos de endotélio (LANAS, 2008).

Tendo em vista que o aumento do [Ca’™"] citosdlico é um componente
central na secrecdo acida gastrica, a diminuicdo da [Ca™"] pelo NO causa diminuicdo da
secrecdo acida. O Ca™" facilita a reciclagem de membranas pela regulacéo do transporte
e acoplamento das tubulo-vesiculas com a membrana apical, sendo um elemento vital
na secre¢do, pois sua diminuicdo impede a translocagdo das H'/K*ATPases para a
membrana apical. Outro possivel efeito seria pelo aumento da velocidade de degradacao
do AMPc pela fosfodiesterase celular em virtude da ativacdo alostérica que o GMPc



exerce sobre esta enzima, que catalisa a degradacdo do AMPc (Berg et al., 2005). O NO
também inibe a secre¢do &cida gastrica estimulada por histamina, sendo produzido a
partir de e agindo sobre células ECL. Estas atividades sugerem um papel de inibidor

paracrino fisiologico da secre¢do &cida para 0 NO (BERG et al., 2004).
2.4.4 Adrenoceptores a-2

Os receptores adrenérgicos ou adrenoceptores pertencem a familia de
receptores ligados a proteina G, e sdo alvos das catecolaminas. No TGI os receptores
a2-adrenérgicos participam do controle de diversas fungdes como: inibicdo a secregédo
acida gastrica, a motilidade e o transito gastrintestinal. A maioria dos corpos celulares
das fibras adrenérgicas do TGI localizam-se nos ganglios simpéaticos pré-vertebrais,
portanto, sdo consideradas extrinsecas, ou seja, ndo fazem parte do sistema nervoso
entérico. Entretanto, algumas fibras adrenérgicas se originam no ganglio cervical e
alcancam o estdbmago via nervo vago. A maioria das fibras simpéticas terminam no
plexo mioentérico, localizado dentro da parede do estbmago e do intestino, e tem
noradrenalina como principal neurotransmissor, porém algumas fibras simpaticas
inervam diretamente a mucosa gastrica (YOKOTANI et al., 1993; DI PONTI et al.,
1996).

O sistema nervoso simpatico gastrico atenua de um modo geral, a atividade
nervosa parassimpatica. No TGI, as catecolaminas ligam-se aos receptores 02-
adrenérgicos situados na membrana pré-sinaptica das terminagdes colinérgicas causando
inibicdo da liberacdo de ACh dos neurbnios parassimpaticos. Além disso,
autorreceptores muscarinicos M3 parecem também inibir a liberacdo de ACh
(YOKOTANI et al., 1993). A maioria dos axénios de neurdnios noradrenérgicos
localizam-se nos ganglios mioentéricos e submucosos, bem como nas proximidades de
arteriolas, sendo também encontrados na camada muscular circular e na mucosa do
estdbmago. Esta localizagdo estratégica pode estar co-relacionada com a importancia do
sistema nervoso simpatico no controle de fungdes motoras e secretoras (DI PONTI et
al., 1996).

Os principais grupos de receptores adrenergicos (o e ) séo distribuidos em
diferentes niveis do TGIl. O mesmo ocorre com a localizagdo dos subtipos de receptores
a-adrenérgicos (o-1 e a-2). Os receptores al-adrenérgicos localizam-se na membrana

pos-sinaptica da célula muscular lisa e, em menor propor¢do, em neur6nios intrinsecos,



enquanto que os receptores o2-adrenégicos estdo localizados tanto pré- quanto pos-
sinapticamente. Todavia, 0s o2-adrenoceptores pré-sindpticos funcionam tanto como
autorreceptores, inibindo a liberagdo de norepinefrina de terminagGes nervosas
adrenérgicas, ou como heteroceptores, inibindo a liberacio de outros

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

A proteina G regula a transducéo de sinal transmembrana dos receptores de
superficie para uma variada classe de efetores intracelulares como as enzimas adenilato
ciclase (AC) e fosfolipase C (PLC). Sdo conhecidas, até 0 momento, trés subunidades
distintas de proteinas G (o, B e y). A proteina Ga pode ser caracterizada em diferentes
tipos (Gs, Gi, Gy € Gi2) de acordo com a estrutura e sequéncia da subunidade a, cada
uma com um padrdo diferente de ativacdo/inibicdo de cascatas intracelulares de
fosforilagdo (ELENKOQV et al., 2000).

A ativacdo de receptores o2-adrenérgicos resulta na diminuigdo lesdes na
mucosa gastrica em modelos de Ulcera tanto dependentes, quanto independentes de
acido. Diferentes subtipos de receptores a2-adrenérgicos estdo envolvidos no
mecanismo de gastroprotecdo (subtipo a2B), e na modulagdo motora (subtipo 02A), ou
seja, inibindo o esvaziamento e a motilidade do estdbmago. O papel de receptores a2-
adrenérgicos centrais na regulacdo gastrica ainda ndo estd completamente elucidado
com relagdo a motilidade gastrica, porém, a ativacao de receptores 02B esta relacionada
a protecdo do estomago (FULOP et al., 2005).

O efeito de agonistas a2-adrenoceptores na secre¢do acida gastrica tem sido
estudado, através do uso de agonistas como clonidina e outras drogas (guanfacina,
xilasina, guanabens, detomidine e medetomidine). Pequenas doses de clonidina s&o
capazes de inibir a secrecdo acida gastrica estimulada por atividade vagal. Tal inibicdo é
observada da mesma forma na secrecdo basal, sendo interpretada como resultado da
acao da clonidina em a2-adrenoceptores localizados tanto periférica como centralmente.
Os agonistas a2-adrenérgicos também reduz secrecdo basal de pepsina de forma dose-
dependente. A simples diminuigdo do efluxo de acetilcolina das terminagdes nervosas
pode explicar os resultados (TAZI-SAAD et al., 1992).



2.4.4.1 loimbina

A ioimbina é um alcaloide encontrado naturalmente nas espécies
Corynanthe Yohimbe (Yohimbe) e Pausinystalia johimbe (Rubiaceae). Que atua como
antagonista seletivo dos receptores o2-adrenérgicos, sendo utilizado h& mais de século
no tratamento da disfuncdo erétil. A ioimbina é utilizada como ferramenta
farmacologica em estudos que envolvem a elucidacdo da funcédo de a2-adrenoceptores
(NICKERSON, 1949; ANDERSSON, 2001; AL-MAJED et al., 2006).

2.4.4.2 Clonidina

A clonidina é uma agonista do receptor a2-adrenérgico de acdo central e
periférica, cuja farmacocinética é caracterizada por uma rapida distribuicdo, tanto ap6s
administracdo oral quanto intravenosa, com metabolizacdo predominantemente hepatica
(HOUSTON, 1981). Estudos sobre o efeito gastroprotetor da clonidina vém sendo
elaborados desde a década de 1980. Sendo o efeito a2-adrenérgico sobre a secrecdo
acida e seu efeito gastroprotetor bastante sedimentados, embora o mecanismo central
ainda esteja objeto de estudos (CHENG et al., 1981; BLANDIZZI et al., 1995). A
clonidina é um farmaco anti-hipertensivo descoberto em 1962, com efeito sedativo
bradicardico e descongestionante, entre outros. A descoberta da acdo protetora gastrica
da clonidina e a reversdo do seu efeito pela ioimbina, bloqueador a2 pré-sinaptico

demonstrou a atividade de adrenoceptores a2 nos mecanismos de protecdo gastrica

(GYIRES et al., 2000).

Tanto adrenoceptores a2 centrais quanto periféricos estdo envolvidos no
efeito gastroprotetor da clonidina. Os receptores a2 periféricos estdo localizados nos
ganglios parassimpaticos intramurais e sua estimulacdo diminui a descarga de
acetilcolina mediada pelo vago, diminuindo consequentemente a secre¢do &cida
gastrica. A ativacdo de a2 adrenoceptores no sistema nervoso central (SNC) inibe a
secrecao acida gastrica, em um efeito claramente supra espinhal (GYIRES et al., 2000).

