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RESUMO

A Ulcera géstrica ou Ulcera péptica é uma doenca inflamatoria cronica do estdmago e
duodeno, que apresenta lesdes na parte revestida do estbmago, com caracteristicas
de inflamacdo, irritacdo e perda celular, podendo avancar para um cancer gastrico.
Para o tratamento desta doenca, existem alguns medicamentos, que embora
apresentem bons resultados, causam alguns efeitos adversos, como cefaleia, tontura
e disturbios gastrointestinais. Nesse contexto, a busca por novas alternativas
terapéuticas € de suma importancia e tem havido grande interesse na pesquisa por
produtos naturais. Diante disso, o foco do trabalho é o estudo da Riparina Il (Rip III),
substancia inicialmente isolada do fruto verde de Aniba riparia, com potencial
promissor, uma vez que ja tem sido relatado propriedades importantes, como anti-
inflamatoria e antinociceptiva. Com base nessas consideracdes, objetivou-se avaliar
o efeito da Rip lll no modelo agudo de lesdo gastrica induzida por etanol em
camundongos e possiveis mecanismos envolvidos. Para isso, camundongos Swiss,
machos, pesando entre 25-30g, foram divididos em diferentes grupos com 6 animais
cada. Para avaliacdo da inducdo da Uulcera por etanol e o potencial efeito
gastroprotetor da Rip 11l (50mg/kg), foi utilizado a dose de 0,2 mL/animal do etanol
administrado via oral por gavagem apos pré-tratamento com as drogas.
Posteriormente, foram realizadas avaliacdes tanto macroscoépicas (porcentagem de
area ulcerada), como microscopicas através de parametros histopatologicos (perda
de células epiteliais, edema, hemorragia, infiltrado inflamatério, e numero de
mastocitos). Para investigacdo dos mecanismos envolvidos, foram feitas as
avaliacdes sobre a participacdo de Canais de potassio sensiveis ao ATP (K*atp),
Prostaglandinas (PGs), receptores vaniloides (TRPV-1) e Oxido nitrico (NO).
Adicionalmente, os niveis de nitrito também foram mensurados para confirmar a
participacdo do NO, além da expressdo da oxido nitrico sintase induzida (iNOS)
através da técnica de imunohistoquimica. O envolvimento do estresse oxidativo, como
glutationa reduzida (GSH) e malondialdeido (MDA) também foram avaliados. Os
resultados mostraram que a Rip Il administrada previamente ao etanol exibiu um
potente efeito gastroprotetor, demonstrado por meio de analise microscépica atraves
da reducéo de perda de células epiteliais, edema, infiltrado inflamatério e numero de
mastocitos. Observou-se que os pré-tratamentos com L-NAME (inibidor de iNOS), e
glibenclamida (bloqueador dos canais de potassio) reverteram o efeito gastroprotetor
da Riparina lll, indicando que esta substancia atua, possivelmente, em tais vias. A
Rip lll restabeleceu os niveis de nitrito e seu efeito gastroprotetor ndo demostra
ter envolvimento das prostaglandinas nem dos receptores TRPV-1. Constatou-se
também que a Rip Il aumentou significativamente os niveis de GSH e reduziu a
peroxidacéo lipidica neste modelo. Em concluséo, os resultados obtidos indicam que
a Riparina lll possui atividade gastroprotetora contra as lesdes gastricas induzidas por
etanol, e esta acdo parece envolver a participacdo do Oxido nitrico, de canais de
potassio sensiveis ao ATP, além de seu potencial efeito de antioxidante.

Palavras-chave: Ulcera gastrica. Etanol. Inflamac&o. Riparina.



ABSTRACT

Gastric ulcer or peptic ulcer is a chronic inflammatory disease of the stomach and
duodenum, which presents lesions in the lined part of the stomach, with characteristics
of inflammation, irritation and cell loss, which can progress to gastric cancer. For the
treatment of this disease, there are some medications, which, although showing good
results, cause some adverse effects, such as headache, dizziness and gastrointestinal
disorders. In this context, the search for new therapeutic alternatives is of paramount
importance and there has been great interest in the search for natural products.
Therefore, the focus of the work is the study of Riparina Il (Rip 1), a substance initially
isolated from the green fruit of Aniba riparia, with promising potential, since important
properties such as anti-inflammatory and antinociceptive have already been reported.
Based on these considerations, the objective was to evaluate the effect of Rip Il in the
acute model of gastric lesion induced by ethanol in mice and possible mechanisms
involved. For that, male Swiss mice, weighing between 25-30g, were divided into
different groups with 6 animals each. To assess ulcer induction by ethanol and the
potential gastroprotective effect of Rip Il (50mg / kg), a dose of 0.2 mL / animal of
ethanol administered orally by gavage after pretreatment with the drugs was used.
Subsequently, both macroscopic (percentage of ulcerated area) and microscopic
evaluations were performed using histopathological parameters (loss of epithelial cells,
edema, hemorrhage, inflammatory infiltrate, and number of mast cells). To investigate
the mechanisms involved, evaluations were made on the participation of potassium
channels sensitive to ATP (K + ATP), prostaglandins (PGs), vanilloid receptors (TRPV-
1) and nitric oxide (NO). Additionally, nitrite levels were also measured to confirm the
participation of NO, in addition to the expression of induced nitric oxide synthase
(iINOS) through the immunohistochemistry technique. The involvement of oxidative
stress, such as reduced glutathione (GSH) and malondialdehyde (MDA) were also
evaluated. The results showed that Rip Il previously administered to ethanol exhibited
a potent gastroprotective effect, demonstrated by microscopic analysis by reducing the
loss of epithelial cells, edema, inflammatory infiltrate and number of mast cells. It was
observed that pretreatments with L-NAME (iNOS inhibitor) and glibenclamide
(potassium channel blocker) reversed the gastroprotective effect of Riparina lll,
indicating that this substance possibly acts in such pathways. Rip Il restored nitrite
levels and its gastroprotective effect does not show involvement of prostaglandins or
TRPV-1 receptors. It was also found that Rip Il significantly increased GSH levels and
reduced lipid peroxidation in this model. In conclusion, the results obtained indicate
that Riparina Il has gastroprotective activity against gastric lesions induced by ethanol,
and this action seems to involve the participation of nitric oxide, potassium channels
sensitive to ATP, in addition to its potential antioxidant effect.

