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RESUMO

Espécies do género Tephrosia possuem amplo emprego popular com uso terapéutico em
desordens inflamatdrias, apresentando capacidade biogenética para produzir substancias com
atividades antioxidantes. Este trabalho teve por objetivos avaliar a atividade gastroprotetora
do extrato salino de raizes de Tephrosia egregia Sandwith (TERE); investigar o possivel
envolvimento do 6xido nitrico, prostaglandina E2, e receptores opioides no efeito protetor de
TERE no modelo de lesdo géastrica induzida por etanol em camundongos. O efeito de TERE
na protecdo gastrica foi avaliado pela analise da area lesionada do estbmago ap0s agressao
quimica com etanol. Nos procedimentos metodoldgicos de gastropatia induzida por etanol,
foram analisados os grupos controle (Salina 0,3ml/30g), TERE (doses- 2, 20, e 200 mg/KQg), e
ranitidina (80 mg/Kg). A concentragcdo de hemoglobina tecidual foi quantificada utilizando
um Kit padrdo com reagente de Drabkin. Atividade antioxidante foi determinada atraves de
dosagens da catalase - CAT, superdxido dismutase - SOD e glutationa reduzida - GSH.
Adicionalmente, neste modelo, foram utilizadas diferentes ferramentas farmacoldgicas
(morfina, naloxona, misoprostol, indometacina, L-arginina, ou L-NAME), para buscar
esclarecer os possiveis mecanismos de acdo da TERE no possivel efeito gastroprotetor. A
analise estatistica empregou o teste de analise de variancia, seguido por teste de comparacoes
multiplas de Bonferroni, sendo significativo quando p < 0,05. O efeito gastroprotetor macro e
microscopico do extrato salino de raizes de Tephrosia egregia Sandwith foi significativo se
comparado ao efeito da ranitidina no modelo etanol-induzido; houve uma reducdo na
concentracdo de hemoglobina tecidual do grupo tratados com TERE. A atividade enzimatica
da CAT, SOD e GSH aumentou no grupo tratado com TERE, determinando o efeito
antioxidante do extrato. A andlise de ferramentas farmacoldgicas revelou que o efeito protetor
da Tephrosia egregia envolve a participacio das vias do Oxido Nitrico, e a ativacio dos
receptores opidides, mas nao depende de Prostaglandinas. Em concluséo, ficou evidenciada a
atividade gastroprotetora do extrato salino de raizes de Tephrosia egregia Sandwith,
demonstrando sua eficiéncia através das atividades biologicas demonstradas servindo como

requisitos para qualificar esse extrato como produto biotecnoldgico.

Palavras-chave: Gastroprote¢do, Lesdo géastrica, Tephrosia egregia Sandwith.



ABSTRACT

Species of the genus Tephrosia have wide popular use with therapeutic use in inflammatory
disorders, presenting biogenetic capacity to produce substances with antioxidant activities.
The objective of this study was to evaluate the gastroprotective activity of the extract of roots
of Tephrosia egregia Sandwith (TERE); Investigate the possible involvement of nitric oxide,
prostaglandin E2, and opioid receptors in the protective effect of TERE in the model of
ethanol-induced gastric injury in mice. The effect of TERE on gastric protection was
evaluated by the analysis of the injured area of the stomach after chemical aggression with
ethanol. In the methodological procedures of ethanol induced gastropathy, the control groups
(Saline 0.3ml / 30g), TERE (doses-2, 20, and 200mg / kg) and ranitidine (80mg / kg) were
analyzed. Tissue hemoglobin concentration was quantified using a standard kit with Drabkin
reagent. Antioxidant activity was determined through catalase - CAT, superoxide dismutase -
SOD and reduced glutathione - GSH dosages. In addition, in this model, different
pharmacological tools (morphine, naloxone, misoprostol, indomethacin, L-arginine, or L-
NAME) were used to clarify possible mechanisms of action of TERE in the possible
gastroprotective effect. Statistical analysis employed the analysis of variance test, followed by
Bonferroni multiple comparison test, being significant when p < 0.05. The macro and
microscopic gastroprotective effect of the salt extract of Tephrosia egregia Sandwith roots
was significant when compared to the effect of ranitidine in the ethanol-induced model; There
was a reduction in tissue hemoglobin concentration in the group treated with TERE. The
enzymatic activity of CAT, SOD and GSH increased in the group treated with TERE,
determining the antioxidant effect of the extract. Analysis of pharmacological tools revealed
that the protective effect of Tephrosia egregia involves the participation of Nitric Oxide
pathways and the activation of opioid receptors, but does not depend on Prostaglandins. In
conclusion, it was evidenced the gastroprotective activity of the salt extract of Tephrosia
egregia Sandwith roots, demonstrating its efficiency through the demonstrated biological
activities serving as requirements to qualify this extract as a biotechnological product.

Keywords: Gastroprotection, Gastric Injury, Tephrosia egregia Sandwith.
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1. INTRODUCAO

As gastropatia sdo lesdes profundas na mucosa que continuam sendo uma causa
comum de hospitalizacdes e cirurgias, de acordo com o progresso no diagnostico e tratamento
(SOSTRES et al., 2010; WANG et al., 2010).

Pesquisas laboratoriais utilizando modelos de gastropatias induzidas por etanol
em camundongos tém contribuido para elucidar eventos celulares e moleculares que formam a
base da patogenia da doenca.

Os medicamentos utilizado no tratamento de Ulceras possui custo financeiro
elevado para a maioria da populacdo (WANG et al., 2010). Assim, o uso de farmacos
oriundos de recursos naturais contribui para uma maior adesdo ao esquema terapéutico, visto
gue a Organizacdo Mundial da Saude - OMS recomenda a pratica do uso de plantas
medicinais nos programas de atencdo primaria a saude como forma de diminuir 0s custos e
ampliar o nuimero de beneficiados, principalmente nos paises subdesenvolvidos e em
desenvolvimento (BIESKI, 2004).

Véarios medicamentos sintéticos utilizados na terapéutica moderna, que atuam
especificamente 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 extraidos de fontes naturais: 25% de
plantas, 13% de microrganismos e 3% de animais (CALIXTO, 2001).

A utilizacdo de uma flora variada tem sido validada, ainda que em ensaios pré-
clinicos, no tratamento de doencas do trato gastrintestinal (BACCHI, 1986; REPETTO,;
LLESUY, 2002; ABDULLA etal., 2010; AL-ATTAR, 2011).

O conhecimento sobre plantas medicinais € um recurso popular usado como
alternativa terapéutica. Atualmente, existe uma preocupag¢do com a seguranga e eficacia dos
produtos naturais, visto que na maioria das vezes 0 uso como tratamento é baseado somente
em suposicdes tradicionais.

A juncdo do conhecimento popular do uso de plantas como medicamento e
procedimentos experimentais modernos incrementa resultados, reforga certezas
farmacologicas ou as contestam, propondo novas abordagens, com resultados muitas vezes

inéditos e inovadores.
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Espécies do género Tephrosia possuem amplo emprego popular, sendo usada em
desordens inflamatérias (SANTRAM et. al, 2006; SHENOY et. al, 2010) e doencas que
afetam os rins, figado, baco, coracdo e sangue (DESPANDE et. al, 2003). Apresentam
capacidade biogenética para produzir substancias com grande diversidade estrutural, tais
como esterdides, aminoacidos e flavonoides, incluindo os isoflavondides rotenodides (ANDEL,
2000). Estes ultimos sdo conhecidos por apresentarem atividades antioxidantes, por sua
capacidade de capturar os radicais hidroxila ou peréxido, por exemplo (DAS et. al, 1990;
ABDELWAHED et. al, 2007).

A espéecie Tephrosia egregia apresenta excelente capacidade antioxidante,
relatada atraves da investigacdo de extrato metanolico, sugerindo possuir um bom potencial
de acéo contra os radicais livres (ARRIAGA et. al, 2009).

Diante disto, estudamos a atividade gastroprotetora de Tephrosia egregia
Sandwith, buscando contribuir para o desenvolvimento de uma abordagem terapéutica
complementar no tratamento dos processos ulcerosos da mucosa gastrica, aumentando as

chances de éxito do tratamento, e caracterizacao dos possiveis mecanismos de acgao.



2. REVISAO DE LITERATURA

2.1 O estbmago e a mucosa gastrica
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A alimentacdo é fonte crucial de nutrientes para os animais, incluindo o homem,

sendo o estbmago um dos principais 6rgdos envolvidos na digestdo. Apresenta-se como um

6rgdo sacular com capacidade de 1200 a 1500 mL, podendo sofrer distensdo e acomodar um

volume de até 3000 mL. O estbmago é dividido em cinco regides anatbmicas: cardia, fundo,

corpo, antro e o esfincter pilorico (figura 1), sendo seu revestimento interno idéntico ao do

restante do trato gastrointestinal, apresentando mucosa, submucosa, camada muscular e serosa

(ABBAS, VINAY KUMAR e FAUSTO, 2005).
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Figura 1 - Regifes anatémicas do estbmago humano
Fonte: SOBOTTA (2000).

A superficie da mucosa gastrica € recoberta por células especiais conhecidas por

“células mucosas superficiais” que sdo responsaveis pela producdo e liberagdo de um muco

viscoso, denso e alcalino que serve de barreira protetora contra a agdo da secre¢do acida,

sintetizada pelas glandulas oxinticas ou gastricas, as quais estdo presentes no corpo e fundo do

estbmago (MILLS e SHIVDASANI, 2011).
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A éarea glandular oxintica é composta por células parietais (ou oxinticas) e
localiza-se nas regiGes de fundo e corpo do estbmago (80% do 6rgdo). A area glandular
pilorica, localizada na regido antral, ocupa os outro 20% do Orgdo 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 composi¢do celular, as glandulas
gastricas apresentam ainda células neuroenddcrinas, contendo agentes sinalizadores
hormonais e paracrinos que participam do controle da secrecdo, dentre as principais estdo: as
células enterocromafins (EC), secretoras do peptideo natriurético atrial (PNA), serotonina e
adrenomedulina; células enterocromafins-similes — ECL (enterochromaffin-like) que contém
histamina; 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.
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Histologicamente, o estdmago é composto pelas camadas teciduais: mucosa,
submucosa, muscular externa (circular e longitudinal) e serosa (Figura 3). A superficie
interna do estdbmago (mucosa) é revestida por células epiteliais prismaticas, as quais formam
as fossetas gastricas, originando pequenas glandulas na por¢do 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, é constituida
principalmente de tecido conjuntivo (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 1999; KUTCHAI, 2004,
SILVERTHON, 2003; LIU; CRAWFORD, 2005).
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Fonte: SILVERTHON (2003).