O efeito antissecretorio da clonidina parece ndo ser tdo importante na
gastroprotecdo, pois a clonidina em doses gastroprotetoras néo influencia a secregéo
acida géstrica. Os o2A-adrenoceptores sdo também responsaveis pelo controle do
esvaziamento gastrico e pela inibicdo da atividade motora do estdmago. De um modo

geral, a ativacdo de a2-adrenoceptores parece também estimular a producdo de COX-1,
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com producdo de PGs protetoras e consequente producdo de muco, além de promover
protecdo géastrica por uma atividade antioxidante ainda pouco estudada. Outrossim,
qualquer substancia com atividade seletiva a2-adrenérgica muito provavelmente possua
atividade gastroprotetora (SULEYMAN, 2012).

Provavelmente a inibicdo motora do estdmago promovida pela clonidina
também contribua para o efeito protetor da mucosa gastrica, tendo em vista que as
contragbes gastricas de alta amplitude podem induzir disturbios microvasculares em
sitios da mucosa, pela compressdo anormal da parede gastrica, levando a um fluxo
sanguineo insuficiente para a mucosa, aumento da permeabilidade vascular e dano
celular. A inibi¢do da motilidade gastrica por agonistas o2-adrenérgicos, como a
clonidina, provavelmente ocorra em nivel periférico, pois a inibicdo ocorre mesmo em
estdbmagos cuja contracdo foi estimulada eletricamente. Outra caracteristica importante é
que a administracdo de clonidina no modelo de ulcera induzida por etanol é mais
eficientemente protetora do que no modelo de Ulcera induzida por indometacina,
provavelmente porque neste Ultimo, o dano géstrico depende da secrecdo de acido, o
que ndo ocorre com o primeiro, cujo dano esta mais relacionado a peroxidacéo lipidica e
necrose superficial. O efeito da clonidina neste caso apenas contribui para protecdo
gastrica (GYIRES et al., 2009).

2.5 Lesdo gastrica induzida por etanol

O modelo de lesdo gastrica induzida por etanol nos camundongos pode ser
reproduzido por gavagem (0,5 a 2,0 ml) em diferentes concentra¢bes (50 a 100%).
Passado um periodo de 1 a 2 h apds a administracdo do etanol em ratos ou
camundongos, é possivel encontrar erosdes hemorragicas e Ulceras em um percentual
que varia entre 10 e 40% da porc¢do glandular do estdmago, dependendo da quantidade
de etanol administrada. Entretanto, estudos de evolucdo temporal da formacéo de lesdes
gastricas induzidas por etanol demonstraram que a maior parte do dano produzido
ocorre entre 1 e 3 minutos apds a gavagem (GLAVIN; SZABO, 1992). Estas lesbes
aparecem na forma de eritema e eros@es superficiais, com aspecto fridvel e a hemorragia

pode ser observada microscopicamente (LIEBER, 1997).

O mecanismo de acgdo envolvido na formacdo das lesGes provocadas pelo
etanol depende da interacdo de varios fatores (Figura 6). A formacdo de radicais livres

é um destes fatores, sendo causada pelo aumento da producgédo de anions superdxidos,



formacéo de radicais hidroxilas e a peroxidacdo lipidica da mucosa. (PIHAN et al.,
1987; REPETTO; LLESUY, 2002).

A administracdo de etanol est4 associada com a alteracdo da secrecdo acida,
variando de acordo com a espécie e as concentracBes utilizadas. Em seres humanos,
bebidas com baixo teor de etanol (cerveja e vinho) provocam grande estimulo de
secrecdo acida gastrica e a liberacdo de gastrina. Em contraste, bebidas com alto teor
alcodlico (uisque e conhaque), ndo produzem tais estimulagdes. O mecanismo de acao
ulcerosa do etanol na mucosa gastrica parece ser tanto local quanto sistémica, afetando a
liberacdo de horménios e a regulacdo das funcBes nervosas envolvidas na secrecao
acida. A exposicdo prolongada ao etanol promove disturbio da microcirculagdo

comprometendo a estrutura da mucosa (BODE; BODE, 1997).

A ingestdo de etanol em baixas concentracfes (10%) causa um processo
inflamat6rio agudo que estimula a aderéncia leucocitaria (neutrofilos), havendo
comprometimento do epitélio, e em altas concentracfes (90 a 100%) induz lesbes
independentes de neutrofilos, sendo mais relacionadas ao dano vascular precoce, com
reducdo do fluxo sanguineo da mucosa, isquemia e morte celular. O processo
inflamatorio produzido pelo etanol caracteriza-se pela liberagdo de mediadores, que
ativam os granuldcitos e consequente producdo de proteases e formacdo de radicais
livres (TEYSSEN; SINGER, 2003; SIEGMUND et al., 2003).
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Figura 6 Representacdo esquematica dos efeitos do etanol (agudo ou crénico) no estdmago. A
administracdo aguda leva ao dano na mucosa, administracdo cronica causa proliferacéo celular
adicional em modelos animais.

Fonte: adaptado de Siegmund e colaboradores (2003).

O enfraquecimento da funcdo de barreira da mucosa gastrica, gerando
aumento da permeabilidade, promove modificacdo do potencial eletroquimico das
membranas celulares, 0 que causa retro difusdo dos ions H* através da mucosa lesionada
(SIEGMUND et al., 2003). Ocorre também aumento da expressdo de citocinas
inflamatorias, como o TNF-a (2,5 vezes), e da taxa de apoptose (9,4 vezes) das células
epiteliais. Inibidores de bomba de protons (omeprazol), ndo sdo eficazes na
gastroprotecdo em modelos de leséo por etanol (PIOTROWSKI et al., 1997). Entretanto
a Ranitidina, um antagonista de receptores H,, pode promover gastroprotecdo neste
modelo de lesdo, quando se utilizam doses acima de 50 mg/kg. Em doses inferiores
houve uma certa ineficacia do farmaco (DEL SOLDATO et al., 1985; LEE et al., 2002;
SHEEBA; ASHA, 2006; CADIRCI et al., 2007).

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



2.6 Plantas medicinais

2.6.1 Breve histdrico sobre o uso de plantas medicinais

A ingestdo direta de ervas e folhas na tentativa de aliviar sintomas e curar
doencas pode ter sido uma das primeiras formas de utilizacdo dos produtos de origem
natural (VIEGAS JR et al., 2006). Civilizagdes antigas como 0S egipcios, greco-
romanos, chineses, hindus, e maias, faziam uso de certas plantas como medicamentos e
no controle de pragas (KOROLKOVAS e BURCKHALTER, 1998; VIEGAS JR et al.,
2006 ).

Antigas referéncias descrevem o uso de plantas como farmacos, como a
obra chinesa Pen Ts’ao (“A Grande Fitoterapia™), escrita por Shen Nung em 2800 a.C.,
que traz relatos de que egipcios, assirios e hebreus cultivavam ervas trazidas de suas
expedicOes para utilizar como medicamentos. Papiros egipcios também revelaram que
desde 2000 a.C., muitos médicos utilizavam plantas como medicamentos. O Papiro de
Ebers que data de cerca de 1500 a.C, decifrado em 1873 pelo egiptologo alemédo Georg
Ebers, descreve aproximadamente 700 drogas criadas a partir de extratos de plantas,
metais e venenos de animais, além de formulas especificas para diversas doengas
conhecidas. Hipdcrates em sua obra “Corpus Hipocratium” (460-377 a.C.), decreveu
conhecimentos médicos de seu tempo, indicando o vegetal e o tratamento adequado das
enfermidades até entdo conhecidas (TOMAZZONI et al., 2006).

Um marco no progresso da busca constante por medicamentos extraidos de
plantas foi o isolamento da morfina, extraida da papoula pelo alemdo Friedrich
Serturner, o pioneiro a isolar uma substancia quimica, em 1806. Anos depois, outros
principios ativos foram sendo isolados e testados: codeina por Pierre-Jean Robiquet
(1824), papaverina por George Fraz Merck (1848), atropina por Mein (1831), cafeina
obtida por Rung (1820), digoxina (digitalico) isolada a partir da Digitalis lanata e o
curare (relaxante muscular) isolado do Chondrodendron tomentosum por Winstersteiner
e Dutcher (1943) (CALIXTO; SIQUEIRA JR., 2008).