Keywords: Gastric ulcer. Ethanol. Inflammation. Riparina



LISTA DE FIGURAS

Figura 1 — Representacéo anatdmica e histologica do estdmago. ............ccccvvvvveeeenn. 18
Figura 2 — Modelo esquematico da regulacédo da secrecéo acida pelas células parietais

das glandulas do fuNdO GASINCO ........coiiiiiiiiiiiiiiie e 19
Figura 3 — Representacdo dos fatores protetores da mucosa gastrica ..................... 21
Figura 4 — Mecanismos de protecao e progressao da injdria gastrica....................... 25
Figura 5 — Folha de Aniba Riparia (Nees) Mez. ... 30
Figura 6 — Estrutura Quimica da Riparina 1. ..........cccccoviiiiiiiniiie e 33
Figura 7 — Esquema de inducgdo e tratamento das lesbes gastricas ......................... 40

Figura 8 — Efeito do tratamento com Riparina Ill em camundongos submetidos a lesao
gastrica iNduzida POr 1aNO0L...........coiiiiiiiiiiiiiiii e a7
Figura 9 — Efeitos Macroscopicos e microscopicos da mucosa gastrica de
camundongos submetidos a lesdes gastricas induzidas por etanol e pré-tratados ou
aF= o T oo 0 T =41 o =T 1 = N | 1 P 49
Figura 10 — Efeito da Riparina Ill sobre o nimero de mastocitos na mucosa gastrica
de camundongos submetidos as lesdes gastricas induzidas por etanol ................... 51
Figura 11 — Fotomicrografias da analise de mastocitos na mucosa gastrica de
camundongos submetidos as lesdes gastricas induzidas por etanol ........................ 52
Figura 12 — Participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes (K+ATP) na
gastroprotecdo da Riparina Il no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol
absoluto €m CamMUNAONGOS. ....coo e e e e e e e e e e eeaes 53
Figura 13 — Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor da
Riparina Il no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto em
(o= 1218 o [0 o T [0 1SS 54
Figura 14 — Envolvimento do receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV
1) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no modelo de lesdo géastrica induzida por
etanol absoluto €m CamuUNAONQOS. .........uiiiiieiiiiieeee e e e 55
Figura 15 — Envolvimento do 6xido nitrico na gastroprotecdo da Riparina Il em
camundongos submetidos a lesdo gastrica induzida pelo etanol.............................. 56
Figura 16 — Avaliagdo da concentracdo de nitrito/nitrato na mucosa gastrica de animais

com lesdo gastrica induzida por etanol ............ooouuiiiiiiie i 57


file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424978
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424979
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424979
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424980
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424981
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424982
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424983
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424988
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424988

Figura 17 — Fotomicrografias de imunohistoquimica para iNOS de estdbmagos de
(o720 4 (U] T o] g T [0 1 SRR PP PPPPPPPPPPPPPP 59
Figura 18 — Avaliacdo do envolvimento da glutationa reduzida (GSH) no efeito
gastroprotetor da Riparina Il no modelo de lesdo géastrica induzida por etanol
=1 0150 11 o SR 60
Figura 19 — Avaliacdo dos niveis de MDA no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no
modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto............c.c.uueeeeiieeeiiiiiiiiiiiiee. 61
Figura 20 — Modelo hipotético da acao farmacoldgica da Riparina Il na lesédo gastrica
INAUZIAA POI ETANOL. ... s 73


file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424994
file:///D:/Documentos%20do%20mestrado/Mestrado/ulcera/Defesa/dissertação%20Larice%2021.12.docx%23_Toc28424994

ACh
AINES
AMPc
ATP
CAT
CCK-2
CEUA
CGRP
COX
DFF
DTNB
DUP
ECL
EDTA
E.P.M
EROs
FDA
GPX
GR
GSH
HCt
H&E
HTAB
i.p
IGF-I
IL-1B
IL-6
K+ATP
KCI
L-NAME
LNF

LISTA DE ABREVIATURAS E SIGLAS

Acetilcolina

Anti-inflamatérias nédo esteroides
adenosina monofosfato ciclico

Adenosina trifosfato

Catalase

Colecistocinina-2

Comisséo de Etica no Uso de Animais
Peptideo relacionado ao gene da calcitonina
Ciclooxigenase