A mucosa gastrica possui dois compartimentos distintos: o foveolar superficial e
glandular mais profundo, demonstrando a variagdo na sua composic¢ao de acordo com a regido
anatdmica do estdbmago. As glandulas superficiais do estbmago sofrem estimulacdo direta
pela presenca do alimento, aumentando a sua secre¢do, sendo que também sdo ativadas pelo
Sistema Nervoso Entérico (SNE). Da mesma forma, o SNE ativa glandulas mais profundas,

podendo essa ativacdo ocorrer pela estimulacdo tatil, irritacdo quimica e/ou distensdo da
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parede gastrica proporcionando um aumento nas secrecdes tanto de glandulas superficiais
quanto profundas. A estimulacdo parassimpética, com liberacdo de acetilcolina, excita a
atividade gastrointestinal incluindo uma maior liberagdo das secrecbes glandulares; ja a
estimulacdo simpatica, com liberacdo de norepinefrina e pequenas quantidades epinefrina,
inibe a atividade do trato gastrointestinal opondo-se a estimulacdo parassimpatica, efeito esse
atribuido principalmente a inibicdo dos neurbnios do sistema nervoso entérico pela
norepinefrina (FURNESS, 2012). A regulagcdo hormonal tem papel crucial no controle da
secrecdo das glandulas gastricas, regulando tanto o volume como as caracteristicas das
secrecdes (SCHUBERT; PEURA, 2008).

2.2 Fisiologia da Secrecdo Gastrica

A secrecdo de acido gastrico € um processo continuo em que multiplos fatores
centrais e periféricos contribuem para uma meta comum: a secrecdo de H' pelas células
parietais. E regulada por uma complexa interagdo de sinais neurais, enddcrinos e paracrinos
do cérebro e do trato gastrointestinal (KONTUREK, et al., 2004; PETRONILHO, et al.,
2009). Neurdnios aferentes e eferentes providenciam uma comunicacdo bidirecional entre
SNC e o estbmago além de uma grande variedade de neuropeptidios, que agem centralmente e
perifericamente para regular a secrecao acida gastrica (SCHUBERT, 2005) (Figura 4).

Os principais estimulantes da secrecdo do &cido sdo a acetilcolina (ACh), liberada
de neurdnios pos-ganglionares entéricos; a gastrina, liberada de células G do antro gastrico; e
a histamina, libera das ECL (Figura 2). O principal inibidor da secrecdo do acido gastrico é a
somatostatina liberada das células D da mucosa oxintica e pilérica (HOOGERWEREF;
PASRICHA, 2006).

Na via neuronal, o Sistema Nervoso Central (SNC) modula a atividade do SNE
através da ACh, estimulando a secrecdo de acido gastrico em resposta a antecipacdo ao
alimento (odor, visdo, salivagdo), o que caracteriza a “fase cefalica” da secregdo acida
gastrica. As fibras eferentes que se originam nos nucleos motores dorsais descem até o
estdmago pelo nervo vago e fazem sinapse com células ganglionares do SNE (SCHUBERT,
2005).

A ACh é liberada pelos neurdnios pos-ganglionares do nervo vago e interage com

receptores muscarinicos M3 da membrana basolateral da célula parietal, ativando-os. A
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ativacdo do receptor colinérgico resulta na liberacdo de célcio dos estoques mediada pela
formacéo do inositol 1,4,5-trifosfato (IP3) pela fosfolipase C, bem como da entrada de célcio
extracelular que é modulada por vérias substancias ativadas pela fosfolipase A2. O calcio se
une a proteinas fixadoras de calcio, como a calmodulina, formando o complexo célcio-
calmodulina que fosforila proteinas em cascata e ativa as proteinas quinases calcio
dependentes (PKC). A ativagdo da PKC permite a fosforilacdo de proteinas que irdo ativar a
H'/K*-ATPase (bomba de prdton), estimulando diretamente a secrecdo do &cido
(ATHMANN, et al., 2000; AIHARA, et al, 2007).

A ACh também age indiretamente através da interacdo com receptores
muscarinicos M2 e M4 das células D e por inibicdo do Peptideo Natriurético Atrial - ANP
(CHEN, et al., 2006; SCHUBERT e PEURA, 2008). Estes processos impedem a secre¢éo de
somatostatina, removendo a regulacdo deste peptideo sobre as células G, ECL e parietais
(SCHUBERT, 2005).

A gastrina é produzida pela célula G do antro gastrico, mas também pode ser
produzida em pequena quantidade no intestino delgado, no coélon e no péncreas. Este
horménio é o principal mediador da secrecdo &cida estimulada pela alimentacdo e age
principalmente liberando histamina das células ECL no corpo e fundo do estbmago. Quando
liberada da célula G, liga-se em receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2 (CCKy)
localizados na célula parietal, promovendo aumento dos niveis de célcio intracelular, o qual
estimulara a bomba de prétons (H*/K*-ATPase), desencadeando a formacéo de &cido. Esses
receptores também estdo presentes nas células ECL, aos quais a gastrina pode ligar-se
promovendo a liberacdo de histamina (ALY, et al., 2004; BEALES, 2004).

A histamina é estocada principalmente em células ECL que comumente se
localizam em estreita proximidade com as células parietais. Quando a histamina é liberada,
ela estimula diretamente a secrecdo do &cido gastrico pela ligagdo em receptores H2 na célula
parietal, desencadeando uma cascata de eventos intracelulares, resultando, com isso, no
aumento dos niveis de AMPc e ativacdo da PKA. A ativacdo da via dependente de AMPc
estimula a bomba de prétons na célula parietal, resultando na secre¢do de &cido (JAIN, et al.,
2007). Além disso, a histamina modula a secre¢do do acido de maneira indireta, por atuar em
receptores H3 na célula D do antro gastrico, inibindo a secre¢do de somatostatina (substancia
que tem funcdo de inibir a secrecdo do acido por suprimir a liberacdo de gastrina, mediante
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retroalimentacdo negativa); e atuar nas células G estimulando a liberagdo de gastrina
(KONTUREK, et al, 2004; ROULEAU, et al., 2004).

Outros mediadores estdo envolvidos na secre¢do gastrica, como o peptideo
liberador de gastrina (GPR) que é liberado das fibras pos-ganglionares do nervo vago e
estimula diretamente a liberacdo de gastrina, e consequentemente, a secrecdo acida e 0s
neuropeptidios PACAP e VIP que apos liberados dos nervos ndo colinérgicos, ativam os
receptores PCA1 e VAPAC?2 presentes nas células ECL, resultando na liberacéo de histamina
(ATHMANN, et al., 2000; AIHARA, et al., 2007; CHEN, et al., 2006; SCHUBERT;
PEURA, 2008). Entretanto o PACAP e o VIP podem inibir a secrecdo acida ao estimular

direta ou indiretamente a secre¢do de somatostatina (LI, et al., 2000).
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Figura 4 - Vias de sinalizacdo dos principais mediadores da secrecdo acida gastrica em humanos
Fonte: Adaptado de OLBE, et al. (2003).

A somatostatina é um peptideo inibitorio liberado pelas celulas D localizadas nas
areas do antro e do fundo do estdbmago. Dois mecanismos do efeito antisecretor da
somatostatina tem sido registrados: a interacdo direta sobre as células parietais e a liberacdo
de gastrina e histamina das células G e ECL. Ambos ocorrem através da ativagdo de

receptores de SST, de somatostatina localizados nas células ECL e parietal (LI, et al., 2001).
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O receptor SST, estd acoplado a proteina G inibitéria (Gi) e também pode inibir a
secrecdo 4cida provocada pelos agonistas de Ca," e a liberagdo de histamina pelas células
ECL (ATHMANN, et al., 2000; KOMASAKA, et al., 2002). Segundo Komasaka, et al.
(2002), a inibicdo da liberacdo de histamina pelas células ECL tem papel mais importante na
inibicdo da secrecdo acida gastrica do que o efeito inibitdrio direto da somatostatina sobre as
células parietais.

As prostaglandinas (PGEs) também atuam na regulacdo da secrecdo &cida via
receptores EP3; que acoplados a proteina Gi inibem a via da ACh, causando supressdo da
acidez gastrica nas células parietais (KATO, et al., 2005)

O peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) pertence a uma familia de
genes que incluem a calcitonina, a adrenomedulina e a amilina. Seus receptores ja foram
identificados nas células D antral e oxintica. Em resposta a alta acidez, o CGRP ligado aos
neurdnios sensoriais estimula a somatostatina causando a inibicdo da secrecdo de gastrina e
histamina e consequentemente, da secrecdo acida (SCHUBERT; PEURA, 2008).

2.3 Mecanismos de defesa 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-inflamatérios nao
esteroides (AINES), além de produtos bacterianos que sdo capazes de provocar reacdes
inflamatorias locais ou sistémicas. Para evitar possiveis danos causados por tais substancias
existe um mecanismo préprio de defesa que depende de processos fisiol6gicos, modulados
por uma gama de mediadores, entre hormonios, neurotransmissores e citocinas. Existem 0s
mecanismos locais e 0s neuro-hormonais, ambos atuam de forma dindmica, controlando o
fluxo sanguineo da mucosa, como o aporte de leucdcitos, a taxa de descamacdo do epitélio, a
secrecdo de muco, HCC e, bicarbonato de sodio e o sistema imunoldgico. Em condicGes 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. O tecido
gastrico possui eficiéncia na defesa da mucosa, desde o lumen até regides mais profundas do
tecido, dependendo da extensdo e da causa do dano (TULASSAY; HERSZENY], 2010).


https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
https://pt.wikipedia.org/wiki/Hidrog%C3%A9nio
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A primeira defesa contra os agentes agressores (H" e pepsina) é uma barreira
fisica formada por muco, bicarbonato e fosfolipideos surfactantes que recobrem a camada
superficial. O muco é composto basicamente por &gua e mucina, e como o bicarbonato, é
secretado pelas células superficiais formando assim a barreira protetora. Prostaglandinas,
agentes colinérgicos, gastrina e secretina estimulam a secrecdo de muco. J& a secrecdo de
bicarbonato pode ser estimulada por prostaglandinas, L-glutamato, L-aspartato, L-leucina,
inibidores da fosfodiesterase 5 (PDES5) e ativacdo de receptores semelhantes a Toll tipo 3 e 4
(TLR3 e TRL4) (DEFONESKA e KAUNITZ, 2010).

O bicarbonato de sédio ajuda a manter uma zona de pH neutro na mucosa
oferecendo uma barreira protetora contra a difusdo do acido. Sabe-se que a PGE2 estimula a
secrecdo de bicarbonato de sddio no estbmago, via ativacdo dos receptores EP1; e no duodeno
de ratos, via ativacdo de receptores EP3 e EP4. Além disso, o fator liberador de corticotrofina,
melatonina, uroganilina, e orexina A também estimulam a secrecdo de bicarbonato (AOI, et
al., 2004; NAKASHIMA, et al., 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 estd aderido mais frouxamente; e a mais interna,
firmemente aderida. Sendo esta Gltima 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 epitélio e diminui a capacidade bacteriana de
invadir o epitélio subjacente Além de prevenir a abrasdo mecanica, 0 muco prové um
microambiente adequado a cicatrizacdo em sitios onde a superficie foi previamente
danificada, acelerando o reparo. Em combinacdo com o bicarbonato de sédio 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).