Outro fator que merece destaque foi 0 descobrimento dos salicilatos obtidos
de Salix Alba (Salgueiro) que culminou com a descoberta do &cido acetil-salicilico
utilizado até hoje. Em 1757, o reverendo Edward Stone relatou as propriedades

analgesicas e antipiréeticas obtidas do extrato da casca do salgueiro obeservadas através



das suas utilizagcdes clinicas. Apenas em 1828 o farmacologista alemdo Johann A.
Buchner isolou a salicilina e em 1860, Hermann Kolbe e seus alunos sintetizaram o
acido salicilico. O 4cido acetilsalicilico foi descoberto por Felix Hofmann (1898)
pesquisando uma forma de amenizar os efeitos colaterais do salicilato de sédio utilizado
pelo seu pai que sofria de artrite (VIEGAS JR. et al., 2006).

No Brasil houve influéncia de culturas africana, indigena e europeia no uso
de plantas como tratamento de doengas. Os escravos africanos utilizavam plantas
medicinais nos seus rituais religiosos, por suas propriedades farmacoldgicas
empiricamente descobertas. Na cultura indigena os pajés detinham o conhecimento da
cura de enfermidades através do uso das ervas locais, tais conhecimentos eram
transmitidos e aprimorados a cada geracdo. Os europeus trouxeram para o Brasil
praticas mais refinadas de cura e tratamentos, que aliadas aos conhceimentos indigenas
e africanos, tornaram-se extremamente diversificadas. Esse misto de culturas diferentes
originou a medicina popular brasileira com caracteristicas préprias e muito rica. Entre
as plantas medicinais utilizadas primeiramente na cultura indigena estdo a ipeca, o
jaborandi, a carqueja, 0 guarana, o taiuia e a erva-de-bugre. Muitas outras foram
trazidas pelos europeus, como a horteld, a camomila, a malva, o funcho e pelos
africanos a erva-guiné e o meldo-de-S&o-Caetano (SIMOES, 1998; TOMAZZONI et
al., 2006).

2.6.2 O uso de plantas medicinais na atualidade

De acordo com a Organizacdo Mundial de Saude (OMS, 2000), 80% da
populacdo de paises em desenvolvimento utilizam préaticas tradicionais na atencdo
primaria a salde, 85% desse total através do uso de plantas medicinais. No Brasil,
apesar de se desconhecer com exatiddo o numero de pessoas que recorrem as plantas
como fonte de medicamentos, sua forma de utilizacdo vai desde o consumo da planta

fresca e preparacdes extemporaneas, até a utilizacdo do fitoterapico (CALIXTO, 2005).

Aproximadamente 48% dos medicamentos empregados na terapéutica
moderna origina-se de maneira direta ou indireta de produtos naturais, principalmente
de plantas medicinais (BALUNAS; KINGHORN, 2005), sendo estas uma fonte
inesgotavel de obtencdo de farmacos. Ao serem processadas para a obtencdo de um



medicamento, tem-se como resultado o medicamento fitoterapico (CARVALHO et al.,
2007).

Uma gama de pesquisas reforca a importancia da terapéutica dos
fitofarmacos, sejam fitoterapicos, drogas vegetais ou derivados. A comprovacdo da
eficacia clinica de centenas deles esta bem caracterizada em funcéo dos trabalhos de
importantes centros de pesquisa, publicados em diversos periodicos especializados em
produtos naturais ou de areas afins (PINTO et al., 2002; CALIXTO, 2005).

A fitoterapia encontra-se em expansdo por todo o mundo. Estimativas
apontam que sé no ano 2000 os produtos a base de plantas medicinais movimentaram
cerca de 30 bilhdes de ddlares (ENGELKE, 2003). Nos Estados Unidos cerca de 25%
das prescricdes medicas realizadas durante os ultimos 25 anos sdo de medicamentos que
contém principios ativos tanto de origem natural como semissintética, sendo grande
parte oriundos de plantas superiores (angiospermas). A analise de novos farmacos
aprovados, no periodo de 1983 a 1994 pelo “Food and Drug Administration” (FDA),
orgdo governamental americano responavel pelo controle de medicamentos, indicou que
78% dos novos medicamentos antibacterianos, 68% dos novos anti-inflamatorios, 52%
dos anti-hipertensivos e 61% dos antineoplésicos daquele periodo séo de origem natural
(NEWMAN et al., 2003).

A floresta tropical brasileira detem quase 1/3 da flora mundial, sendo esta
uma grande fonte de biodiversidade, entretanto sdo os paises desenvolvidos, como
EUA, Japdo e os europeus 0s que mais manufaturam e comercializam produtos naturais.
Dai a importdncia de &rgdos institucionais (universidades, centros de pesquisa e
empresas) no desenvolvimento de novos produtos a partir de espécies nativas.
Entretanto, no Brasil, o investimento em pesquisa e desenvolvimento no mercado de
fitoterapicos ainda € incipiente (KLEIN et al., 2009), mas provavelmente é bem
reduzida se comparada aos valores publicados para a Europa e Estados Unidos no ano
de 2000, 8,5 e 6,3 bilhdes de ddlares, respectivamente (SIMOES; SHENKEL, 2002).
Estes valores demonstram um mercado em potencial expansdo, se considerarmos a
biodiversidade brasileira que apresenta mais de 55 mil espécies descritas (22% do total
mundial). Ademais, extiste uma grande aceitacdo de uso de plantas medicinais e
conhecimento tradicional por parte da populagdo brasileira (RODRIGUES, 2008).

Desse modo, a fitomedicina tem despertado o interesse da comunidade académica e das



industrias farmacéuticas (nativa e transnacional), a fim de produzir fitoterapicos com
comprovada eficacia e seguranca, por meio de estudos pré-clinicos e clinicos, com custo
bem menor que o desenvolvimento de drogas por sintese quimica (CALIXTO, 2005;
CARVALHO et al., 2007).

2.6.3 Aspectos legais do uso de produtos derivados de plantas medicinais

Os medicamentos derivados de plantas (fitoterapicos) apresentam a mesma
eficacia que os medicamentos produzidos a partir de sintese quimica, entretanto quando
uma planta é utilizada na producdo de um medicamento deve-se manter a integridade
quimica de seus principios ativos. Certamente que essa preservacdo das propriedades
quimicas do vegetal € quem vai garantir a permanéncia da sua acdo farmacoldgica. A
producdo de fitoterapicos. A producdo de Fitoterapicos depende de conhecimentos
prévios relativos a aspectos botanicos, agronémicos, fitoquimicos, farmacoldgicos e
toxicoldgicos realizados a partir de metodologias analiticas aprimoradas (TOLEDO et
al., 2003).

A qualidade de um fitoterapico esté diretamente relacionada as condi¢des do
local de plantio, processo de coleta, manuseio e processamento da matéria prima. Estas
varidveis somadas a complexidade de composicdo de um vegetal dificultam o controle
de qualidades desses medicamentos. A producdo do vegetal utilizado deve ser planejada
desde o cultivo até a fase de dispensacdo, o que aliados a um processamento realizado
com aplicacdo das boas préaticas de fabricacdo e de garantia de qualidade favorecem a
obtencdo de fitoterapicos idoneos. Vale ressaltar que essa garantia da qualidade pode ser
obtida através da realizacdo de analises de estabilidade, quantificacdo de marcadores
bioquimicos e concentracdo minima de principios ativos, bem como a avaliacdo dos

aspectos microbioldgicos (KLEIN et al., 2009).

A regulamentacdo e o registro dos fitoterapicos industrializados no Brasil
sdo realizados pela Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA), 6rgéo federal
que registra medicamentos e demais produtos destinados a salde, intervindo nas
atividades de producéo, distribuicdo, comercializacédo, publicidade, consumo e descarte
de medicamentos, além de analises laboratoriais. Um dos objetivos da ANVISA é
garantir que a populagdo tenha acesso a medicamentos seguros, com eficacia e

qualidade comprovada. Cada registro tem validade de cinco anos, devendo ser renovado



por periodos sucessivos, conforme determinado na Lei n° 6.360/76, que dispde sobre 0s
produtos submetidos ao controle da Vigilancia Sanitaria. O registro de fitoterapicos é
regulado pela RDC n° 48/04 que detém as formas de se comprovar seguranca e eficacia
dos fitoterapicos, incluindo os estudos etnofarmacoldgicos (CARVALHO et al., 2007).