Departamento de Fisiologia e Farmacologia
Acido ditio bis-2-nitrobenzdico

Doenca da Ulcera péptica

Enterocromafins

Acido etilenodiamino tetra-acético

Erro padrdo da média

Espécies reativas de oxigénio

Food and Drug Administration

Glutationa peroxidase

Glutationa redutase

Glutationa reduzida

Acido cloridrico

Hematoxilina e eosina

Brometo de hexadeciltrimetilamoénio
Intraperitoneal

Fator de crescimento semelhante a insulina 1
Interleucina 1 beta

Interleucina 6

Canais de potassio sensiveis ao ATP
Cloreto de potéassio
N®-Nitro-L-arginina-metiléster

Laboratério de Neurofarmacologia



MDA
MPO
NAC
NacCl
NEED
NF-kB
NO
OMS
PGE>
PGEs
PGI2
PGs
Rip 1l
ROOH
s.C
SOD
TBA
TCA
TFFs
TGF-a
TNF-a
TRH
TRPV-1
UFC

V.0

Malondialdeido

Mieloperoxidase

N-acetilcisteina

Cloreto de sédio
N-1-naftilenodiamina

Fator nuclear kappa-B

Oxido nitrico

Organizacao Mundial da Saude
Prostaglandina E>

Prostaglandina E sintase
Prostaciclina

Prostaglandinas

Riparina Ill

Hidroperoxidos de lipideos
Subcuténea

Superoxido dismutase

Acido Tiobarbitarico

Acido tricloroacético

Peptideos da Familia do Fator Trifolio
Fator de crescimento transformador alfa
Fator de Necrose Tumoral alfa
Hormonio liberador de tireotrofina
Transient Receptor Potential Vanilloid 1
Universidade Federal do Ceara

Via oral



SUMARIO

1 INTRODUGAO. ...ttt ettt ee e eae e nens 17
1.1 Aspectos anatdmicos do estdmago e fisiologia da secrec¢éo &cida .......... 17
1.2 Mecanismos de defesa da mucoSa gaStriCa.........ceevviivviiiiiiiieeeii e 20
R U 1oL Y - W T 1 1 4 [T RO 24
1.3.1Ulcera gastrica induzida por etanol .........c.cccceeeeeeeeeeeeeeeeee e, 26
1.4 Produtos de origens naturais na protecao gastriCa .......cccccceeeerviniivernnennnnn. 28
1.4.1Familia LAUIACEAE .......uuuuuueeiiiiii s 29
1.4.1.1 Aniba riparia (Nees) Mez e suas propriedades ...........cccceeerimnmnnnnnnnnnnnnnnnns 30
1.4.1.2 N- (2,6 -di-hidroxibenzoil) tiramina (Riparina Hl) ..........ccccooiiiiiiiiiiiins 32
2 JU ST IR C AT IV A e e e e e e e eaans 34
3 OBUIETIVOS oot 36
TNt R €T - | 36
G A ] o 1= o3 1 1 o] o 36
4 MATERIAIS E METODOS.......ci ittt ste sttt ete et ste e 37
4.1 SUDSIANCIAS € FEAJENTES ...uvuiii i e ettt e e e e e e e e e e e eeeanenns 37
4.2 Obtencdo da Riparina lll.........cooiiiiiiiiiiie e e e e e e e eeaaenes 38
G T N 11 4= U S P PP PPPPPPPPPPPPPPP 38
4.4 Aspectos éticos observados para a realizagdo dos procedimentos
EXPErimentaiS €M ANIMAIS ......coiiiieiieiiie e ee e e e e e e e e e e e e e e e e et e aeeaeees 38
4.5 Grupos eXPeriMEeNtaUS ........uuuuiiiiiieeeiieieii s e e e et e e e e e e e e et eeeaeaeeeennnns 39
4.6 Avaliacdo da atividade gastroprotetora da Riparinalll.....................coooeei. 39
4.6.1Lesdes gastricas induzidas por etanol ..........ccoooviiiiiiii i, 39
4.6.2 Avaliacdo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos............. 40
4.6.3Contagem de mastocitos Nna mucoSa JASLICaA . ....uuuveeieeeeeiieiiiiiiieeeeeee e 41
4.7 Avaliacdo do mecanismo de acéo gastroprotetor da Riparinalll............... 41

4.7.1Determinacdo do efeito dos canais de potassio ATP-dependentes (Katp), N0
efeito gastroprotetor da Riparina Ill em modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol €M CaAMUNUAONGOS. ..ottt e e e e e e e e e e e e e e e e e eaaes 41
4.7.2Estudo do efeito das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor da
Riparina Il em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em

(o= 101U 1 [o [0} o o o 1S PUPPITRRPPPPPRN 42



4.7.3Papel do receptor de potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV-1) no
efeito gastroprotetor da Riparina Ill em modelo de lesbGes gastricas induzidas
por etanol em CamuUNAONGOS ...coooiiiiii i 42
4.7.4Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill em
modelo de lesdo gastricainduzida por etanol em camundongos. ...........ccccuue. 43
4.8 Dosagem de nitrito/nitrato para confirmar o envolvimento do 6xido nitrico
na mucosa gastrica de animais com lesdo géastrica induzida por etanol........... 43
4.9 Imunohistoquimica paraiNOS .........ooiiiiiie e 43
4.10 Avaliagcdo da atividade antioxidante da Riparina lll frente as lesfes
gastricas iNnduzidas POr €taN0] .........ooiiiiiiiiiiii e 44
4.10.1 Papel dos grupos sulfidrilicos n&o-protéicos (NP-SH) no efeito
antioxidante e gastroprotetor da Riparina Il em modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol em CamMuUNAONGOS. .....uuuuuiiiiiiiii e 44