O fluxo sanguineo é fundamental na defesa citoprotetora da mucosa gastrica por
disponibilizar mais bicarbonato de sodio e proteger a mucosa da retrodifusdo dos jons H*. O

oxido nitrico (NO), que produzido pela acdo da enzima oxido nitrico sintetase (NOS), atua
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como vasodilatador local com aumento do fluxo sanguineo. A NOS possui trés isoformas que
produzem NO a partir da L-arginina, convertendo-a em L-citrulina; duas isoformas séo
constitutivas, a endotelial (eNOS) e a neural (nNOS), e uma forma induzivel (iNOS). O NO
atravessa facilmente membranas plasmaticas difundindo-se rapidamente para células vizinhas
a célula que o produziu, tendo a capacidade de ligar-se ao grupo heme da guanilil ciclase
soltvel (GCs), que catalisa a conversdo de GTP para GMPc, aumentando, por conseguinte, a
concentracdo de GMPc intracelular. Assim, esse segundo mensageiro liga-se aos dominios
especificos de moléculas efetoras, incluindo canais i6nicos, proteinas quinases, e
fosfodiesterases, promovendo respostas celulares. Os neurénios do sistema nervoso entérico e
celulas endoteliais vasculares expressam de forma basal as suas respectivas isoformas
constitutivas da NOS, e a forma induzivel também pode ser expressa por estes tipos celulares
como também por macrofagos e neutréfilos. Uma relevante diferenca entre as isoformas
constitutivas e induziveis, é que esta Ultima € uma enzima calcio independente, propiciando a
esta a capacidade de produzir grande quantidade de NO, que faz com que este passe a ter
efeito pré-ulcerogénico (NISHIO et al., 2006).

Prostaglandinas enddgenas, também denominadas prostanoides tem um
importante papel mediando muitos aspectos da defesa da mucosa gastrointestinal (MAITY et
al., 2003). Podem ser produzidas a partir do acido araquidénico (AA) pela acdo das
cicloxigenases (COX), que apresentam trés isoformas: COX1 constitutiva, COX2 induzivel e
COX3 uma variante da COX1 (DEY, LEJEUNE e CHADEE, 2009). Prostanoides possuem
oito receptores, entre tipos e subtipos. Prostaglandias E2 (PGE2), existem os subtipos EP1,
EP2, EP3 e EP4 (NARUMIYA, 2009). A PGE2 produzida pelas células mucosas atua na
protecdo gastrica em varios locais e ligando-se a diferentes subtipos de receptores: no
estbmago ocorre inibicdo da contracdo através do envolvimento de receptores EP1; a
estimulagdo da secre¢do duodenal de bicarbonato ocorre através de receptores EP3 e EP4; a
inibicdo da contragdo do intestino delgado por EP4; estimulacdo da secrecdo de muco no
estbmago (EP3 e EP4); e sub-regulacdo da secrecdo de citocinas no célon (EP4) e
aumentando também o fluxo sanguineo (TAKAHASHI, TAKEUCHI e OKABE, 1999).

Radicais livres sdo espécies quimicas com elétrons desemparelhados que lhes
conferem alta reatividade. As Espécies Reativas de Oxigénio (EROs) séo radicais livres que
contém oxigénio ou espécies quimicas contendo oxigénio e formam facilmente radicais

livres, como perdxido de hidrogénio (H202). Tais espécies sdo resultados do metabolismo
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celular natural sendo capazes de induzir dano e provavelmente morte celular (STOHS, 2011).
Antioxidantes sdo moléculas capazes de evitar ou diminuir o dano oxidativo causado por
radicais livres. Os flavondides e outros polifendis, presentes em alguns produtos naturais, sdo
substancias que podem propiciar varios beneficios a saude e possuem comprovadamente, in
vitro, acdo antioxidante ou pré-antioxidante, acdo essa comprovada in vivo em alguns locais
como estdmago, intestino delgado e grosso (HALLIWELL, 2011).

As células do trato gastrointestinal possuem um sistema de defesa antioxidante
capaz de evitar a citotoxicidade das espécies reativas de oxigénio (EROs) através de
mecanismos que envolvem a acdo de enzimas antioxidante como a superdxido dismutase
(SOD), glutationa (GSH) e catalase (CAT) (Figura 5).

Alteracdes no estado redox (oxidacgdo-reducgédo) e deplecéo de antioxidantes pela
exposicao a agentes oxidantes levam ao estresse oxidativo e dano oxidativo (BAY IR, 2006).

A SOD existe sob a forma de trés isoenzimas nas células humanas: a) SOD
citosolica, contendo ions cobre e zinco, b) SOD extracelular, contendo ions cobre e zinco e c)
SOD mitocondrial, contendo ions manganés. Esta enzima remove, por reacdo de dismutacao,
o radical superéxido (0?), que é um radical livre muito reativo, formado pela reducdo do
oxigénio molecular (MATES; SANCHEZ-JIMENEZ, 1999; HALLIWELL; GUTTERIDGE,
1999).

A catalase localiza-se principalmente nos peroxissomos, onde catalisa a
dismutacdo do peroxido de hidrogénio em agua e oxigénio molecular. Tem também a funcao
de detoxificacdo de diferentes substratos, como fendis e alcoois pela reducdo do perdxido de
hidrogénio. A catalase liga-se com NADPH, o qual protege a enzima da inativagdo e aumenta
assim sua eficiéncia (KIRKMAN et al., 1999).

A Glutationa (GSH) é um tripeptideo, age como um antioxidante importante para
a manutenc¢do da integridade da mucosa do estdmago. Os tidis enddgenos tais como GSH séo
capazes de ligar-se a radicais livres e prevenir a formacgéo das lesdes produzidas por varios
agentes ulcerogénicos. Assim a GSH tem importante participagdo na manutencdo da
integridade da mucosa géstrica e seu esgotamento pode resultar na acumulacdo de radicais
livres que favorecem o surgimento de danos a membrana por peroxidacéo lipidica (MAITY,
et al., 2003; DEMIR, et al., 2003; OLIVEIRA, et al., 2004).

A concentragdo relativamente elevada de grupos sulfidrilicos ndo proteicos (NP-

SH), que é principalmente glutationa reduzida (GSH, glicina y-glutamil-cisteina), além de
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cisteina (CSH), coenzima A e outros tidis na mucosa gastrica, também indica suas possiveis
implicacOes para a gastroprotecdo. NAGY et al. (2007) indicaram que sulfidrilas enddgenas
(SH) desempenham um papel importante na manutencdo da integridade gastroduodenal e na

protecdo contra lesdes quimicamente induzidas em células, tecidos e 6rgaos.

O,

Superoxido
dismutase

\
H2OZ

GSH
Glutationa K
peroxidase
\» GSSG

v

H,0

Catalase

H,O + O,

Fluxograma 1 — Agéo das enzimas antioxidantes no trato gastrointestinal.
Fonte: Adaptado de MOURA ROCHA (2009).

2.4 Ulcera géstrica

A Ulcera é uma lesdo profunda da mucosa produzida pela acdo da secrecdo acida,
que se estendem até camada muscular, podendo atingir a submucosa ou camadas mais
profundas, onde tanto os componentes dos tecidos epitelial e conectivo, incluindo
miofibroblastos subepiteliais, células do musculo liso, vasos e nervos, podem ser destruidos
(MALFERTHEINER, CHAN e MCCOLL, 2009. MILANI; CALABRO, 2001).

Na maioria dos casos a etiologia da Ulcera € multifatorial, sendo geralmente aceito
que é resultante de um desequilibrio gerado pelo aumento dos agentes agressores endogenos
(&cido cloridrico e pepsina) ou exdgenos (etanol, infeccdo por H. pylori, anti-inflamatorios
nédo-esteroidais (AINEs), fumo, estresse) e pela diminuicdo dos agentes protetores (muco,
bicarbonato, prostaglandinas, 0xido nitrico e fluxo sanguineo), responsaveis pela integridade
da mucosa (BELAICHE, et al., 2002; RAMAKRISHNAN, et al., 2007; ABBAS, et al.,
2005). (figura 6).
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NORMAL INJURIA ULCERA PEPTICA
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Figura 5 - Fatores que influenciam o equilibrio gastrico.
Fonte: adaptado de ABBAS, VINAY KUMAR, FAUSTO (2005).

2.4.1 Lesdo da mucosa gastrica induzida por etanol

As lesbes induzidas experimentalmente em camundongos possuem 0 Mesmo
mecanismo para o desenvolvimento das lesbes em seres humanos, ou seja, provocando um
desequilibrio entre os agentes agressores e 0s agentes responsaveis pela protecdo da mucosa
(MAITY et al., 2003).

O etanol ¢é capaz de induzir lesdes experimentais para estudo por possuir acdo
necrotizante direta e causar alteracdo na microcirculagdo da mucosa, por isquemia e producéo
de radicais livres, além de liberar endotelina, promover a desgranulacdo de mastécitos, inibir
a producdo de prostaglandinas e diminuir a producdo de muco (RUJANAWATE et al.,
2005). A inibicao da sintese das prostaglandinas pelo etanol, pode ser explicada pela ativacdo
da via das lipoxigenases, que irdo aumentar os niveis de leucotrieno C4 e B4, diminuindo
assim os produtos formados pela ciclooxigenases (MAITY et al., 2003; GOEL, TAVARES e
BENNETT, 2012; PESKAR et al., 2012).
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A ingestdo de etanol em baixas concentracbes (10%) causa um processo
inflamatério agudo que estimula a aderéncia leucocitaria (neutréfilos), havendo
comprometimento do epitélio, e em altas concentracfes (90 a 100%) induz lesGes
independentes de neutrofilos, sendo mais relacionadas ao dano vascular precoce, com reducgéo
do fluxo sanguineo da mucosa, isquemia e morte celular. O processo inflamatorio produzido
pelo etanol caracteriza-se pela liberacdo de mediadores, que ativam os granuldcitos e
consequente producdo de proteases e formacao de radicais livres (TEYSSEN; SINGER, 2003;
SIEGMUND et al., 2003).

Um importante efeito deletério do etanol no estbmago é a deplecdo dos grupos
sulfidrilicos ndo-protéicos, que sdo necessarios para a estabilizacdo das membranas celulares,
bem como para a eliminagdo de radicais livres. O etanol também influencia a atividade da
musculatura, provoca estase gastrica, congestdo capilar e aumento da permeabilidade
vascular, aumentando o risco de hemorragia e ulceracdo, associados a lesdes macroscépicas e
microscopicas na mucosa (MACMATH, 1990; SANTOS; RAO, 2001).

Siegmund, Teyssen e Singer (2002), propuseram um esquema para representar o0s

efeitos agudos e crénicos do etanol na mucosa gastrica (Figura 7).

ETANOL

(agudo/crénico)

Desordens na Disfungdo na Proliferagio
Motilidade Barreira Mucosal Celular
0
Neutrofilos Estresse l Glutationa Isquemia
Oxidativo
__\/__

INFLAMAGCAO

|

Lesdo na Mucosa. Hemorragia

Fluxograma 2 - Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e cronico de etanol no estémago

humano
Fonte: Adapatado de SIEGMUND, TEYSSEN E SINGER (2002).

2.4.2 Terapéutica das gastropatias
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Quando se considera as opgdes terapéuticas existentes para o tratamento das
Ulceras, temos medicamentos que promovem: acdo antibacteriana, a neutralizacdo do &cido
gastrico, reducdo da secrecdo &cida estomacal e citoprotecdo. Geralmente, sdo utilizados
inibidores de bomba protdnica (ex. omeprazol) e de antagonistas de receptor de histamina H2
(cimetidina) (Figura 8) (SCHROETER et al., 2008).

No entanto, esses farmacos disponiveis atuam predominantemente minimizando
os fatores lesivos da mucosa, e essa terapia esta associada ao surgimento dos efeitos adversos
e em muitos casos, ocorre recidiva da lesdo gastrica (TUNDIS et al., 2008). Isso se deve ao
fato de que ainda ndo foi encontrado um farmaco capaz de proporcionar uma cicatrizacao
qualitativa das lesdes gastricas, ou seja, a reconstrucdo da inteira estrutura da mucosa gastrica,
havendo deste modo o retorno da doenca assim que o paciente faz a interrup¢do da terapia
medicamentosa (TOMA et al., 2005).