2.6.4 Plantas com atividade gastroprotetora

No continente americano, a atividade gastroprotetora foi comprovada em 58
espécies, distribuidas em 37 familias, entre elas: Turneraceae (2 espécies), Fabaceae (6
especies), Celastraceae (3 espécies) e Asteraceae (13 especies), grande parte destas

espécies sdo encontradas no Brasil (FALCAO et al., 2008).

Diversos trabalhos com plantas medicinais mostram atividade
gastroprotetora em modelos de Ulcera gastrica induzidos em roedores, é 0 caso da Piper
nigrum Linn. (Piperaceae), Dodonaea viscose (Sapindaceae), Mouriri pusa
(Melatomataleae), Ficus arnottiana (Moraceae), Eruca sativa L. (Brassicacae),
Cissampelos mucronata (Menispermaceae), Allium sativum Linn. (Liliaceae),
Keilmeyera coriacea (Gultiferae), Terminalia chebula (Combretaceae), Garcinia
cambogia (Gaertnaceae) (RANI et al., 2010), Avicennia alba (Acanthaceae) (AL-
ATTAR, 2011) e Maytenus icifolia (Celastraceae) (SILVA et al., 2005).

Os efeitos gastroprotetores foram relacionados a distintos mecanimos de
acao, que atuam geralmente em conjunto, como a inibicdo da secrecdo acida gastrica,
aumento da producdo de muco e bicarbonato, efeito antioxidante, anti-inflamatério e na
motilidade do estdbmago: o extrato da inflorescéncia de Senecio brasiliensis, utilizado
em modelos experimentais de Ulcera gastrica e duodenal em roedores, mostrou efeito
protetor pelo aumento do pH do suco gastrico e diminuicdo da secrecdo &cida via
inducdo de sintese de PGs e somatostatina, resultando no incremento do muco e
diminuicdo da atividade das células parietais (TOMA et al.,, 2004); o extrato
hidroalcodlico de Achyrocline satureoides tem atividade antiulcerogénica, tanto no
modelo induzido por etanol quanto por AINES, também promovendo o incremento da
secrecdo de muco (SANTIN et al., 2010); o extrato etandlico de Bidens pilosa, através
da diminuicdo do volume de suco gastrico e inibicdo da secrecdo &cida, mostrou
atividade gastroprotetora nos modelos de lesdo gastrica AINES- e etanol-induzida

(ALVAREZ et al., 1999); o extrato metanolico de Maytenus truncata mostrou efeito



gastroprotetor, através do aumento do pH (SILVA et al., 2005). Bighetti e
colaboradores (2005) demonstraram o efeito antissecretdrio do extrato hidroalcodlico de
Mikania laevigata e de uma cumarina isolada do mesmo em modelos experimentais de
ulceracdo gastrica, evidenciando que o mecanismo de acdo de ambos relacionava-se ao

controle do parassimpatico sobre a secrecdo acida gastrica.

2.6.4.1 A familia Celastraceae

Celastracea é uma grande familia de plantas lenhosas arbustivas ou
arboreas que abrange 83 géneros e cerca de 1300 especies (SPIVEY; WESTON;
WOODHEAD, 2002), sendo encontradas em ampla distribuicdo nos climas tropicais e
subtropicais de todo 0 mundo (BARROSO, 1991; BRUMMIT, 1992; JOLY, 1993). As
folhas e a casca do caule de muitas espécies de Celastraceae séo utilizadas na medicina
tradicional por suas propriedades analgésica, antiinflamatoria, antiulcerogénica entre
outras (CORREA, 1984).

Dentre os compostos quimicos mais conhecidos encontrados nas espécies da
familia Celastracea estdo os triterpenos pentaciclicos das séries friedelano, oleanano e
lupano que possuem comprovada agédo antiinflamatéria (MARINI-BETOLO, 1974). De

acordo com a descricdo de Souza e Lorenzi (2008), as celastraceas sdo:

...Arvores arbustos, ou lianas; folhas alternadas ou opostas, simples,
sem estipulas, ou estas rudimentares, margem inteira ou mais frequentemente
serreada. Inflorescéncia cimosa ou menos frequentemente racemosa, as vezes
reduzida a Unica flor ou fasciculos; flores ndo vistosas, bissexuadas ou
raramente unissexuadas, actinomorfas, diclamideas ou muito raramente
monoclamideas; calice (2-)4-5-mero, dialissépalo ou gamossépalo,
prefloracdo valvar ou imbricada; corola (3-)4-5-mera, dialipétala, prefloragéo
imbricada, raramente valvar ou convoluta; estames (2-)3-5, livres ou unidos
entre si, anteras rimosas ou com deiscéncia transversal (Hippocratea,
Salacea); disco nectarifero geral condpicuo; ovario superior (flores hipoginas
ou periginas) ou raramente infero, 2-5-locular, placentacdo axial ou ereta,
I6culos bi a pluriovulados, estilete Gnico. Fruto baga, cépsula, drupa ou
samara. Celestraceae possui distribuicdo predominantemente tropical e
subtropical, incluindo cerca de 50 géneros e 1000 espécies. No Brasil
ocorrem 17 géneros e aproximadamente 100 espécies, amplamente
distribuidas em diversos tipos de vegetacéo.

Nesta familia o género Maytenus destaca-se por ser 0 segundo maior género
(abrange cerca de 270 espécies), sendo encontrado principalmente nas matas e campos
(BARROSO,1991; JOLY, 1993). No Brasil foram relatadas cerca de 80 espécies, das
quais 16 sdo endémicas da Amazonia (JORGE et al., 2004; JOFFILY; VIEIRA 2005).

Efeitos farmacoldgicos diversos foram demonstrados por divesas espécies

do género Maytenus. Maytenus aquifolium apresenta propriedade analgésica e



antiulcerogénica (GONZALEZ et al., 2001; SOUZA-FORMIGONI et al., 1991); sendo
a atividade antiulcerogénica também relatada de M. ilicifolia (SOUZA-FORMIGONI et
al., 1991; JORGE et al., 2004), M. truncata (SILVA et al., 2005), e M. robusta
(ANDRADE et al., 2007).

Quimicamente o0 género Maytenus apresenta uma grande variedade de
metabdlitos bioativos, dentre eles: triterpenoides, alcaloides, flavonoides, catequinas,
sesquiterpenos e macrolideos (ESTEVAM, 2006). Dentre os constituintes fitoquimicos
isolados de espécies de Maytenus, o grupos dos triterpenos é o que vem apresentanto as
mais diversas atividades farmacologicas dentre elas: inseticida, antimicrobiana,
citotoxica e antiulcerogénica (GONZALEZ et al., 1996; ALVARENGA et al., 1999;
NUNEZ et al., 2005; QUEIROGA et al., 2000; AVILLA, et al., 2000). Embora outros
constituintes fitoquimicos também tenham apresentado propriedades terapéuticas, como
0s sesquiterpenos com atividade anti-Leisshmania tropical isolados de M. macrocarpa,
M. magellanica e M. chubutensis e M. cuzcoina (PEREZ-VICTORIA et al., 1999;
KENNEDY et al., 2001; CORTES-SELVA et al., 2004); alcaldides sesquiterpénicos
piridinicos com atividade inseticida isolados de M. chiapensis (NUNEZ et al., 2004); e
compostos macrolideos do tipo maitasindides com atividade citotoxica (PULLEN et al.,
2003).