4.10.2  Papel da lipoperoxidagdo no efeito antioxidante e gastroprotetor da

Riparina Il em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em
(o= 10 01U T o Yo [0 o o o 1= S 45
4,11 ANAlISE ESTALISTICA. . uureiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiiii ettt e e e e eeeeeeees 45
5 RESULTADOS ...ttt ettt ettt e e e e e e e e e s st reaaaaeeeaannneees 47
5.1 Avaliacdo da atividade gastroprotetora da Riparina lll............ccccccceeeeeeen.. 47
5.1.1 Efeito da Riparina lll na lesdo gastrica induzida por etanol ....................... 47

5.1.2Efeito da Riparina 1l sobre as alteracbes histopatologicas em
camundongos com lesdo gastricainduzida por etanol ............coovvvviiiiiiiinneee, 48
5.1.3Efeito da Riparina lll sobre o niumero de mastécitos na mucosa gastrica de
camundongos submetidos as lesdes gastricas induzida por etanol ................. 51
5.2 Avaliacdo do mecanismo de acdo gastroprotetor da Riparina lll............... 53
5.2.1Participacdo dos canais de K-ATP-dependentes (Katp) no efeito

gastroprotetor da Riparina lll nho modelo de lesdo gastrica induzida por

5.2.2Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor da
Riparina lll no modelo de leséo gastrica induzida por etanol absoluto ............. 54
5.2.3Envolvimento do receptor de potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV-1)
no efeito gastroprotetor da Riparina lll no modelo de lesdo gastrica induzida por

B ANO| A S O UL i e 55



5.2.4Papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill em
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol ..........ccccooiiiiiiiiiiiieen 56
5.3 Dosagem de nitrito/nitrato para confirmar o envolvimento do 6xido nitrico
na mucosa gastrica de animais com lesdo géastrica induzida por etanol........... 57
5.4 Avaliacdo da Imunomarcagdo paraiNOS .........cccccvvviiiiiiiiiiiiiiiieeeeeeeeeeeeeeee 58
5.5 Avaliacdo da atividade antioxidante da Riparina Il frente as lesdes
gastricas iNnduzidas POr €taN0] .........ooi i 60
5.5.1Envolvimento da glutationa reduzida (GSH) no efeito gastroprotetor da
Riparina lll no modelo de lesdo géastrica induzida por etanol absoluto ............. 60

5.5.2Determinacdo dos niveis de malondialdeido no efeito gastroprotetor da

Riparina Illl no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto ............. 61
B DISCUSSAO. ..ottt sttt 62
7 CONSIDERA(;()ES FINAILS .o 71
8 CONCLUSAOD .....ciiictetie ettt 72

REFERENCIAS ... oot et ettt e e et e e e e e ettt e e e e et e e e e e ete e e e e eetaaaeeaans 74



17

1 INTRODUCAO

1.1 Aspectos anatdmicos do estdbmago e fisiologia da secrecdo acida

7

O estbmago € uma porcdo muscular caracterizado como um canal
alimentar curval presente em todos os vertebrados que demandam armazenamento
de alimentos ou digestdo prévia em um ambiente acido. O epitélio desse 6rgéo origina-
se do endoderma, tornando-se regionalizado ao longo do eixo proximal-distal durante
o desenvolvimento, dando origem a regides funcionais distintas (KIM; SHIVDASANI,
2016).

Anatomicamente, o estbmago esta localizado em grande parte na regiao
hipocondriaca esquerda, sob a parte inferior da caixa toracica . As partes inferior e
distal do estbmago, no entanto, situam-se nas regides epigastrica e umbilical superior
do abdémen. Apresenta superficies anterior e posterior, que sdo demarcadas umas
das outras pelas curvaturas maiores e menores. A curvatura menor forma a borda
superior direita do estdmago, enquanto a curvatura maior forma a borda inferior
esquerda. Possui duas incisuras ou orificios. O proximal é denominado orificio cardico
através do qual o estbmago se comunica com o es6fago. O orificio distal € o orificio
pilorico através do qual o estdbmago se comunica com o duodeno (MAHADEVAN,
2017). O estbmago humano é dividido em quatro partes: cardia, fundo (parte superior),
corpo (parte central), e antro (parte inferior), sendo limitado pelo esfincter esofagiano
(parte superior) e pelo esfincter pilérico (parte inferior) que exercem as funcdées no
corpo de forma delicada e precisa. Além disso, ha a divisdo do tecido estomacal em
guatro camadas: mucosa, responsavel pelo revestimento interno; submucosa;
muscular externa e serosa (Figura 1). Nas regides do corpo e do fundo gastrico, se
localiza a mucosa gastrica secretora de &cido cloridrico, que realiza a secrecao do
suco gastrico, a formacdo das membranas mucosas, a contracdo do estbmago e a
absorcao de nutrientes de forma ordenada (NI et al., 2019; SILVERTHORN, 2010).