Apesar de terapias mais eficientes, como o uso de inibidores da bomba de prétons
e 0 combate a infeccdo por H. pylori, a Ulcera péptica gastrica ou doenca péptica gastrica
ainda apresenta-se como um agravo de salde com forte impacto econdmico para 0s sistemas
de salde e da diminuicdo da qualidade de vida dos individuos afetados (SUNG, KUIPERS e
EL-SERAG, 2009; LAU et al., 2011).

ANTAGONISTA MUSCAR‘NICO\‘ACh

Figura 6 — Terapéutica das lesdes gastricas em estdmago humano
FONTE: adaptado de RAFFA; RAWLS; BEYZAROQV (2006).
Portanto, torna-se necessario mais estudo para a compreensdo desta doenca, assim

como a busca por métodos e drogas capazes de promover a sua remissdo. Assim as plantas
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medicinais surgem como alternativa para uma nova abordagem terapéutica que tenha menos
efeitos colaterais e menor indice de recidiva que 0s outros compostos ja existentes no

mercado.

2.4.3 Cicatrizacao das Ulceras gastricas

A cicatrizacdo das Ulceras gastricas € um mecanismo de reparo geneticamente
programado que inclui inflamacé&o, proliferacédo celular, re-epitelizacdo, formacéo de tecido de
granulacdo, angiogénese, interacdes entre varias células e a matriz extracelular, e remodelagéo
do tecido, finalizando com a formacgédo de uma cicatriz. Citocinas, fatores de crescimento e
fatores de transcricdo 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 proliferacdo epitelial.
Células progenitoras circulantes também sdo importantes para 0 processo de reparo
(WALLACE et al., 2006). A supressdo da resposta inflamatdria pode levar a lesdo 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 inflamagdo podem diminuir a severidade
dos danos gastroduodenais. A administragdo de IL-1p, por exemplo, demonstra capacidade de
inibir a secrecdo acida, provavelmente porque estimula a liberacdo 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

cicatrizagdo (KOSONE et al., 2006).

2.5 Vias de regulacéo endogena na mucosa gastrica.
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2.5.1 Receptores opioides

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

Os opioides atuam sobre receptores especificos acoplados a proteinas G, que
podem ser ativados por mediadores endogenos (peptideos opidides) ou por drogas opioides
exdgenas como a morfina, classicamente utilizada como analgésico. Quatro tipos de
receptores diferentes ja foram descritos, u (mu para morfina), k (kapa para receptor de
ketociclazocine), & (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 ativagdo de receptores p-opioides pré-juncionais inibem a liberagdo de ACh
mediando a atividade contratil da musculatura lisa do TGl (GELMAN et al., 2010). Os
receptores opioides atuam em nivel central e periférico. Agonistas seletivos de receptores 6 ¢
p-opidides centrais exercem efeito protetor no modelo de Glceras induzidas por etanol. A
administracdo de baixas doses de opioides diretamente no SNC promove gastroprotecdo, o
mesmo ndo acontece quando administrado em doses subcutaneas. O mecanismo de acédo
envolve receptores 6-1 e 8-2 e ndo esta relacionada a diminuicdo da secrecdo acida gastrica. A
ativacdo periférica de receptores opidides (u e 8) esta relacionada a maior producdo de NO e
PGs, no modelo de lesbes induzidas pelo etanol, 0 mesmo ndo 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 século XX os antagonistas opioides comecaram a ser utilizados no
tratamento da superdosagem de drogas agonistas, a fim de reverter a depressao 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
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(DUARTE, 2005). O primeiro antagonista a ser sintetizado foi a naloxona, que apresenta
grande afinidade por receptores p, sendo bastante eficaz na reverséo dos efeitos de agonistas
opioides, inclusive os efeitos gastroprotetores (MARTIN, 1967; FERRAZ, 1999; GYIRES et
al., 2000).

2.5.2 Prostaglandinas

As prostaglandinas sdo sintetizadas a partir do acido araquiddnico (AA) por acao
da enzima cicloxigenase (COX). O AA é 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 funcbes fisioldgicas como homeostasia renal,
funcdo plaquetaria e citoprotecdo da mucosa gastrica. A segunda isoforma, COX-2, seria
expressa em resposta a estimulos inflamatorios 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 EP,. De maneira
geral, os efeitos ocorrem pela acdo em receptores acoplados a proteinas G (SAMUELSSON et
al., 1978). Estes receptores sao expressos em muitos tecidos e tipos celulares. Os subtipos EP3
e EP, estdo presentes em praticamente todos os tecidos, enquanto que a distribuicdo dos
receptores EP; e EP, esté restrita a rins, Gtero, SNC e estbmago (USHIKUBI et al., 2000).

No estbmago, as PGs exercem atividades gastroprotetoras atuando de maneira
diversa, podendo aumentar o fluxo sanguineo gastrico, a secrecdo do muco que recobre a
superficie da mucosa e a secrecdo do bicarbonato que atua como agente neutralizador; além
de diminuir a secre¢do de acido cloridrico (SULEYMAN et al., 2010). Os AINES podem

aumentar a susceptibilidade da mucosa a lesbes, por reduzirem a produgdo de PGs
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(FIORUCCI et al., 2001). A inibicao da sintese gastrintestinal de prostaglandinas pode causar
de diminuicdo da secrecdo de muco, bicarbonato e do fluxo sanguineo da mucosa, bem como
aumento do numero de leucdcitos aderentes ao endotélio vascular da microcirculagéo
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 producdo do outro. Entre estas
funcBes estdo: estimulacdo da secrecdo de muco, promogdo de cicatriza¢do e manutencao do
fluxo sanguineo (WALLACE, 2008). PGs também exercem efeito protetor de forma indireta
pela inibicdo da secrecdo de histamina a partir das células enterocromafins simile (ECL),
diminuindo potencialmente a estimulacao 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 leséo (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 acida gastrica e com 0 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 ativacdo dos fatores
de crescimento (KONTUREK et al., 2005).

A ativacdo da COX-2 em virtude do processo inflamatorio aumenta a producéo 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 ativacdo de receptores tipo EP, (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 géstrico e a inibigdo da COX-2 aumenta a adesao leucocitaria ao endotélio
vascular. Como a indometacina ndo apresenta seletividade (em determinadas doses) torna-se
eficaz na producdo de dlceras provocadas por AINES em modelos experimentais
(WALLACE et al., 2000).
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O papel da COX na protecdo da mucosa gastrica depende do grau de exposicao a
agentes potencialmente nocivos. Quando a mucosa se apresenta 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 inibicdo especifica da COX-1 torna-se suficiente para causar lesdo.
No entanto, a formacdo da lesdo é motivo suficiente para induzir a expressao da COX-2, que

ird concorrer com a COX-1 para restaurar a integridade da mucosa (PESKAR, 2001).

2.5.3 Oxido Nitrico (NO)

O NO é um mediador gasoso enddgeno, moderadamente solGvel 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 regulatorio importante, principalmente no sistema
cardiovascular e na inflamacgdo (SZABO, 2010). Pode ser citotoxico, vasodilatador e modular
reacOes inflamatorias ou anti-inflamatérias, dependendo do tipo celular e do estimulo. O NO é
produzido a partir do amino&cido arginina, na presenca de oxigénio molecular. A oxidacao da
L-arginina a 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 (mediada por macréfagos) contra diferentes
micro-organismos patogénicos, além de provocar vasodilatacdo dependente do endotélio,
inibicdo da ativacdo, da adesao e agregacdo plaquetaria, regulacéo da pressdo sanguinea basal,
entre outras atividades. A atividade da molécula foi registrada em endotélio, cerebelo, nervos
ndo adrenérgicos ndo colinérgicos (NANC), macrofagos, neutrdfilos, rins, células epiteliais
pulmonares, miocardio e mucosa gastrintestinal. Nos vasos sanguineos, o0 NO exerce funcéo
na modulacdo do didmetro vascular pela sua habilidade em relaxar o masculo liso, além de
inibir as interacbes dos elementos sanguineos circulatérios 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 célula

endotelial o NO se difunde rapidamente para a célula muscular e para o limen vascular. Na
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célula muscular o NO interage com o ferro do grupo heme da enzima Guanilato Ciclase (GC),
causando alteracdo na conformacdo 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 diminui¢io da entrada de Ca™™ para
a célula, a inibicdo da liberagdo 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 apos ocorrer a vasodilatagdo necessaria. Sabe-se que a producdo de GMPc é interrompida
segundos apds a remocao do NO da enzima GC (DUSSE et al., 2003).

No trato digestorio sdo expressas as duas isoformas constitutivas, NOSe no
endotélio vascular e a NOSn, no sistema nervoso entérico. A isoforma NOSi também é
expressa mas principalmente em macréfagos e neutréfilos, embora também o sejam no
endotélio vascular e em neurénios (LANAS, 2008). Durante o processo inflamatério no tecido
gastrico ocorre um aumento na expressdo da isoforma induzivel, sugerindo a atividade de
neutréfilos e macrdfagos na gastrite (GUO et al., 2003).

O NO apresenta importantes fungdes no TGI, incluindo o controle do fluxo
sanguineo da mucosa, manutencdo da sua integridade e do tdnus vascular. O NO também
medeia o relaxamento ndo adrenérgico nao 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 oxidacdo de proteinas e lipidios no tecido
gastrico. Dessa forma, o NO atua tanto contribuindo para a manutencdo da homeostase do
TGI, como também, em caso de lesdes na parede do TGl (CERQUEIRA; YOSHIDA, 2002;
LANAS, 2008).

O NO também protege o trato gastrintestinal através da inibicdo da secrecdo acida
gastrica pelas células parietais e aumento da liberacdo de somatostatina pelas células D; além
de atuar também de forma indireta sobre as celulas 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 produgéo
nas trés isoformas de NOS. O L-NAME ¢é 0,09 vezes mais potente sobre a NOSi do que sobre
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a NOSn, e 0,11 vezes do que a NOSe. Em virtude de sua atividade inibitoria da producéo de
NO, os analogos da L-arginina, L-NMMA ou o L-NAME aumentam a adeséo de leucocitos
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 so6dio), os quais ajudam a manter o fluxo sanguineo géastrico adequado e
inibem as interacOes entre leucacitos de endotélio (LANAS, 2008).

Tendo em vista que o aumento do [Ca*"] citosolico é um componente central na
secrecdo acida gastrica, a diminuicdo da [Ca’™"] pelo NO causa diminuicdo da secrecéo &cida.
O Ca'" facilita a reciclagem de membranas pela regulagio do transporte e acoplamento das
vesiculas tubulares com a membrana apical, sendo um elemento vital na secrecdo, pois sua
diminuicdo impede a translocacio das H*/K*ATPases para a membrana apical. Outro possivel
efeito seria pelo aumento da velocidade de degradacdo 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 acida gastrica
estimulada por histamina, sendo produzido a partir de e agindo sobre células ECL. Estas
atividades sugerem um papel de inibidor paracrino fisiologico da secrecdo acida para o NO
(BERG et al., 2004).