2.6.4.2 Maytenus rigida

Maytenus rigida Mart. (Celastracea), € uma arvore considerada de pequeno
porte, popularmente conhecida como “bom-homem”, “bom-nome”, “cabelo de negro”,
“casca-grossa”, “chapéu de couro” ou “pau-de-colher”, considerada uma planta nativa
do nordeste do Brasil (ANDRADE-LIMA, 1989; ROCHA et al., 2004; AGRA et al.,
2007). Esta espécie pode ser encontrada em distintas formacdes vegetais (Mata
Atlantica, Mata de Altitude, Campo Rupestre), com predominéncia na vegetacdo de
Caatinga. No Brasil existem registros para os estados do Rio Grande do Norte, Piaui,
Ceara, Paraiba, Pernambuco, Alagoas, Sergipe, Bahia, Maranhdo, Minas Gerais,

Espirito Santo, Sdo Paulo e Rio de Janeiro (ROCHA et al., 2004).

Espécimes de M. rigida podem ser encontradas em aglomerados ou
isoladas, sendo de facil reconhecimento por suas folhas verde-escuro contrastando com
0 cinza do seu caule. Mantém a folhagem na época de estiagem, s6 a perdendo no rigor
da seca mais intensa (ANDRADE-LIMA, 1989).



Segundo Carvalho-Okano (1992, p. 253):

...Esta espécie caracteriza-se por ser um arbusto ou arvore até 8 m altura, com
ramos providos de muitas lenticelas, folhas subsésseis, providas espinhos
curtos e fruto capsular, bivalvar, de cor alaranjada. Sua distribuicdo esta
inserida principalmente na area de Caatinga, com destaque para os Estados da
Bahia e Pernambuco.

A casca do caule é utilizada em infuséo, cha ou diretamente mastigada na
medicina popular para o tratamento das doencas inflamatdrias, desordens
gastrointestinais como diarreia, desinteria e Ulceras, problemas renais, hipertensao,
impoténcia sexual, reumatismo e por apresentar propriedades hepatoprotetoras
(CARRICONDE, 2004; ALMEIDA et al., 2005). Suas folhas s&o utilizadas
topicamente na cicatrizacdo, problemas dermatologicos, e em especial na Tinea pedis
(frieira) (ANDRADE-LIMA et al., 1979).

Estevam (2006) realizou um estudo fitoquimico comparativo da entrecasca e
folhas de M. rigida utilizando o extrato aquoso, o etandlico e suas fracdes. Os resultados
obtidos revelaram que tanto o EA das folhas e entrecascas, bem como o extrato
hidroalcodlico (EHA) das folhas e entrecasca apresentam 0s mesmos grupos quimicos a
sequir: triterpenos, catequinas, esteroides, flavononois, flavonoides, fendis, quinonas e
saponinas. Os resultados diferiram quanto a resenca de poucos grupos quimicos como:
antocianidinas e antocianinas foram encontradas em ambos os extratos da entrecasca; 0s
flavondis e leucoantocianidinas ndo foram encontrados no EHA das folhas; os taninos
foram encontrados em ambos EHA; as Xantonas apenas no EHA das folhas e por fim os

heterosideos cianogénicos apenas o EA da entrecasca.

Estudos farmacoldgicos realizados a partir de extratos obtidos da casca do
caule de M. rigida demonstraram atividade antinociceptiva, anti-inflamatoria,
antidiarréica, antiespasmaodicas e antiulcerogénica (SANTOS et al., 2007; DIAS et al.,
2007; MEDEIROS et al, 2012). Além disso, foi demonstrada atividade antimicrobiana
in vitro do extrato etandlico bruto da entrecasca do caule da referida espécie
(ESTEVAM et al., 2009).



Figura 7 llustracdo da arvore de Maytenus rigida (A). Observam-se as coloraces cinza do caule e verde-

escura das folhas (B).
Fonte: Adaptado de http://www.flickr.com/photos/egbertoaraujo/3875322094/. Acesso em: 27/02/2013.

(B) Foto obtida pela autora, na cidade de S&o José do Belmonte—PE.


http://www.flickr.com/photos/egbertoaraujo/3875322094/

3 OBJETIVOS

3.1 Geral

Investigar o efeito gastroprotetor do extrato aquoso obtido das folhas de M.
rigida em modelo experimental de lesdo gastrica induzida por etanol e os possiveis

mecanismos de ac¢do envolvidos.
3.2 Especificos:

* Investigar o efeito gastroprotetor do extrato aquoso no modelo de leséo gastrica

induzida por etanol absoluto;

* Investigar 0 envolvimento dos receptores opioides e a2-adrenérgicos no efeito
gastroprotetor do extrato aquoso em modelo de lesdes géastricas induzidas por

etanol;

* Investigar a participacdo do Oxido nitrico e das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor do extrato aquoso em modelo de lesGes gastricas induzidas por

etanol.



4 MATERIAIS E METODOS
4.1 Animais

Camundongos suicos machos (25-30 g) foram mantidos a 22 + 2 °C sob um ciclo
de claro/escuro de 12/12 h, com agua e comida ad libitum. Os animais foram mantidos em
jejum de 18-24 h antes do inicio dos experimentos. Todos os esforgos foram feitos para
minimizar o sofrimento e a quantidade de animais utilizados. Todos os tratamentos e
procedimentos cirrgicos foram realizados de acordo com o “Manual Pratico Sobre Usos e
Cuidados Eticos de Animais de Laboratério” da Sociedade Brasileira de Ciéncia em Animais
de Laborat6rio (SBCAL). Todos os experimentos estiveram de acordo com as Diretrizes para
Cuidados e Usos de Animais de Laboratdrio e foram aprovados pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal (CEPE), da Universidade Federal de Pernambuco (processo n°
23076009313/2003-04).

4.2 Material vegetal e preparacéo do extrato

Partes aéreas (folhas) de M. rigida foram coletadas em 28 de maio de 2011 no
municipio de Sao José do Belmonte, Pernambuco, Brasil (longitude -7° 37' 19,22" e latitude -
7° 59' 41,74", altitude 486m). Apobs autenticacdo dos espécimes, feita pelo Dr. Elnatan
Bezerra de Souza, da Universidade Estadual Vale do Acaral, uma exsicata (protocolo n°
16485) foi depositada no Herbario da Universidade do Vale do Acaral (Sobral, Cear3,
Brasil).

Foram pesadas 2509 de folhas da planta, adicionado 1000 mL de agua destilada e
triturados em liquidificador. A solucdo foi filtrada e liofilizada até a secagem e novamente
refrigerada. O rendimento obtido do EA liofilizado foi de 6,5%. Uma diluicdo fresca do
extrato seco em solucdo salina (0,9 % NaCl) foi preparada no dia dos experimentos e

administrada via oral ou intraperitoneal, em diferentes doses.
4.3 Drogas e reagentes

Ranitidina foi adquirida da Aché Laboratérios Farmacéuticos S.A. (Guarulhos,
SP, Brasil). Morfina e naloxona foram obtidas da Cristalia Produtos Quimicos Farmacéuticos
LTDA (ltapira, SP, Brasil). Clonidina foi comprada da Boehringer Ingelheim do Brasil
Quimica e Farmacéutica Ltda. (Itapecerica da Serra, SP, Brasil). loimbina foi comprada da

Apsen Farmacéutica (Santo Amaro, SP, Brasil), indometacina, hidrocloreto de Nw-nitro-L-



arginina metil éster (L-NAME) e o hidrocloreto de L-arginina metil éster (L-Arg) foram
obtidos da Sigma Aldrich (St. Louis, MO, USA). Etanol e formaldeido foram obtidos da
Vetec Quimica Fina Ltda. (Duque de Caxias, RJ, Brasil). O misoprostol foi comprado da
Biolab Searle (Independéncia, SP, Brasil). Todas as drogas, foram solubilizadas em solucéo

0,9% de NaCl estéril (salina). Todos os reagentes quimicos utilizados foram de grau analitico.
4.4 Ulcera géstrica induzida por etanol

O dano gastrico foi induzido pela administracdo de etanol 99,9% (0,2 ml/animal)
em camundongos submetidos a jejum de 24 h. Os animais (n = 6/grupo) foram pré-tratados
com extrato aquoso de M. rigida (EA) (100, 200 ou 400 mg/Kkg, p.o.), ranitidina (80 mg/kg,
p.0.) ou salina (5ml/kg, p.o.) 1 h antes da administracdo do etanol. Um grupo adicional nao-
tratado consistiu de camundongos gque receberam apenas salina po via oral. Os animais foram
eutanasiados por tracdo cervical 30 min apds o procedimento lesivo. Os estdmagos foram
removidos e abertos ao longo da grande curvatura, lavados em solucéo salina, fixados entre
placas de petri e fotografados (Sony Cyber-shot Dsc-h2) em resolucéo de 72 dpi (2816 x 2112
pixels). Lesdes hemorragicas ou ulcerativas foram medidas e comparadas a area total de cada
estdbmago através do programa de planimetria computadorizada ImageJ (National Institutes of
Health, 9000 Rockville Pike, Bethesda, Maryland, USA).