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/rib-cage
https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/duodenum
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Figura 1 — Representagdo anatdbmica e histologica do estbmago.
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Fonte: SILVERTHORN, 2010, adaptado

Durante a digestéo, ocorre o estimulo de células parietais, especializadas
para produzir e secretar grandes quantidades de acido cloridrico, necessario para
realizar a digestdo mecanica e quimica dos alimentos. Nesse momento, os valores do
pH do lumen gastrico atingem de 1-2. Em contrapartida, o estbmago é dotado de
medidas de protecdo que garantem que a mucosa nao seja destruida pelo acido. As
células secretoras de gastrina (G), células do tipo enterocromafins (ECL) e as
produtoras de somatostatina (D), por exemplo, atuam como uma rede reguladora
controlando a secrec¢éo acida por células parietais. Estas Ultimas inibem a secrecédo
acida por via enddcrina, quando secretadas pelas células D do antro e por via
paracrina quando secretadas por células D do corpo do estémago (ARIN et al., 2017).

O acido gastrico é estimulado pelos componentes histamina, gastrina e a
acetilcolina (ACh) ao nivel da célula parietal, com algumas funcionalidades, dentre
elas a de facilitar a digestao da proteina, a absorcéo de ferro, calcio e vitamina B12. A
histamina liberada pelas células ECL estimula a célula parietal diretamente através da

ligacdo aos receptores H2 presentes na membrana basolateral destas células (via
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paracrina). Estes receptores sdo acoplados a proteina Gs, ativando a conversao do
trifosfato de adenosina intracelular em adenosina monofosfato ciclico (AMPc), e
consequentemente, fosforila proteina envolvidas na ativacdo da bomba de prétons
(DINIZ, 2016; RIBEIRO, 2017) (Figura 2).

Na regido antral do estdbmago, estéo localizadas as células G responsaveis
pela secrecdo da gastrina, a qual estimulam as células parietais a secretar acido
gastrico via receptor de colecistocinina-2 (CCK-2) encontrado nas células ECL. A
acetilcolina liberada dos neurdnios parassimpaticos pos-ganglionares estimula a
secrecdo gastrica diretamente via receptores muscarinicos M3 na célula parietal e
indiretamente via receptor M1 nas células ECL estimulando a secrec¢do de histamina
(via neuronal). Os receptores M2 e M4 também estimulam a secrecao gastrica atraves
da inibicdo da secrecao de somatostatina (hormaonio inibidor da secregéo gastrica) (via
neuronal) (RIBEIRO, 2017).

Figura 2 — Modelo esquemético da regulacao da secrecéo acida pelas células parietais das glandulas
do fundo gastrico
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Dessa forma, destaca-se que umas das funcionalidades importantes do
estdbmago é fornecer um meio acido, importante na destruicdo de microrganismos
ingeridos, incluindo bactérias e virus, evitando assim, o crescimento bacteriano
excessivo, infeccdo entérica e peritonite bacteriana. Outras fungbes incluem a
secrecao de mucinas, hormonios e pré-peptidases ativadas por acido (pepsinogénios)
(SCHUBERT, 2014).

Em divergéncia a estas funcdes fisioldgicas, a acidez do estbmago pode
contribuir para a morbidade humana em condi¢cdes de desregulacédo das vias de
sinalizacdo que controlam o desenvolvimento do estdbmago. Além disso, associado
com fatores ambientais, como o Helicobacter pylori, pode promover Ulceras pépticas,
refluxo esofagico e cancer gastrico (CASTRO et al., 2013; KIM; SHIVDASANI, 2016).

Nesse contexto, € fundamental manter a regulacao fisiologica da secrecao
acida, a fim de evitar possiveis problemas gastricos. Para isso, 0 organismo possui

mecanismos que estimulam a protecao e preservam a integridade da mucosa gastrica.

1.2 Mecanismos de defesa da mucosa gastrica

Apesar da exposicdo da mucosa gastrica a agentes nocivos, em condicdes
normais, a mucosa utiliza mecanismos compensatérios, responsaveis pela
integridade da mucosa gastrica. Estes séo caracterizados como niveis de defesa e
fatores defensivos, divididos em trés fases: pré-epitelial, epitelial e sub-epitelial. A
primeira é representada pela barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio, sendo a primeira
linha de defesa; a segunda envolve a renovacéo das células progenitoras e producao
de prostaglandinas. A dltima, fase sub-epitelial esta relacionada ao continuo fluxo
sanguineo através da vasculatura da mucosa, fornecendo assim, maior resisténcia da
mucosa gastrica a exposicao frequente de fatores, como oxigénio e nutrientes (DINIZ,
2016) (Figura 3). Esses mecanismos de defesa permitem uma ampla faixa de pH,

osmolaridade e temperatura, por exemplo.
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Figura 3 — Representacéo dos fatores protetores da mucosa gastrica
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Vasos submucoso

7

A barreira muco-bicarbonato-fosfolipidio € constituida por componentes
protetores representadas pelo muco em forma de gel, bicarbonato e fosfolipidios
surfactantes que se aderem firmemente as superficies epiteliais, formando uma
barreira na mucosa. A sua eficiéncia depende da estrutura do gel do muco, a qual
proporciona protecdo estrutural por meio de uma camada estavel com tampdes
embutidos para suportar a neutralizacao da superficie do acido. Além disso, também
impede a difusdo de moléculas de pepsina que atingem o epitélio subjacente
(YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