2.6 Recursos Naturais

2.6.1 Uso de plantas medicinais

O uso de produtos naturais, com finalidades curativas, € exercido desde 0s tempos
mais remotos por populacdes de todo mundo e contra as mais diversas enfermidades, sendo as
principais indicag0es fitoterapicas, de conhecimento popular e facil acesso (DOS SANTOS et
al., 2009)

A comprovacdo cientifica dos efeitos benéficos das plantas tem despertado
interesse dos pesquisadores, pois um grande numero de plantas medicinais permanece

desconhecido, tanto do ponto de vista quimico quanto farmacoldgico.
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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, Japéo e
0S europeus 0s que mais manufaturam e comercializam produtos naturais.

A quimica de produtos naturais e a quimica medicinal sdo ferramentas
indispensaveis para a pesquisa e desenvolvimento de novos farmacos. Muitos medicamentos
disponiveis no mercado farmacéutico, derivam de produtos naturais, seja por isolamento,
semi-sintese ou por sintese total de algum produto natural (BARREIRO e DA SILVA
BOLZANI, 2009).

Vegetais sdo fontes inesgotaveis de substancias que podem agir sozinhas ou
sinergicamente em seus extratos, onde a presenca de compostos pertencentes a classes
diferentes ou com estruturas distintas contribuem para a mesma atividade (TOUQEER,;
SAEED; AJAIB, 2013; MACIEL; PINTO;VEIGA et al., 2002).

E importante que 6rgdos institucionais (universidades, centros de pesquisa e
empresas) busquem o desenvolvimento de novos produtos a partir de espécies nativas, a fim
de produzir fitoterapicos com comprovada eficicia e seguranca, por meio de estudos pré-

clinicos e clinicos.

2.6.2 Atividade gastroprotetora de produtos naturais

Considerando-se 0s processos inflamatdrios, a despeito do progresso no
diagnostico e tratamento, as Ulceras pépticas continuam sendo uma causa comum de
hospitalizaces e cirurgias (SOSTRES et al., 2010; WANG et al.,, 2010). O tratamento
medicamentoso utilizado possui custo financeiro elevado para a maioria da populagédo
(WANG et al., 2010).

A imensa quantidade de farmacos que compdem a terapéutica moderna, incluindo
aqueles com acgdes especificas sobre receptores, enzimas e canais ionicos, nao teria alcancado
0 estagio atual de desenvolvimento ndo fossem o auxilio dos produtos naturais, notadamente
aqueles derivados das plantas superiores (YOKOYAMA et al., 2011).

Os efeitos gastroprotetores de diversas plantas estdo relacionados a distintos
mecanismos de acdo, que atuam geralmente em conjunto, como a inibi¢do da secrecdo acida
gastrica, aumento da producdo de muco e bicarbonato de sodio, efeito antioxidante, anti-

inflamatdrio e na motilidade do estdmago: o extrato da inflorescéncia de Senecio brasiliensis,
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utilizado em modelos experimentais de Ulcera géastrica e duodenal em roedores, mostrou efeito
protetor pelo aumento do pH do suco gastrico e diminui¢do da secrecdo 4cida via inducdo de
sintese de PGs e somatostatina, resultando no incremento do muco e diminuigdo 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 secre¢do de muco (SANTIN et al., 2010); o
extrato aquoso de Maytenus rigida Mart, mostrou atividade gastroprotetora nos modelos de
lesdo gastrica induzida por etanol atividade de receptores opioides, adrenoceptores-a-2 e com
0 aumento da producdo de 6xido nitrico (VIEIRA, A. M., 2013); o extrato metandlico de
Maytenus truncata mostrou efeito gastroprotetor, através do aumento do pH (SILVA et al.,
2005). Bighetti e colaboradores (2005) demonstraram o efeito antissecretorio 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 secre¢do acida gastrica.

2.7 Consideracdes Botanicas

2.7.1 Consideracoes sobre a familia Fabaceae

A familia Fabaceae Lindl. ou Leguminosae Adans. é considerada a terceira maior
familia de Angiospermae, ficando atras de Asteraceae e Orchidaceae. Compreende
aproximadamente 727 géneros e retne 19.325 espécies difundidas nos diversos ecossistemas,
estando concentrada nas regides tropicais e subtropicais (BROUGHTON et al., 2003;
LEWIS et al., 2005). Possuindo 3.200 espécies e 176 géneros, dos quais 31 sdo endémicos,
e esta representada em todos os biomas brasileiros, com um conjunto de espécies e géneros
endémicos (GIULIETTI et al., 2005).

Cerca de 490 espécies apresentam fins terapéuticos, colocando-a como a segunda
familia que mais possui plantas medicinais. Suas espécies possuem importantes propriedades
biolégicas e sdo amplamente utilizadas como componentes farmacéuticos e na medicina
popular para o tratamento de véarias doencas (GAO, et al., 2010). Outras espécies sao
utilizadas para recuperacdo de solos, como plantas do género, Glicine e Dolichos por sua

capacidade de fixar nitrogénio na presenca de bactérias nitricantes em simbiose.
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A familia Fabaceae € dividida segundo alguns autores (BENTHAM, 1859, JOLY,
1998; ZIPCODEZOO, 2016) em trés subfamilias: Mimosoideae, Caesalpinioideae e

Papilionoideae.

2.7.2 Consideracdes sobre o género Tephrosia

O género Tephrosia engloba cerca de 400 espécies e ocorre principalmente no
continente africano, mas ha relatos na Américas e Oceania. Apresentam-se como arbustos ou
subarbustos, com folhas imparipinadas ou pseudorecemas terminais ou auxiliar e sdo
lateralmente comprimidas, suas vargens séo longas contento muitas sementes. Sua ocorréncia
se d& em regides tropicais ou subtropicais (QUEIROZ; TOZZI; LEWIS, 2013; TARUS, et al.,
2002).

2.7.3 Consideraces sobre a espécie Tephrosia egregia Sandwith

O género Tephrosia é rico em compostos bioativos principalmente flavonoides
dentre os quais se destacam os rotenoides. Tephrosia egregia Sandwith (Figura 9) é conhecida
popularmente no Nordeste do Brasil como ““anil bravo”, esta planta € um arbusto com folhas
imparipinadas e foliolos de dez a vinte jugos. Apresenta flores lilds e dispostas em racemos
auxiliares ou terminais (BOLLAND, 1947).

Estudos anteriores relataram em T. egregia a presenca de rotenoides, esteroides,
peterocarpanos, chalconas, flavonas dentre outros. Seus extratos apresentaram atividades
antioxidante, antimicrobiana, nematicida, alelopatica e larvicida frente ao Aedes aegypti,
atividades estas que podem estar associadas a ampla diversidade estrutural existente nos
extratos dessa planta (AL-HAZIMI, et al., 2006; LIMA, 2010).



Figura 7 — Tephrosia egregia Sandwith.

(Registro feito por Marcos Eber)
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3. PERGUNTAS DE PARTIDA

- Qual a eficacia e os mecanismos de acdo de Tephrosia egregia em lesdo gastrica induzida

por etanol?

- O extrato de Tephrosia egregia possui atividade antioxidante? Quais as enzimas envolvidas

na protecéo citotdxica?

- O Oxido nitrico e as prostaglandinas possuem participacdo no efeito gastroprotetor de
Tephrosia egregia em modelo de lesdes géastricas induzidas por etanol?

- Os receptores opioides estdo envolvidos no efeito gastroprotetor de Tephrosia egregia em
modelo de lesdes géstricas induzidas por etanol?
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4. OBJETIVOS

4.1 Geral

Investigar o possivel efeito da solugdo salina do extrato etanolico de raizes de Tephrosia
egregia Sandwith (TE) em modelo de lesdo géstrica induzida por etanol, e os possiveis
mecanismos de ac¢do envolvidos.

4.2 Especificos:

Investigar a atividade antioxidante de Tephrosia egregia Sandwith em modelo de leséo
gastrica induzida por etanol;

Investigar o envolvimento dos receptores opioides e receptores a2-adrenérgicos no efeito

gastroprotetor de Tephrosia egregia em modelo de lesBes gastricas induzidas por etanol;

Investigar a participacdo do dxido nitrico e de prostaglandinas da série E (PGE2) no possivel
efeito gastroprotetor de Tephrosia egregia em modelo de lesdes gastricas induzidas por
etanol.
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5. MATERIAIS E METODOS

5.1 Animais

Camundongos Swiss fémeas (Mus musculus) com peso entre 25-30g provenientes do
Bidterio Central da Universidade Federal do Ceara (UFC) foram cuidadosamente
ambientados 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 esforcos foram feitos para minimizar o sofrimento e a quantidade de animais
utilizados. Um mesmo grupo néo tratado (Naive) fora utilizado como grupo comparador geral
para todas as configuragdes experimentais.

Todos os tratamentos e procedimentos cirargicos foram realizados de acordo com o
“Manual Pratico Sobre Usos ¢ Cuidados Eticos de Animais de Laboratério” da Sociedade
Brasileira de Ciéncia em Animais de Laboratério (SBCAL). Todos 0s experimentos estiveram
de acordo com as Diretrizes para Cuidados e Usos de Animais de Laboratério e foram
aprovados pelo Comité de Etica em Pesquisa Animal (CEPA), da Universidade Federal do
Ceara — Campus Sobral. (Processo n° 01/2016).

5.2 Material vegetal e preparacao do extrato

O extrato salino das raizes de Tephrosia egregia Sandwith - TERE utilizado nos
experimentos, foi obtido junto ao Departamento de Quimica Organica e Inorganica da UFC,
com a Professora Dra. Angela Martha Campos Arriaga. O espécime foi coletado em estagio
de florescimento, na praia do Icarai no municipio de Caucaia, Ceard, Brasil, em 22 de julho de
2014,

A identificacdo boténica foi realizada pelo Departamento de Biologia da
Universidade Federal do Ceard. Sua exsicata encontra-se depositada no Herbario Prisco
Bezerra da Universidade Federal do Ceara, sob o nimero de registro 55945.

As raizes de TERE foram extraidas atraves de maceracdo continua com etanol
(3x3,0 L) a temperatura ambiente. A solugéo resultante foi filtrada e concentrada sob presséo

reduzida em evaporador rotatério, resultando em 1,13 g de extrato das raizes.
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Uma diluicdo fresca do extrato macerado em solucédo salina 0,9 % (60 mg:3 ml)

foi preparada em dia do experimento e administrada via oral, em diferentes doses.

5.3 Drogas e reagentes

Os reagentes utilizados durante o desenvolvimento deste trabalho foram:

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);

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 solucdo 0,9% de NaCl estéril (salina).

Todos os reagentes quimicos utilizados apresentaram propriedades analiticas adequadas.