4.5 Andlise histopatologica

A porcdo glandular dos estdomagos foi fixada em formalina tamponada 10%
durante 24h, sendo, depois, embebida em parafina. SeccGes de 4um de espessura forma
desparafinizadas, coradas em hematoxilina-eosina (H&E), e examinadas em microscépiio
optico. Os espécimes foram avaliados de acordo com os critérios de Laine (1998). Segmentos
de 1cm de cada seccdo histoldgicas foram avaliados para perda de células epiteliais (escore:
0-3), edema na mucosa (escore: 0-4), hemorragia (escore: 0-4), e presenca de células

inflamatdrias (escore: 0-3).

4.6 Buscando o mecanismo de acéo



4.6.1 Papel do oxido nitrico (NO) na gastroprotecdo do EA

Camundongos (6/grupo) receberam EA (200 mg/kg, p.o., ou 400 mg/Kg), L-Arg
(600mg/kg, i.p.), ou salina (5ml/kg, p.o.). O dano etandlico foi induzido 1 h apds os
tratamentos com EA ou salina, e 30 min apds administracdo de L-Arg. O L-NAME (20
mg/kg, i.p.), um inibidor ndo-especifico da 6xido nitrico sintase (NOS), foi administrado 15
minutos antes dos tratamentos acima descritos. Os animais foram eutanasiados 30 min apos
administracdo do etanol, e o0s estdmagos removidos e avaliados conforme descrito

anteriormente.
4.6.2 Papel das prostaglandinas na gastroprotecéo do EA

Camundongos (6/grupo) foram tratados com EA (400 mg/kg, p.0.), misoprostol
(50 mg/kg, p.o.), ou salina (5 ml/kg, p.o.) 1 h antes da inducdo do dano etandlico.
Indometacina (10 mg/kg, p.o.) foi administrada 2 h antes do EA, misoprostol, ou salina. Ap6s
30 min, os animais foram eutanasiados e tiveram seus estbmagos avaliados como previamente

descrito.
4.6.3 Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo do EA

Camundongos (6/grupo) foram tratados com morfina (5 mg/kg, s.c.), EA (200
mg/Kg ou 400 mg/kg, p.o.) ou salina (5 ml/kg, p.0.). O dano etandlico foi induzido 1 h ap6s o
tratamento com o extrato ou salina, e 30 min ap6s administracdo de morfina. A participacdo
de receptores opioides foi avaliada pela administracdo de naloxona (2mg/kg, i.p.) 15 min
antes dos tratamentos acima descritos. Os estdbmagos foram analisados como previamente

descrito.
4.6.4 Envolvimento dos receptores a2-adrenérgicos na gastroprotecdo do EA

O envolvimento de receptores a-2-adrenérgicos foi avaliado pela administracéo de
ioimbina (2mg/kg, s.c.) em camundongos (6/grupo) 20 min antes da administracdo de EA
(200mg/Kg ou 400 mg/kg, p.o.), clonidina (80 mg/kg, p.o.), ou salina (5 ml/kg, p.o.). O dano
etanolico foi promovido 1 h apds estes tratamentos. Os animais foram eutanasiados 30 min

apos a administragdo do etanol e analisados conforme ja descrito.



4.7 Andlises estatisticas

Todos os valores foram expressos como média + EPM. Para a area
ulcerativa/nemorragica, a ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para mdaltiplas
comparagOes foram utilizados. A andlise histopatoldgica utilizou o teste de Kruskal-Wallis
para dados ndo paramétricos, seguido pelo teste de Dunn para multiplas comparagdes. As

diferencas foram consideradas significativas quando p < 0,05.



5. RESULTADOS

5.1 Efeito protetor do extrato aquoso das folhas de Maytenus rigida na lesdo gastrica
induzida por etanol

A administracdo de etanol (0,2 ml/camundongo) produziu estriagdes hemorragicas
agudas na mucosa gastrica. O EA (200 ou 400 mg/kg) reduziu significativamente (p < 0,05) a
area percentual de lesdes gastricas em comparacdo ao grupo salina (1,9+0,5 e 0,06+0,06
versus 18+5,8 area lesada %). Este efeito ndo foi diferente do exercido pela ranitidina
(5,06+1,8 versus 18+5,8 area lesada %) (Figura 8).
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Figura 8 — Efeito do EA na gastropatia induzida por etanol. Os camundongos foram tratados oralmente com
salina, ranitidina ou EA. Apds 60 min, etanol absoluto (0,2 ml por animal) foi administrado por gavagem. O
grupo controle foi tratado com salina. O dano géstrico foi quantificado ap6s 30 min. Os resultados sdo expressos
como média + EPM para cada grupo de seis camundongos.*p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol+salina.
ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para maltiplas comparagdes.



5.2 Estudo histopatoldgico das mucosas gastricas de animais submetidos a inducéo de

Ulceras gastricas por etanol

A Figura 9 e a Tabelal demonstram a capacidade do etanol em induzir um alto
grau de perda de células epiteliais e edema, assim como a formacédo de hemorragia no tecido
gastrico. Nos animais que receberam o EA (200 ou 400 mg/kg), a perda de células epiteliais e
a formacédo de hemorragia foram significativamente reduzidas (p < 0,05). A formacéo de
edema, entretanto, ocorreu de maneira semelhante quando comparado ao grupo que recebeu

etanol e salina.
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Figura 9 — Fotomicrografias da mucosa gastrica (100x) de camundongos submetidos & inducdo de lesGes
por etanol absoluto. A. Salina; B. Etanol + Salina, mostrando rompimento da regido superficial glandular, com
perda epitelial, hemorragia intensa (detalhe ampliado 400x) e edema no conjuntivo adjacente; C. Etanol +
ranitidina; D. Etanol + EA (100 mg/kg, p.o.); E. Etanol + EA (200 mg/kg, p.o.); F. Etanol + EA (400 mg/kg,
p.0.). D, E e F apresentam preservacdo quase completa das caracteristicas morfolégicas da mucosa, exceto
quanto a formac&o de edema, que foi bastante acentuada.



Tabela 1 — Efeito protetor do extrato aquoso de Maytenus rigida (EA) sobre o aspecto microscépico das
lesBes géastricas induzidas pelo etanol.

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

Salina 0 0 0

Etanol + Salina 2(0-4) 2(2-4) 3(2-4)*

Etanol + Ranitidina (80 0(0-1)* 0(0-2)* 1(0-3)*

Etanol + EA (100) mg/kg) 0 (0 —3)* 2(0-2) 15 (0-2)*

Etanol + EA (200) mg/kg) 0(0-1)* 2(0-3)* 2(1-3)*

Etanol + EA (400) mg/kg) 0(0-0)* 2(0-3) 151 -3)*

A tabela mostra valores de mediana seguidos por escores maximo e minimo entre parénteses. Teste nao
paramétrico de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn * p < 0,05 comparado ao grupo etanol+salina.