O muco é composto por 95% de agua e 5% de glicoproteina mucina e
produtos dos genes da mucina (MUC). Essa rigida e estavel camada retém o
bicarbonato secretado pelas células epiteliais de superficie para manter um
microambiente neutro (pH 7,0), impedindo assim, a penetracdo da pepsina e, assim,

a digestao proteolitica do epitélio de superficie. Com isso, 0 papel dessa espessa
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camada de gel mucoso € manter a neutralizacdo da superficie acida, além de atuar
como uma barreira fisica protetora contra a pepsina luminal do epitélio subjacente,
sendo regulada por diferentes mecanismos (ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

Ordenadamente, a camada continua de células epiteliais superficiais
constitui outra importante linha de defesa da mucosa que se deve a secrecao de muco
e bicarbonato e, geracdo de Prostaglandinas (PGs), Proteinas de choque térmico,
Peptideos da Familia do Fator Trifélio (TFFs) e Catelicidinas (TARNAWSKI;
AHLUWALIA; K. JONES, 2012). Devido a presenca de fosfolipidios em sua superficie,
e por serem hidrofébicas, estas células repelem agentes nocivos acidos e soluveis em
agua (FORNAI et al., 2012). As proteinas de choque térmico (geradas em resposta ao
estresse), as catelicidinas e as TFFs promovem, respectivamente, a protecdo da
mucosa através da prevencao da desnaturacdo proteica, atuacado no sistema imune
defensivo e aceleracdo da cicatrizacao de ulceras (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

Outro mecanismo de defesa da mucosa gastrica inclui a renovacéao celular
de células progenitoras da mucosa, que ocorrem por meio de fatores de crescimento
— Fator de crescimento transformador alfa (TGF-a) e Fator de crescimento semelhante
a insulina 1 (IGF-I), os quais promovem a manutencdo da integridade estrutural da
mucosa. Dessa forma, o epitélio € continuamente renovado por um sistema bem
coordenado e proliferacdo controlada de células progenitoras que permite a
substituicdo da superficie epitelial danificada (TULASSAY; HERSZENYI, 2010).

Uma reacao importante que ocorre no estbmago € o processo de aumento
do célcio intracelular e do monofosfato de adenosina ciclico (AMPc), aumentando
assim, a secrecao de bicarbonato. Essa reacéo inicial € realizada pela prostaglandina
E> (PGE>) a partir da prostaglandina E sintase (PGEs). O bicarbonato € secretado de
maneira simultdnea ao acido cloridrico no intersticio da mucosa, formando a corrente
alcalina (TARNAWSKI; AHLUWALIA; K. JONES, 2012). Além disso, a microcirculacéo
também desempenha papel fundamental na defesa da mucosa.

A microcirculagdo da mucosa permite o fornecimento de oxigénio,
nutrientes e agentes protetores como o 6xido nitrico (NO) e a prostaciclina (PGI2), que
protegem a mucosa gastrica contra lesdes e removem metabdlitos tdéxicos e lesivos
da mucosa. Dessa forma, ela atua também na producdo e secre¢do de muco e
bicarbonato, auxiliando na manutencdo da barreira mucosa, e dissipa e elimina ions
de hidrogénio da mucosa por retrodifusdo (YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).
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A Figura demonstra também, que os vasos sanguineos da mucosa e
submucosa séo inervados por neurdnios sensoriais aferentes e nervos, formando um
plexo denso na base da mucosa. Quando ativados, estes neurbnios exercem uma
fungéo protetora local na mucosa, de modo que eles sinalizam reagdes vasculares,
secretoras e motoras visando a manutencao da integridade, motilidade, homeostase
e reparo da mucosa gastrica. Esta funcdo ocorre por meio da liberacdo de
transmissores de neuropeptidios, como o peptideo relacionado ao gene da calcitonina
(CGRP) e as taquiquininas (substancia P, neuroquinina A) que, ap6s estimulacéo
nociva dos neurdnios sensoriais, € liberada de suas terminacdes periféricas no tecido
por meio da vasodilatacdo mediada pelo NO. Por meio desse processo, a estimulacéo
de terminacdes nervosas sensoriais aumenta o fluxo sanguineo e a permeabilidade
vascular. Esse processo € chamado de inflamacao neurogénica, e acredita-se na sua
capacidade de reparar o tecido lesado (HOLZER, 2015).

A definicdo de inflamac&o neurogénica conduziu a novos estudos que
buscassem a possibilidade de mecanismos protetores semelhantes. Dessa forma, foi
testada a capsaicina, uma substancia ativa que excita agudamente os neurbnios
aferentes nociceptivos, atuando especificamente no canal de potencial cation do
receptor transiente do tipo 1 vaniloide (TRPV-1). Todavia, em doses cronicas provoca
uma ablacdo funcional desses neurdnios, prejudicando a resposta hiperémica e,
assim, torna a mucosa gastrica altamente vulneravel a lesdo (HOLZER, 2015).