5.4 Protocolo Experimental

» Lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos;

» Determinacdo dos niveis de Hemoglobina (Hb) em tecido gastrico de camundongos;
+ Determinacdo da Atividade Antioxidante de Tephrosia egregia Sandwith;

» InvestigacBes dos possiveis mecanismos de acdo de Tephrosia egregia;

* Andlise estatistica.
5.4.1 Lesdo géstrica induzida por etanol em camundongos
Foram utilizados grupos (n=7) de camundongos Swiss fémeas (25-30 g). Os animais

foram pré-tratados com veiculo (salina, 0,3 ml/30g v.0.), TERE (2; 20 ou 200 mg/Kg; v.0.) ou

ranitidina (80 mg/kg, v.0.) utilizada como grupo de tratamento padrdo da patologia. Etanol
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99,9% (0,2 ml/animal, v.0.) foi administrado 60 min (v.0.) apds os tratamentos. Decorridos 30
minutos, os animais foram sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos pela curvatura,
lavados em solucéo salina, fixados entre placas de Petri e fotografados (Motorola Razr HD,
KDAZ20.117) em resolucdo de 1280 x 720 pixels. Les6es hemorragicas ou ulcerativas foram
medidas e comparadas ao percentual de area gastrica determinada com auxilio de um
programa de planimetria computadorizada (Image J 1.42q® do Wayne Rasb and National
Institutes of Health, 9000 Rock ville Pike, Bethesda, Maryland,USA).

5.4.2 Determinacdo dos niveis de Hemoglobina (Hb) em tecido gastrico de camundongos

Foi usado um teste colorimétrico para cianometahemoglobina para determinacéao
da concentragdo de hemoglobina na mucosa gastrica. O método baseia-se na oxidagdo de
ferro (ferro 11) da molécula de hemoglobina pelo ferricianeto de potassio em pH fracamente
alcalino, formando a metahemoglobina que é convertida em cianometahemoglobina apos a
reacdo com o cianeto de potéssio, proporcionando uma coloracdo avermelhada, que é
proporcional a concentracdo de hemoglobina presente na amostra.

Os estdbmagos previamente utilizados no teste gastoprotetor foram pesados e
guardados em freezer a -20°C. Para medir os niveis de hemoglobina utilizou-se um kit padréo
para hemoglobina (Bioclin), contento reagente de Drabkin’s (ferrocianeto de potassio em pH
fracamente alcalino).

As amostras de tecido do estbmago foram homogeneizadas em solucdo de
Drabkin (100 mg de tecido/1 mL de solucdo). Logo apés, as amostras foram centrifugadas a
10.000 rpm por 10 minutos, o sobrenadante foi retirado, filtrado e novamente centrifugado
nas mesmas condicdes.

A concentracdo de hemoglobina/100 mg foi determinada a partir da curva padrao
de hemoglobina sendo a leitura feita em ELISA com absorbancia de 540 nm. Os resultados

foram expressos em pg de Hb/100 mg de tecido.

5.4.3 Determinacéo da Atividade Antioxidante de Tephrosia egregia Sandwith

5.4.3.1 Avaliacdo da Atividade enzimatica da Catalase (CAT) em tecido gastrico de

camundongos
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A atividade da catalase tem como principio a medida da velocidade de producéo
de O, e H,0O a proporcdo em que a H,O, é hidrolisado.

O homogenato do estdbmago a 10% foi diluido em meio de reacédo (H.O, diluido,
tampdo Tris-HCI, EDTA 5 mM,pH 8, H20 miliQ), em seguida, a atividade da enzima foi
medida em 230 nm, através de um espectrofotdmetro, em uma leitura da absorbancia por

minuto, durante 6 minutos e os resultados expressos em uM/min/ug de proteina.

5.4.3.2 Avaliacdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH) em tecido géastrico de

camundongos

A determinacdo da concentracdo da GSH baseou-se na reacdo do reagente de
Ellman, o 5’5-ditiobis (&cido 2-nitrobenzoéico) (DTNB) com o tiol livre originando um
dissulfeto misto mais &cido 2-nitro-5-tiobenzoico.

Foram utilizados 400 puL do homogenato 10% + EDTA 0,02 M juntamente com
320 pL H20 destilada e 80 puL Ac. Tricloroacético para serem centrifugados a 3000 rpm x 15
min. Em seguida, retirados 400 pL do sobrenadante e adicionados 800 pL de tampéo Tris-
HCL + 20 uL DTNB 0,01 M.

A medida do produto de reacdo formado foi feita por leitura da absorbancia a 412

nm em espectrofotdmetro, conforme descrito anteriormente por Sedlak e Lindsay (1968).

5.4.3.3 Dosagem de Superdxido Dismutase (SOD) em tecido gastrico de camundongos

A quantidade da enzima superéxido dismutase (SOD) foi medida de acordo com a
sua capacidade de inibir a reducdo fotoquimica do azul de nitro-tetrazolio (NBT).

Em um tubo foram adicionados amostras do homogenato 50 pL juntamente com o
meio de reacgdo (tampéo fosfato 50 mM, metionina 19 mM, EDTA 0,1 mM) mantidos com
refrigeracdo. Em seguida, adicionado 300 pL de Riboflavina, seguido por 150 pL de NBT. O
material foi exposto a iluminagdo por 15 minutos, e imediatamente feita a leitura da
absorbancia a 560 nm em espectrofotémetro.

Nesse método descrito por Beauchamp C. (1971), a riboflavina reduzida

fotoquimicamente gera O, o qual reduz o NBT produzindo Formazam que absorve no
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comprimento de onda de 560 nm. Na presenca de SOD a reducdo do NBT € inibida. Os
resultados foram expressos em unidades da enzima, que é a quantidade de SOD necesséria
para inibir a taxa de redugdo do NBT em 50%.

5.4.4 InvestigacOes dos possiveis mecanismos de acdo de Tephrosia egregia Sandwith

5.4.4.1 Envolvimento do Oxido Nitrico (ON) na gastroprotecio de TERE em tecido géstrico

de camundongos

6 grupos com 7 camundongos Swiss, fémeas (25-30 g) foram tratados com
veiculo (salina, 0,3 ml/30g v.0), TERE (200 mg/kg, v.0.), L-arginina (600 mg/kg, i.p.). 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 tratamentos foram
realizados 60 min (v.0.) ou 30 min (i.v.) antes da administracdo de etanol absoluto (0,2
ml/animal, v.o0.). Decorridos 30 minutos da administragdo do etanol, os animais foram

sacrificados, os estomagos retirados e avaliados conforme o modelo descrito anteriormente.

5.4.4.2 Envolvimento das prostaglandinas na gastroprotecdo de TERE em tecido gastrico de

camundongos

Camundongos Swiss, fémeas (7/grupo) foram tratados com TERE (200 mg/kg,
p.0.), misoprostol (50 mg/kg, p.o.), ou salina (5 ml/kg, p.0.) Misoprostol administrada 1 h
antes da inducdo do dano etandlico. Indometacina (10 mg/kg, p.o.) foi administrada 2 h antes
de TERE, misoprostol, ou salina. Apos 30 min, os animais foram eutanasiados e tiveram seus

estdmagos avaliados como previamente descrito.

5.4.4.3 Envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo de TERE em tecido gastrico

de camundongos

Camundongos Swiss, fémeas (7/grupo) foram tratados com morfina (5 mg/kg,
s.c.), TERE (200 mg/kg, v.0.) ou salina (0,3 ml/30g, v.0.). O dano etandlico foi induzido 1 h

apos o tratamento com o extrato ou salina, e 30 min ap6s administracdo de morfina. A
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participacdo de receptores opioides foi avaliada pela administracdo de naloxona (4 mg/kg,
I.p.) 15 min antes dos tratamentos acima descritos. Os estdbmagos foram analisados como

previamente descrito no modelo.

5.4.5 Andlises estatisticas

Os valores foram expressos como média £ Erro Padrdo da Média (EPM). Foi
utilizada a andlise de variancia (ANOVA) para comparacdo dos dados quantitativos da area
ulcerativa, e de testes farmacologicos. As diferencas entre 0 grupo controle e 0s grupos em
tratamento, foram determinadas pelo teste de Bonferroni, na qual foram consideradas

significativas quando p < 0,05.
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6. RESULTADOS

6.1 Efeito protetor da solucdo salina do extrato etandlico de raizes de Tephrosia egregia
Sandwith na leséo gastrica induzida por etanol

Os estdbmagos dos animais do grupo que recebeu apenas salina apresentaram a
maior porcentagem de area lesionada por acdo etandlica (0,2 ml/camundongo), produzindo
estriacbes hemorragicas agudas na mucosa gastrica, com média percentual de 30,46 + 2,742.
O grupo que recebeu Ranitidina (80mg/Kg), apresentou média de 9,833 + 1,014 de éarea
lesionada %, com significancia p < 0,05 em relagéo ao grupo salina. A T. egregia (200 mg/kg)
reduziu significativamente (p < 0,05) a area percentual de lesdes gastricas em comparagdo ao
grupo salina (9,130+1,634 versus 30,46+2,742 area lesionada %) (Grafico 1).
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Grafico 1 — Efeito da solugdo salina do extrato etandlico de raizes de Tephrosia egregia na gastropatia
induzida por etanol em camundongos. Os camundongos foram tratados via oral com Salina, Ranitidina 80 mg
ou T. egregia. Apds 60 min, etanol absoluto (0,2 ml por animal) foi administrado por gavagem. O grupo controle
foi tratado com Salina. Um grupo ndo tratado (Naive) foi adicionado como comparador geral. O dano gastrico foi

guantificado ap6s 30 min. Os resultados sdo expressos como média =+ EPM para cada grupo de sete

camundongos. *p < 0,05 em relacdo ao grupo Etanol + Salina. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para

multiplas comparacGes.
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6.2 Efeito da solucdo salina do extrato etanolico de raizes de Tephrosia egregia Sandwith

sobre a hemoglobina tecidual

O tratamento com TERE (200 mg/kg) promoveu uma reducdo significativa (p <
0,05) nos niveis de hemoglobina da mucosa gastrica, quando comparados ao grupo Salina.

Tabela 1 — Efeito da solucédo salina do extrato etandlico de raizes de Tephrosia egregia (TERE) na

concentracéo de hemoglobina (Hb) tecidual em camundongos

Grupo experimental (n=7) Hb tecidual (ug/100mg de tecido)
Naive 9,4+0,7
Salina 16,9 £0,10
TE (2 mg/kg) 10,7+0,9
TE (20 mg/kg) 10,8+1,5
TE (200 mg/kg) 8,4 +0,6*

A tabela apresenta os resultados como média para cada grupo. * p < 0,05 comparado ao grupo

EtOH + Salina. ANOVA seguida do teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

6.3 Avaliacdo da atividade enzimatica da catalase na citoprotecdo gastrica em

camundongos

A avaliacdo da catalase diante do efeito gastroprotetor de Tephrosia egregia -
TERE sobre o dano gastrico por etanol, mostrou um aumentou significativo (p<0,05) dos
niveis de atividade da enzima em estudo (TERE 203,9+39,44 versus Salina 40,75+7,296),
evidenciando um grande envolvimento (80,02%) no estresse oxidativo, comparado ao grupo

etanol + salina (Grafico 2).
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Grafico 2 — Avaliacao da atividade enzimatica da catalase, em modelo de lesdo géstrica induzida por
etanol em camundongos. A atividade da enzima foi medida através de um espectrofotdmetro na absorbancia de
230 nm. Os resultados foram expressos como média £ EPM para cada grupo de 7 camundongos. * p < 0,05 em

relacdo ao grupo etanol + Salina. NOV A seguida pelo teste de Bonferroni para multiplas comparages.