5.3 Envolvimento do NO na gastroprote¢do do EA

A gastropatia induzida por etanol foi prevertida pelo tratamento com ranitidina. A
administracdo simultanea de etanol e L-NAME (20 mg/kg, i.p.) produziu dano hemorragico
que foi revertido pela injecdo de L-Arg (600 mg/kg, i.p.). O EA (200 mg/kg) reduziu
significativamente (p < 0,05) a area lesada na auséncia da ferramenta farmacologica (1,9+0,5
versus 20,1+4), mas o efeito foi revertido pelo prévio tratamento com L-NAME (1,9+0,5
versus 25,7+5) (Figura 10).
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Figura 10 - Envolvimento do NO na gastroprotecdo do EA em modelo de gastropatia
induzida por etanol. Os animais foram tratados por via oral com salina (Sal), L-Arg (600
mg/kg) ou EA (400 mg/kg). Uma segunda série com administracdo prévia de L-NAME (20
mg/kg) foi utilizada para avaliar a possibilidade da participacdo do NO no efeito do EHA. Os
resultados estdo expressos como média+EPM para cada grupo de seis animais. ~ p < 0,05 em
relacdo ao grupo etanol+salina. * p < 0,05 em relacdo ao grupo etanol+L-NAME+salina.
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para multiplas comparacdes.



5.4 Papel das prostaglandinas na gastroprotecéo do EA

O efeito protetor do misoprostol (50 mg/kg, p.o.) na gastropatia induzida por
etanol foi revertido pela administracdo de indometacina (10 mg/kg, p.o.). O dano induzido por
etanol, na presenca ou auséncia de indometacina, foi significativamente reduzido (p < 0,05)
pelo tratamento com EA (200 mg/kg) (20,7£3,6 versus 4,9+1,2 e 24,7+2,8 versus 5,2+2,2 area
lesada %, respectivamente) (Figura 11).
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Figura 11 — Auséncia de envolvimento de prostaglandinas na gastroprotecdo do EA em
modelo de gastropatia induzida por etanol. Os camundongos receberam por via oral salina
(Sal), misoprostol (50 mg/kg) ou EA (200 mg/kg). Uma segunda série experimental utilizando
indometacina (10 mg/kg) como pré-tratamento foi utilizada para avaliar a participacdo de
prostaglandinas no efeito do EA. Os resultados estdo expressos como médiatEPM para cada
grupo de seis animais. ~ p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol+salina. * p < 0,05 em relag&o ao

grupo etanol+indometacina+salina. ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para multiplas
comparagdes.



5.5 Envolvimento de receptores opioides no efeito gastroprotetor do EA

O EA (200 mg/kg) reduziu significativamente (p < 0,05) o dano induzido pelo
etanol (1,9+0,5 versus 20,19+4 area lesada %), mas seu efeito foi revertido pelo prévio

tratamento com naloxona (2 mg/kg, i.p.) (25,7+5 versus 17,6+3, area lesada %) (Figura 12).
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Figura 12 — Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo do EA em modelo
de gastropatia induzida por etanol. Os camundongos foram tratados via oral com salina,
morfina (5 mg/kg) ou EA (200 mg/kg). Uma segunda série experimental que utilizou o pré-
tratamento com naloxona (2 mg/kg) avaliou a participacdo dos opioides no efeito do EA. Os
resultados estdo expressos como média+EPM para cada grupo de seis animais. ~ p < 0,05 em
relagdo ao grupo etanol+salina. * p < 0,05 em relagdo ao grupo etanol+naloxona+salina.
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para maltiplas comparacdes.



5.6 Envolvimento dos receptores a-2-adrenérgicos na gastroprotecao do EA

O pré-tratamento com clonidina (80 mg/kg, p.o.) protegeu de forma significativa
(p < 0,05) os estobmagos dos camundongos contra o efeito do etanol (3,5+1,1 versus 20,1+4
area lesada %). O pré-tratamento com ioimbina (2 mg/kg, s.c.) reverteu os efeitos protetores
da clonidina e do EA (200 mg/kg) (13,9+2,3 versus 3,5+1,1, 32+5,3 e 1,9+2,5 area lesada %,

respectivamente) (Figura 13).
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Figura 13. Participacao de receptores a-2-adrenérgicos na gastroprotecao exercida pelo
EA em modelo de gastropatia induzida por etanol. Os camundongos foram tratados por via
oral com salina, clonidina (80 mg/kg) ou EA (200 mg/kg). O pré-tratamento com ioimbina (2
mg/kg) preveniu a gastroprotecdo do EA (200 mg/kg). Os resultados estdo expressos como
média+EPM para cada grupo de seis animais. " p < 0,05 em relacdo ao grupo etanol+salina. *p
< 0,05 em relacdo ao grupo etanol+ioimbina+salina. ANOVA seguido pelo teste de
Bonferroni para multiplas comparacoes.

6 DISCUSSAO



Este trabalho explorou as propriedades gastroprotetoras do extrato aquoso (EA)
das folhas de aytenus. rigida (Celastraceae) em camundongos, utilizando o modelo de Ulcera
gastrica induzida por etanol, um dos modelos mais utilizados na avaliagdo de atividades

antiulcerogénicas em animais (PANDIAN, et al., 2002).

Na medicina tradicional as folhas de M. rigida sdo empregadas, através de uso
topico, para acelerar o processo de cicatriza¢do, problemas dermatoldgicos, e em especial na
Tinea pedis (frieira) (ANDRADE-LIMA et al., 1979). Estudos farmacoldgicos de folhas de
M. rigida ainda ndo foram relatados até o momento. Entretanto, extratos obtidos a partir de
folhas de outras espécies do mesmo género (M. truncata, M. aquifolium, M. icifolia e M
robusta) apresentam efeito gastroprotetor em modelos experimentais que utilizam o etanol
como agente agressor (SILVA, et al., 2005; SOUZA-FORMIGONI et al., 1991; ANDRADE
et al., 2007).

O estudo farmacoldgico do estrato etandlico (EEOH) da casca de M. rigida
realizado por Santos e colaboradores (2007) ja comprovara seu efeito antiulcerogénico no
modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol em camundongos. O extrato aquoso obtido das
folhas utilizados no atual trabalho apresentou a mesma atividade gastroprotetora. Neste caso,
0 uso de folhas, ao invés da casca, € considerado uma alternativa de menor impacto
ambiental, visto que a retirada das cascas do caule pode comprometer o transporte de
nutrientes e seiva, provocando descontrole de processos vitais do vegetal, como crescimento e
reproducdo (CARMO et al., 2010). Além disso, a comparac¢do dos constituintes fitoquimicos
dos extratos aquoso e etanélico das folhas e cascas de M. rigida apresentou apenas pequena
variacdo entre 0s grupos quimicos encontrados. Em todos os extratos foram detectadas a
presenca de triterpenos, flavonoides, compostos fendlicos e catequinas. (ESTEVAM, 2006).
O efeito antiulcerogénico de espécies de Maytenus tem sido atribuido aos triterpenos e
flavonoides (VILLEGAS et al., 1994; NIERO, 2001; LEITE et al., 2001; GONZALES et al.,
2001), outrossim, flavonoides e catequinas apresentam acdo antioxidante (LARSON, 1998),

provavelmente contribuindo para o efeito gastroprotetor.

A toxicidade aguda de extratos de M. rigida ja foi previamente investigada
(Santos et al., 2007), em doses tdo altas quanto 5000 mg/Kg (p.o.) e 2000 mg/Kg (i.p.), ndo
sendo registrados, naquele trabalho, sinais deletérios ou mortalidade, sugerindo seguranga
para 0 seu consumo, tornando tambem desnecessaria a realizagcdo de novo teste de toxicidade

aguda.



A ingestdo de etanol caracteriza-se pelo desenvolvimento de lesbes gastricas em
seres humanos (LAINE; WEINSTEIN, 1988). O alcool promove deple¢do do muco protetor
deixando a mucosa exposta a acdo proteolitica do suco gastrico e rompimento dos vasos
sanguineos que irrigam a mucosa (OATES; HAKKINEN, 1998), promovendo o aparecimento
de multiplas bandas hemorragicas distribuidas ao longo eixo da por¢do glandular do estémago
(MINCIS et al., 1995). Os danos causados pelo etanol estdo ligados & producéo de radicais
livres de oxigénio (MUTOH et al., 1990), liberacdo de mediadores inflamatdrios, inducao de

vasoconstric¢ao e isquemia, seguidos de morte celular (SZABO et al., 1985).