A manutencéo da integridade da mucosa gastrica é decorrente também do
papel importante das PGs, principalmente quando os mecanismos de defesa neuronal
estdo comprometidos. As PGs sdo biossintetizadas a partir do acido araquidénico
pelas duas isoformas da ciclooxigenase (COX), e estdo presentes em todo o trato
gastrointestinal. Dentre suas funcfes essencial na mucosa gastrica, incluem o
controle da secrecdo acida, secrecado de bicarbonato, produ¢do de muco, aumento do
fluxo sanguineo e cicatrizacdo da mucosa; além da inibicdo da ativacao de mastécitos
e leucaocitos. Estas fungbes séo exercidas pelas PGE2 e PGI2, em conjunto com o0s
guatros subtipos especificos de receptores acoplados a proteina G, EP1 a EP4
(TAKEUCHI; AMAGASE, 2018).

A liberacéo de PGs, juntamente com a ativacao de nervos sensoriais sao
responsaveis pela agdo protetora de varios neuropeptidios e horménios, como

gastrina, horménio liberador de tireotrofina (TRH), colecistocinina, leptina e grelina
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contra danos induzidos por substancias corrosivas, promovendo assim, a reparagao
da mucosa e cicatrizacao da Ulcera (SILVA; SOUSA, 2012).

Assim, percebe-se que a relacdo entre os mecanismos de defesa da
mucosa sao fatores que merecem ser elucidados e compreendidos a fim de identificar
possiveis alvos terapéuticos, e prevenir possiveis complicacfes na mucosa gastrica,

incluindo a Ulcera péptica.

1.3 Ulcera géstrica

A Ulcera é definida como uma lesdo que ocorre dentro da parte revestida
do estbmago (corpo e antro) e no intestino delgado. Identificada por inflamacéo,
irritacdo e perda celular da mucosa gastrica, pode avancar para um cancer gastrico
(ABDELFATTAH et al., 2019; YEO et al., 2018). A infeccéo por Helicobacter pylori e o
uso excessivo de drogas anti-inflamatorias nédo esteroides (AINES) constituem causas
comuns de Ulcera péptica. Além disso, o aumento do estresse oxidativo e a inflamacéao
também estdo associados com a patogénese desta doenca (YANG et al., 2017).

A Ulcera gastrica ou péptica € uma doenca invasiva que afeta 10% da
populacdo no mundo, dos quais 1% pode se deteriorar em cancer. E, portanto,
extremamente prejudicial a salde humana e é classificada como uma doenca preé-
cancerosa, de preocupacao global, pela Organizacdo Mundial da Saude (OMS) (LIU
et al., 2017).

Ahmad et al. (2019) relata que, embora a infec¢ao por Helicobacter pylori e
o uso de AINES constituam fatores predominantes para o desenvolvimento da Ulcera
gastrica, outras condi¢cfes estao incluidos (Figura 4), como a caréncia do suprimento
de sangue para um o6rgao, doenca de Crohn, doenca pulmonar cronica, estresse,
entre outros. O estilo de vida, como o estresse diario, bebidas alcodlicas e com alto
teor de cafeina, tabaco também influenciam na patogenia da ulcera (AHMAD et al.,
2019).

Dessa forma, observa-se na figura abaixo (Figura 4) que, associado com
fatores que danificam a mucosa, encontram-se a diminuicdo dos mecanismos de
protecdo, sendo este desequilibrio o principal mecanismo que favorece o
desenvolvimento da Ulcera. Os cofatores mais comuns incluem a irritacdo quimica

direta pela supresséo da sintese de prostaglandinas, necessarias para a protecao da
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mucosa, decorrentes do uso cronico de AINES e corticosteroides; uso de cigarros,
prejudicando o fluxo sanguineo e a cicatrizacao; hiperacidez gastrica e refluxo
gastrico-duodenal que pode ser causada pelo estresse ou por hipercalcemia
(TURNER, 2010).

Figura 4 — Mecanismos de protecdo e progressao da injdria gastrica
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Fonte: Turner, 2010.

Ao progredir a leséo, ja na ulcera em atividade, ha quatro camadas bem
reconhecidas, embora nem sempre bem individualizadas: 1) tecido necrotico,
geralmente do tipo fibrinoide, presente no fundo da lesdo decorrente da digestédo acido
péptica; 2) exsudato inflamatério com predominio de neutréfilos; 3) camada
constituida principalmente por tecido de granulacéo; e 4) tecido fibroso cicatricial
(BRAGA et al., 2016).

O recrutamento de células inflamatérias e a geracdo de espécies reativas
de oxigénio (EROs) na mucosa gastrica ocorre a partir da exposicdo a agentes
estressores. Este Ultimo sdo produtos essenciais do metabolismo celular em

condi¢cdes normais, 0s quais sdo recrutados pelas enzimas superéxido dismutase



26

(SOD) e catalase (CAT), sequestradoras de radicais livres, evitando danos no
organismo. Porém, quando ha um desequilibrio entre a producao de EROs e o sistema
de defesa antioxidante, ocorre o estresse oxidativo. Como consequéncia, as EROs
podem ativar o fator nuclear kappa-B (NF-kB), um fator de transcricéo pro-inflamatorio,
gue quando ativado, ativa outros mediadores pro-inflamatoérios no nucleo, como o fator
de necrose tumoral (TNF-a), a interleucina IL-6 e a IL-18 (BHATTACHARYYA et al.,
2014; Ll et al., 2016).

O aumento das citocinas pré-inflamatérias podem induzir a ativacdo de
neutroéfilos, bem como o acumulo destes nos tecidos mucosos durante a ulceracao
gastrica, contribuindo bastante para a manutencao e regulacdo do dano da ulcera. A
infiltragdo neutrofilica pode ser avaliada medindo a atividade da mieloperoxidase
(MPO) (LI et al., 2017).