6.4 Envolvimento da glutationa reduzida na citoprotecdo gastrica em camundongos

A deplecdo de GSH, geralmente, é observada na Ulcera gastrica induzida por
etanol absoluto como indicio de estresse oxidativo. Os niveis de GSH encontrados na mucosa
gastrica de camundongos expostos a este modelo experimental encontram-se no grafico 3. O
pré-tratamento com TERE (200 mg/Kg) apresentou um aumento significativo (p<0,05) nos
niveis de GSH em relagdo ao grupo tratado com salina (1596+153,5 versus 802,8+75,69),

resultando em um aumento de 49,7%.
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Gréfico 3 — Avaliacdo da Concentracdo da Glutationa Reduzida (GSH), em modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol em camundongos. A atividade da enzima foi medida através de um espectrofotémetro na
absorbancia de 412 nm. Os resultados foram expressos como média £ EPM para cada grupo de 7 camundongos.
* p < 0,05 em relacdo ao grupo etanol + Salina. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para maltiplas

comparagoes.

6.5 Dosagem de Superédxido Dismutase na citoprotecdo gastrica em camundongos

O tratamento com TERE (200 mg/Kg) resultou em um aumento significativo
(p<0,05) de 51,13% de atividade da enzima superdxido dismutase — SOD, quando comparado
ao grupo salina (2,085+0,255 versus 1,019+0,099), Estes niveis sdo proximos aos niveis do
grupo de animais sadios (controle) (Gréfico 4), indicando menor geracao de espécies reativas

de oxigénio - EROs no estdmago dos animais que receberam este tratamento.
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Gréfico 4 — Dosagem de Superéxido Dismutase (SOD), em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol
em camundongos. A atividade da enzima foi medida através de um espectrofotdmetro no comprimento de onda
de 560 nm. Os resultados foram expressos como média + EPM para cada grupo de 7 camundongos. * p < 0,05

em rela¢do ao grupo etanol + Salina. ANOVA seguida pelo teste de Bonferroni para multiplas comparacdes.

6.6 Avaliacdo do envolvimento das prostaglandinas na gastroprotecdo induzida pela

solucéo salina do extrato etandlico de raizes de Tephrosia egregia

Misoprostol (50 mg/kg, p.o.) possui efeito protetor na gastropatia induzida por
etanol. A administracdo simultanea de etanol (0,2 ml/animal) e Indometacina (10 mg/kg,
p.0.), produziu dano hemorragico, sendo revertido pela injecdo de misoprostol. Em ambas as
situacbes, com ou sem pré-tratamento com indometacina, a TERE (200 mg/kg) reduziu
significativamente (p<0,05) a area ulcerada (4,47+1,56 versus 27,50+3,65 e 2,67+2,28 versus
30,46+2,74, respectivamente) (Grafico 5).
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Gréfico 5 — Avalia¢do do envolvimento de prostaglandinas na gastroprote¢do induzida por Tephrosia
egregia em modelo de gastropatia induzida por etanol. Os camundongos receberam por via oral salina (Sal),
misoprostol (50 mg/kg) ou TE (200 mg/kg). Uma segunda série experimental utilizando indometacina (10
mg/kg) como pré-tratamento foi utilizada para avaliar a participacdo de prostaglandinas. Um grupo néo tratado
(Naive) foi adicionado como comparador geral. Os resultados estdo expressos como médiaztEPM para cada
grupo de sete animais. ~ p < 0,05 em relacdo ao grupo Etanol + Salina. *p < 0,05 em relagéo ao grupo Etanol +

Indometacina + Salina. ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para multiplas comparagdes.

6.7 Avaliacdo do envolvimento do Oxido nitrico na gastroprotecdo induzida pela solugéo
salina do extrato etanolico de raizes de Tephrosia egregia

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.). A T.egregia (200
mg/kg) reduziu significativamente (p<0,05) a éarea lesada na auséncia da ferramenta
farmacoldgica L-Arg (2,67+2,28 versus 30,18+2,94), porém, através do tratamento prévio
com o L-NAME, o efeito gastroprotetor foi revertido (18,60+4,43 versus 27,50+3,65),
indicando ser uma das vias de atuacdo do extrato (Grafico 6).
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Gréfico 6 — Avaliagdo do envolvimento do NO na gastroprotecéo induzida pela solucdo salina do extrato
etandlico de raizes de Tephrosia egregia em modelo de gastropatia induzida por etanol. Os animais foram
tratados por via oral com salina (Sal), L-Arg (600 mg/kg) ou TERE (200 mg/kg). Uma segunda série com
administracéo prévia de L-NAME (20 mg/kg) foi utilizada para avaliar a possibilidade da participacdo do NO no
efeito de TE. Um grupo ndo tratado (Naive) foi adicionado como comparador geral. Os resultados estdo
expressos como média = EPM para cada grupo de sete animais. ~p < 0,05 em relacéo ao grupo Etanol + Salina.
ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para multiplas comparaces.

6.8 Avaliacdo do envolvimento dos receptores opioides na gastroprotecao induzida pela
solugéo salina do extrato etanolico de raizes de Tephrosia egregia

A administracdo da morfina (5 mg/kg, s.c.) reduziu significativamente (p<0,05) as
lesbes hemorrégicas induzidas por etanol, no entanto sua acdo foi revertida pelo tratamento
prévio com naloxona (4 mg/kg, i.p.). O tratamento com TERE (200 mg/kg, p.o.) protegeu de
forma significativa (p<0,05) os estdbmagos dos camundongos contra o efeito do etanol
(2,669+2,281 versus 30,46x2,742). O pré-tratamento com naloxona (4 mg/kg, i.p.) também



61

reverteu os efeitos protetores de TE (16,67+3,07 versus 27,50+3,65), indicando ser uma das
vias de atuacédo (Gréfico 7).
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Grafico 7 — Avaliacdo do envolvimento de receptores opioides na gastroprotecdo induzida pela solugédo
salina do extrato etandlico de Tephrosia egregia em modelo de gastropatia induzida por etanol. Os
camundongos foram tratados via oral com salina (Sal), morfina (5 mg/kg) ou TERE (200 mg/kg). Uma segunda
série experimental que utilizou o pré-tratamento com naloxona (4 mg/kg) avaliou a participacdo dos opidides,
prevenindo a gastroprotecdo da TERE (200 mg/kg). Um grupo ndo tratado (Naive) foi adicionado como
comparador geral. Os resultados estdo expressos como média+EPM para cada grupo de sete animais. p < 0,05

em relagéo ao grupo Etanol + Salina. ANOVA seguido pelo teste de Bonferroni para miltiplas comparagdes.
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7. DISCUSSAO

Um grande ndmero de pesquisas anuais realizadas com diferentes espécies do
género Tephrosia, revelou uma variedade de composi¢fes quimicas importantes, apontando
varias acOes bioldgicas como: atividade antibacteriana, antiprotozoaria, antiplasmodial,

antipitética, anti-inflamatoria, citotoxica e anticancer (TOUQEER, et. al., 2013).

Flavonoides séo relatados como antioxidantes por sua capacidade de capturar
varias espécies oxidantes, como os radicais hidroxila ou peréxidos (VELLOSA, 2006;
ABDELWAHED, 2007).

A caracterizacdo de metabolitos secundarios de raizes de TERE mostra o
predominio da presenca de compostos flavonoidicos, em torno de 85%. Dentre os flavonoides
isolados, a maior quantidade esté reservada as flavononas, seguido pelas flavonas, rotenoides,

chalconas, isoflavonas, flavanois, e pterocarpanos (TEIXEIRA, 2016).

Os flavonoides sdo de um extenso grupo de metabdlitos secundarios, cuja
biossintese ocorre através de reacfes enzimaticas complexas a partir da acetil coenzima A
(Acetil-CoA). A adicao posterior da coenzima A e de malonil-CoA ao acido cindmico e seus
derivados (acidos cafeicos, feralico, etc) formam a chalcona, que por acdo de enzimas
especificas levam a formacao de outros compostos flavonoidicos (KARAM, et al., 2013 apud
TEIXEIRA, 2016).

Muitos aspectos podem estar envolvidos na patogénese das lesdes gastricas sendo
que, a integridade funcional da mucosa géastrica depende do balango entre fatores agressores e
mecanismos protetores. Assim, 0 sucesso do tratamento farmacologico contra lesdes gastricas
depende ndo somente do controle dos fatores patogénicos, mas também do aumento dos
fatores de protecdo da mucosa gastrica (CUEVAS, 2011; TAKAYAMA, 2011; ALMEIDA,
2012).

A atividade gastroprotetora de TERE foi caracterizada no modelo de indugdo de

lesGes gastricas pelo agente necrosante etanol.
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A inducdo de Ulcera por etanol 99,9% produz as lesdes e edemas da mucosa por
alterar a microcirculacdo, isquemia, liberacdo de endotelina, promover a desgranulagéo de
mastdcitos, inibir a produgdo de prostaglandinas, diminuir a producdo de muco, decréscimo
dos niveis de atividades enzimaticas e dos grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH),
além de danos ao DNA (REPETTO, 2002).

As lesdes induzidas por etanol estdo diretamente relacionadas a producdo de
espécie reativas de oxigénio (EROs) que produzem um desequilibrio entre o processo
oxidante e atividade antioxidante celular que leva a modificacdo oxidativa na membrana
celular, formando um ambiente favoravel para o estresse oxidativo (DAS ; VASUDEVAN,
2007).

A avaliacdo farmacoldgica no tratamento utilizado (TERE nas doses 2 mg/Kg e
20 mg/Kg), mostrou uma diminuicdo ndo significativa dos danos gastricos. Entretanto, na
dose de 200 mg/Kg observou-se uma reducéo significativa (p<0,05) em 70% do percentual de

lesBes gastricas, quando comparados com o0 grupo que recebeu etanol + veiculo salina.

De posse destes resultados, passou-se a utilizar a dose de 200mg/kg nos
experimentos que visavam verificar o envolvimento de TERE sobre os niveis de hemoglobina
no tecido gastrico, atividades enzimaticas da Glutationa reduzida (GSH), Catalase (CAT), e

Superéxido dismutase (SOD).

De forma semelhante ao observado nas lesGes macroscépicas, a administracdo de
etanol aumentou em 90% os niveis de hemoglobina na mucosa géstrica, indicando que houve
hemorragia nesse tecido. Entretanto, nos animais previamente tratados, houve uma reducdo,
de forma dose dependente, dos niveis de hemoglobina, apresentando reducédo significativa
(p>0,05). Assim, esses resultados mostram que a TERE reduz a lesdo hemorragica provocada

pelo etanol no estbmago corroborando com os achados macroscopicos anterior.

O organismo possui defesas antioxidantes que abrangem um complexo sistema de
enzimas e moléculas capazes de “capturar” os radicais livres (SILVA, 2007). A atividade
antioxidante do extrato etanolico das raizes de Tephrosia egregia, apresentam notavel poder
de captura de radicais livres de 76,19% na concentragédo de 1 mg/mL (SANTIAGO, 2005;
ARRIAGA, 2009) mostrando que a especie € uma fonte de compostos bioativos. De acordo
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com Repetto e LLesuy, 2002, os antioxidantes naturais derivados de plantas sdo

extremamente Uteis para combater o estresse oxidativo.