A reducdo significativa de lesdes gastricas observada em nosso trabalho evidencia
a atividade gastroprotetora do EA. Quando comparadas as areas lesionadas dos estbmagos dos
animais que receberam etanol absoluto, os estdmagos dos animais tratados com EA
mostraram uma dréstica reducdo da area de lesdo percentual a partir da dose de 200 mg/kg
(p.0.). Os resultados também evidenciaram um efeito dose-dependente, tendo em vista que

com o0 aumento da dose seguiu-se 0 aumento da protecéo.

Histologicamente, nossos resultados demonstraram que 0 etanol absoluto
provocou hemorragia, edema, perda de células epiteliais e desarranjo na mucosa como ja
esperado de acordo com trabalhos anteriores (SILVA et al. 2012; SLOMIANY et al., 1979;
TRIOS et al., 2010). N&o foi observado infiltrado de células inflamatorias nas camadas da
mucosa provavelmente devido ao curto periodo de tempo decorrido entre a administracdo do
etanol e a eutanasia dos animais para retirada do estdmago (30 min). O EA diminuiu, de
maneira significativa, o aparecimento de hemorragia e a perda de células epiteliais, mas ndo

reduziu a formacéo de edema.

Baseados nestes resultados, decidimos utilizar a menor dose (200 mg/kg) de EA
que apresentou efeito significativo para tentar elucidar o possivel mecanismo de acgdo

subjacente a essa propriedade protetora.

O O6xido nitrico é um potente vasodilatador que promove um fluxo sanguineo
adequado e exibe muitas das mesmas funcbes das PGs no TGlI, incluindo estimulacdo da
secrecdo de muco, promovendo cicatrizagdo e manutencdo do fluxo sanguineo da mucosa
(Wallace, 2006; Tulassay and Herszeényi, 2010). Nosso estudo demonstrou que a protecéo do
EA depende diretamente da geragdo de NO, tendo em vista que seu efeito protetor, neste

modelo, foi revertido pelo o pré-tratamento com o L-NAME (inibidor da sintese de NO).



Bucci e colaboradores (2004) demonstraram que o Oxido nitrico derivado da
NOSe tem um importante papel no aumento da permeabilidade vascular na fase aguda da
inflamacédo. Pode-se considerar, portanto, que possivemente existe ligacdo entre a producéo
de NO relacionada ao EA e a manutencdo do edema demonstrado na analise histoldgica nos
animais tratados. Entretanto, o efeito vasodilatador do NO é fator determinante no mecanismo
gastroprotetor em questéo.

As PGs fazem parte de uma classe de mediadores produzidos pelas enzimas
ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2) e apresentam papel importante no trato
gastrintestinal. A acdo gastroprotetora das prostaglandinas estd ligada a estimulacdo da
secrecdo de muco e bicarbonato no estdmago, que promove manutencdo de um gradiente de
pH o6timo na superficie da mucosa. Os efeitos benéficos dos anélogos de prostaglandinas,
como o misoprostol (analogo da PGE1) em seres humanos foram observados em doses que
produzem inibicdo significativa da secrecdo acida gastrica (WALLACE, 2008; PALILEO;
KAUNITZ, 2011). Nossos resultados mostraram que a protecdo exercida pelo EA ocorre
independentemente da administragdo de indometacina (inibidor dual de COX-1 e COX-2).
Além disso, a protecdo do EA foi similar a observada para o grupo que recebeu misoprostol.
Este fato indica que o mecanismo de acdo do EA provavelmente independe da producédo de
PGs.

Opioides exercem efeito protetor no modelo de lesbes gastricas induzidas por
etanol e tanto receptores mu quanto delta parecem estar envolvidos nesta atividade (GYIRES
et al., 2000). Estes receptores podem ser ativados na presenca de mediadores opioides
enddgenos ou exdgenos como morfina e derivados. A ativacdo dos receptores pi-opioides no
TGI inibe a liberacdo de acetilcolina, reduzindo a contratilidade da musculatura lisa
(GELMAN, 2010). A ativacdo de ambos os receptores mu e delta estd relacionada a uma
maior producdo de 6xido nitrico e prostaglandinas, no modelo de les6es induzidas pelo etanol
(GYIRES et al., 2001). Em nosso estudo, o efeito protetor exercido tanto pela morfina como
pelo EA foi prontamente revertido pelo antagonista opioide ndo-seletivo naloxona, sugerindo
a acdo de receptores opidides na protecdo da mucosa gastrica exercida pelo EA contra os
danos induzidos pelo etanol.

Os receptores a-2-adrenérgicos centrais e periféricos promovem inibicdo da
secrecdo &cida gastrica, da motilidade e do transito gastrintestinal. O mecanismos de acao

centrais ainda permanecem obscuros, mas, em nivel periférico, foi demonstrado que



receptores a-2-adrenérgicos pré-sinapticos dos terminais colinérgicos do nervo vago modulam
a secrecdo gastrica atraves da inibicdo da liberacdo de acetilcolina (BLANDIZZI et al., 1995).
A acetilcolina, liberada de neurénios pés-ganglionares, estimula diretamente a célula parietal
via receptores muscarinicos tipo M3. Este processo esta acoplado a ativagdo de fosfolipase C,
com geracdo de trifosfato de inositol e aumento da concentragdo de célcio intracelular,
culminando com a secre¢do acida (SCHUBERT, 2009). A acetilcolina também age
indiretamente pela ativacdo de receptores muscarinicos tipos M2 e M4 presentes na superficie
das celulas D das glandulas gastricas, inibindo a secrecdo de somatostatina e, desta forma,
reduzindo a interferéncia inibitoria tbnica exercida por este peptideo sobre as células parietais.
A reducdo da liberacéo de acetilcolina provoca uma reducgdo da motilidade do musculo liso do
TGI (SILVA et al., 2012). Nossos resultados mostraram que a administracdo prévia de
ioimbina, antagonista de receptores a-2-adrenérgicos, inibiu o efeito gastroprotetor do EA,

sugerindo o envolvimento destes receptores no seu mecanismo de acéo gastroprotetora.

A inibicdo motora do estdmago a-2-induzida também contribui para o efeito
protetor da mucosa gastrica. A diminuigdo das contraces gastricas de alta amplitude reduzi a
possibilidade de aparecimento de disturbios microvasculares na mucosa, pela compressdo da
parede gastrica (GYIRES et al., 2009). Este efeito, embora ndo tenha sido objeto do atual

estudo, poderia também estar envolvido na gastroprotecao.

Nossos resultados suportam a idéia de que o efeito gastroprotetor do EA
provavelmente é uma combinacdo de ativacdo de receptores opidides, com consequente
producdo de NO no endotélio da vasculatura da mucosa, promovendo um aumento do fluxo
sanguineo regional e aumento da producdo de muco, associado a inibicdo da secrecdo de ACh
promovida por receptores tipo mu, com consequente diminuicdo da producdo de &cido
cloridrico. O aumento do fluxo sanguineo regional é relacionado ao maior aporte de nutrientes
e a remocao de metabolitos toxicos e radicais livres, o que contribuiria para o efeito protetor.
O efeito inibidor da secrecdo de ACh também é exercido pela ativacdo dos receptores a-2-
adrenérgicos nas terminacdes nervosas vagais, com diminuicdo da motilidade gastrica e da

secre¢do do suco gastrico, eventos de provavel importancia na gastroprotecao.



7 CONCLUSOES

v O extrato aquoso obtido das folhas de M. rigida Mart apresenta atividade
gastroprotetora, verificada pela reducdo da area lesionada pela administracéo de etanol
absoluto, quando comparada ao grupo que recebeu apenas solucéo salina.

v" O mecanismo de acdo envolvido na atividade gastroprotetora esta realacionado com a
atividade de receptores opioides, adrenoceptores-o-2 e com 0 aumento da producéo de
Oxido nitrico, mas nao envolve a sintese de prostaglandinas.

v' O extrato aquoso de M. rigida mostra-se forte candidato & pesquisa clinica no

desenvolvimento de alternativas terapéuticas para gastrite e outras afec¢cdes do TGI.
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