Sistemas enzimaticos, que eliminam EROs e impedem sua agdo destrutiva,
protegem as células catalisando glutationa através do ciclo redox (SILVA, 2007). O ciclo
“redox” da glutationa desempenha importante papel para garantir a integridade da mucosa em
exposicdo ao etanol, pois a glutationa enddgena, em sua forma reduzida, GSH, tem
importancia na diminuicdo do estresse oxidativo, por eliminar radicais livres, reduzir os
peroxidos e se complexar com compostos eletrofilicos de maneira a proteger estruturas
celulares protéicas, DNA e lipideos. Além de proteger a célula de outros produtos tdxicos, a
GSH-Rd € responsavel por converter GSSG em GSH utilizando como cofator NADPH
(LONG etal., 2011).

Neste estudo, foi investigado o papel da Glutationa reduzida (GSH) na protecao
gastrica mediada por TERE a lesdo provocada por etanol. O etanol, por sua propriedade de
gerar EROs durante o curso do seu metabolismo, altera a homeostase redox, causando danos a
estrutura e funcdo celular, reduzindo os niveis de Glutationa reduzida na mucosa gastrica. A
restauracdo destes niveis parece ser importante na gastroprotecdo (PUSHPAKIRAN et al.,
2004; CAMPOS et al., 2008).

A T. egregia quando administrada antes do etanol aumentou a Glutationa para 0s
niveis normais, promovendo a protecdo. Este efeito pode ter ocorrido devido a um menor
consumo de GSH por uma inibicdo da liberacdo de radicais livres, ou por aumento na sintese
de novo de GSH. Tanto 0 muco gastrico como a Glutationa servem como agentes protetores
contra leses da mucosa (CNUBBEN et al., 2001; CHEN et al., 2005).

O GSH ¢ considerado o mais importante composto sulfidrila intracelular, sendo
seu envolvimento conhecido num grande numero de processos funcionais celulares,

principalmente quanto a sua participagdo em algumas reacoes de detoxificagéo.

O estudo mostrou que o extrato salino de raizes de Tephosia egregia normalizou
0s niveis de SOD, evidenciando mais uma a¢do da substancia na gastroprotecdo. Ogino et al.
(1997) demonstraram que 0 aumento na atividade da SOD gera substrato para as COXs
podendo levar a estimulagdo da producdo de PGE, que tem um importante papel na

manutencdo da integridade da mucosa géstrica atraves da continua secre¢do de bicarbonato e
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producdo de muco no estdbmago, via receptores de prostaglandinas E dos subtipos EP1, EP2 e
EP3 (BROZOZOWSKI, et al., 2000; TAKEUCHI, et al., 2006). PGE2 em baixas
concentragdes inibe a secrecdo &cida através da interacdo com receptores EP3, enquanto que
em concentracdes maiores estimulam a secrecdo acida através da interacdo com receptores
EP4. Ambos os receptores estdo presentes nas células parietais e nas células principais da

mucosa gastrica, acoplados a proteina G (DING et al, 1997).

Em continuidade a investigacdo da atividade antioxidante do extrato salino de
raizes de Tephosia egregia, avaliou-se 0s niveis da enzima catalase, que participa na atividade
antioxidante celular, convertendo o H,0O, em H,0O e O,. Havendo diminui¢do dos niveis da

catalase, ocorre uma peroxidacdo lipidica, e aumento de dano tecidual pela presenca de EROs.

A lesdo promovida pelo etanol absoluto veio acompanhada de uma grande
reducdo na atividade da catalase, entretanto, com o pré-tratamento de T. egregia 200 mg,
observou-se um aumento significativo (p<0,05) da presenca da enzima superdxido dismutase,
reestabelecendo em niveis semelhantes ao grupo naive (animais sadios). Assim, a atividade da

catalase esta também envolvida na atividade antioxidante do extrato.

Os resultados inéditos e promissores obtidos com T. egregia, levaram a realizacao
de experimentos que caracterizassem 0s mecanismos de acdo subjacente a essa propriedade
protetora, através das vias: Oxido Nitrico (NO); Prostaglandinas (PGs); e Receptores

Opioides.

A participacdo do NO foi evidenciada quando os animais foram pré-tratados com
L-NAME (um inibidor da NO sintase, enzima responsavel pela producdo de NO), e tratados
com T. egregia. O L-NAME é hidrolisado em L-nitroarginina que inativa a OXIDO
NITRICO SINTETASE - NOS (PFEIFFER et al., 1996).

Neste modelo de mecanismo, 0 grupo que recebeu tratamento com salina
apresentou maior indice de area lesionada, devido a capacidade de dano gastrico promovido
pelo etanol. As administragbes de L-Arginina e TE200 reduziram o percentual de area
gastrica ulcerada. Segundo Nahavandi et al. (1999), o L-NAME aumenta e a L-Arginina

diminui a quantidade e intensidade da lesdo provocada por alcool no estbmago.

A protecdo géstrica anteriormente observada pela L-Arginina e pelo extrato salino

de raizes de Tephosia egregia 200 mg/Kg foi revertida quando os animais foram pré-tratados
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com L-NAME, demonstrando, portanto que o efeito do extrato, pelo menos em parte, depende
da presenca de NO. O principal papel do NO envolve a manutengdo do fluxo sanguineo, isso
a partir de sua liberagdo do endotélio, também atua mantendo a integridade do epitélio
gastrico e estimulando a secrecgéo e sintese de muco e bicarbonato (BROZOZOWSKI et al.,
2005; FREITAS et al., 2011).

O NO produzido pelas NOS constitutivas a partir de L-arginina, tem papel
fundamental no ténus vascular local, agindo como vasodilatador e com isso promovendo
protecdo da mucosa gastrica, pois aumenta a disponibilidade de bicarbonato oriundo da
circulacdo, por ser responsavel pelo controle do fluxo sanguineo gastrico e microcirculacdo
(UNEYAMA et al., 2009; MORAIS et al., 2010).

As PGs sdo importantes mediadores envolvidos na protecdo da mucosa gastrica e
na cicatrizacdo de ulceras gastricas (HIGUCHI, 2010), fazem parte de uma classe de

mediadores produzidos pelas enzimas ciclooxigenase 1 e 2 (COX-1 e COX-2).

A acdo gastroprotetora das PGs é mediada pelo aumento na producdo de muco e
secrecdo de bicarbonato, modulacdo da secrecdo do acido gastrico, inibicdo da liberacdo de
mediadores inflamatorios por mastdcitos e pela manutencdo do fluxo sanguineo (BATISTA et
al.,, 2004). Essa capacidade influencia diretamente na cicatrizacdo da Ulcera
(SCHMASSMANN et al., 2009). Neste ensaio, 0s grupos que receberam tratamento com TE
200 e com Misoprostol, apresentaram um baixo indice de &rea lesionada na mucosa gastrica.

O misoprostol é um anélogo sintético de prostaglandinas, promovendo acao
gastroprotetora por aumentar a secrecdo de muco e bicarbonato nas células superficiais
através de receptores EP3, diminuindo a concentracdo de AMPc, resultando na diminuigdo da
secrecdo de acido. Em seres humanos foram observados em doses que produziram inibicdo
significativa da secrecdo acida gastrica (WALLACE, 2008; PALILEO, 2011).

A administracdo de indometacina (inibidor ndo especifico das COX) resulta no
bloqueio da sintese de prostaglandinas aumentando a liberagdo de mediadores pro-
inflamatorios, a aderéncia leucocitaria, a producdo de EROs e fatores ativadores de apoptose
(MUSUMBA, et al. 2009).

Nossos resultados demonstraram que a indometacina foi capaz de reverter

completamente os efeitos do misoprostol, entretanto o tratamento com TE 200 continuou
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ocorrendo independentemente dos efeitos inibitorios da indometacina, sugerindo que o

mecanismo de acdo de T. egregia provavelmente independe da producdo de PGs.

Os receptores opioides (ORs) possuem classes ou subtipos dentre os receptores:
uOR — mu, 80OR — delta, cOR — sigma, kOR — kappa. A ativacdo destes pode afetar uma
variedade de funcbes gastrointestinais. Os opioides enddgenos promovem gastroprotecdo
principalmente através da ativacdo de receptores p e 9, tanto central como perifericamente
(GYIRES, et al., 2012).

A ativagdo dos receptores p-opioides no TGl inibe a liberagdo de acetilcolina,
reduzindo a contratilidade da musculatura lisa (GELMAN, 2010). A ativacdo de ambos 0s
receptores mu e delta estd relacionada a uma maior producdo de Oxido nitrico e
prostaglandinas, no modelo de lesdes induzidas pelo etanol (GYIRES et al., 2001). A ativacéao
de tais receptores também inibe a inflamagdo gastrointestinal, provavelmente por regular a
producdo de TNF-a, resultando em menor infiltragdo de células inflamatorias (SACCANI et
al., 2012).

Diante deste conhecimento, investigamos a gastroprotecdo de TE 200 pela via dos

receptores opioides, através da administracdo de Naloxona e Morfina.

A naloxona é uma antagonista nao seletivo, bloqueando os subtipos p — mu, 6 —
delta, o — sigma, e k — kappa, revertendo o efeito de protecdo gastrica promovido pela morfina
(RODRIGUES E SILVA et al., 2012).

A morfina é um agonista opidide e no presente estudo, notamos que a morfina
promoveu uma grande reducdo da area lesionada confirmando assim a influencia de
receptores pu e 6 na promoc¢do do efeito gastroprotetor. Assim como ocorreu para 0 grupo
tratado com Morfina, o efeito protetor exercido pela TE 200 foi prontamente revertido pela
naloxona (antagonista opidide ndo-seletivo). Este fato sugere que a TE também atua sobre
receptores opioides na protecdo da mucosa gastrica exercida contra os danos induzidos pelo

etanol.

Em resumo, os resultados do presente estudo demostram que a solucdo salina do
extrato etandlico de raizes de Tephrosia egregia possui efeitos gastroprotetores no modelo de
lesdo gastrica por etanol em camundongos. Estes efeitos sdo mediados por mecanismos

antioxidantes relacionados ao aumento de catalase, SOD e glutationa. Os testes para
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determinacdo do mecanismo da acdo demonstraram o envolvimento de diferentes vias como:
receptores opioide e Oxido nitrico. Deste modo, TERE torna-se uma fonte em potencial para

novos estudos que comprovem sua utilizagdo como uma forma alternativa para o possivel
tratamento de lesdes gastricas.
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8. CONCLUSOES

A avaliacdo da possivel atividade gastroprotetora da solucdo salina do extrato
etandlico obtido a partir das raizes de Tephrosia egregia (TERE), nos permitiu delinear as

seguintes conclusoes:

e TERE demonstrou atividade gastroprotetora em modelos de lesbes
gastricas induzidas por etanol em camundongos.

e TERE restituiu os niveis de hemoglobina na mucosa gastrica, sugerindo a
diminuicdo da hemorragia tecidual.

e O efeito gastroprotetor de TERE parece estar relacionado com a acao
antioxidante, sendo capazes de reestabelecer, de maneira significativa, 0s
niveis de glutationa, como também de aumentar catalase e superdxido
dismutase.

e O mecanismo de acdo antiulcerogénica de TERE demonstrou estar
relacionado com a atividade de receptores opioides e com 0 aumento da
producdo de o&xido nitrico, mas ndo envolvendo a sintese de

prostaglandinas.

Atraveés deste estudo, fica evidenciada a atividade gastroprotetora de Tephrosia
egregia, demonstrando sua eficiéncia através das atividades bioldgicas aqui demonstradas

servindo como requisitos para qualificar esse extrato como ferramenta biotecnolégica.
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