Geralmente, em Ulceras pépticas ndo complicadas, o paciente apresenta
sintomas de dor epigastrica, que ocorre com frequéncia apés as refeicbes, com
sensacdo de queimacdo, e menos comum, nauseas, vomitos e perda de peso,
levando em consideracéo que alguns tipos, especialmente as induzidas por AINE sao
assintomaticas. Porém, os sintomas sdo poucos discriminatorios para o local da
ulceracao, e até mesmo se ha presenca de ulcera ou ndo (MAJUMDAR; BEBB, 2019).

Apesar do fato de que sinais e sintomas da Ulcera péptica sdo pouco
confiaveis, 0 seu diagnostico encontra-se nas apresentacdes clinicas e testes
definitivos. Assim, o teste padrdo ouro usado na primeira linha de investigacdo é o
teste esofagogastroduodenoscopia ou endoscopia digestiva alta, o qual fornece uma
visualizacdo direta e precisa para a ulceracdo gastrica. Além disso, permite o
diagnostico de outras células anormais no tecido, como esofagite e malignidade
(AHMAD et al., 2019).

Com aumento da incidéncia e prevaléncia dessa doenca, a Ulcera gastrica
induzida por etanol é considerada um grave problema, associado a lesdes, ulceracéo
e sangramento do trato gastrointestinal. Além disso, a patogénese desta doenca
envolve varios fatores, incluindo estresse oxidativo, apoptose de células epiteliais e

inflamacéo da mucosa (ARAB et al., 2019).

1.3.1 Ulcera géstrica induzida por etanol
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Dentre as drogas psicoativas consumidas, o &lcool € a mais utilizada no
mundo. Seu uso indiscriminado é considerado prejudicial, contribuindo
significativamente para a carga global de morbidade. Mundialmente, 3 milhdes de
mortes por ano resultam do uso nocivo do alcool, representando 5,3% de todas as
mortes. Além disso, o uso nocivo de alcool € um fator causal para mais de 200
doencas e lesbes (GUERRA; VIEIRA, 2019; OPAS, 2019).

Nesse contexto, a ingestao aguda ou crbnica de alcool pode resultar em
lesdes estruturais e funcionais no trato gastrointestinal, as quais sao caracterizadas
morfologicamente como erosfes da mucosa gastrica e lesdes das pequenas
vilosidades intestinais (QIN; DEITCH, 2015).

O &lcool é ressaltado como um componente de risco independente para a
iniciacdo e complicacbes associadas a ulcera gastrica, uma vez que o0 trato
gastrointestinal € um dos sistemas mais acometidos em individuos que exageram das
bebidas alcodlicas, ja que o contato direto do etanol com a mucosa induz alteracdes
funcionais e metabdlicas. A ulceracdo gastrica pelo consumo cronico de etanol
decorre de fatores como a diminuicdo da producdo de muco, proliferacdo celular e
aumento da producdo de espécies reativas de oxigénio, causando uma resposta
inflamatoria exagerada (LIVERO et al., 2016).

A ativacao do sistema imune inato causado pelo abuso de etanol afeta os
niveis de citocinas proé-inflamatorias, incluindo TNF-a e IL-6, as quais facilitam o
desenvolvimento de lesbes agudas da mucosa gastrica. Estas citocinas ja foram
demonstradas em niveis aumentados no soro de camundongos com doencas
inflamatdrias, incluindo inflamacdo grave da mucosa (ZHANG et al.,, 2018).
Amirshahrokhi; Khalili (2016) ressaltam que o etanol produz lesées hemorragicas,
edema e infiltracdo de células inflamatérias, semelhantes as lesdes resultantes do
abuso de alcool.

Sao conhecidos varios modelos animais de Ulcera géstrica, incluindo Ulcera
induzida por AINEs, por &cido cloridrico (HCf) e por etanol. Dentre estes, 0 modelo
mais utilizado é o induzido pelo etanol absoluto, uma vez que permite rapida inducéo
e pode ser amplamente empregado para testar a efichcia de drogas potenciais
independentes da secrecdo de acido gastrico, além disso, se assemelha as ulceras

agudas em humanos. Nesse contexto, esforcos tem sido realizados a fim de identificar
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agentes terapéuticos com efeitos colaterais reduzidos para o tratamento de Ulceras
gastricas em modelos animais (SONG et al., 2018)

1.4 Produtos de origens naturais na protecao gastrica

Ha milhares de anos em muitas regides do mundo, os medicamentos
naturais tém sido amplamente utilizados para efeitos terapéuticos, caracterizando-os
como confiaveis e de facil acesso para as pessoas. Atualmente, ainda representam
um importante agente para a o surgimento de novas drogas. Nesta viséo, o Food and
Drug Administration (FDA) havia aprovado, até o final de 2013, um total de 547
produtos naturais e seus derivados (RAO et al., 2019).

Devido as caracteristicas de baixa toxicidade e alta eficiéncia, os produtos
naturais apresentam grande atratividade como agentes terapéuticos alternativos pela
sociedade (JIN et al., 2019). Segundo Newman; Cragg (2016), os produtos naturais
derivados de plantas, animais, organismos marinhos e microrganismos, tem sido
considerado uma fonte significativa para a descoberta de novas drogas.

Nesse contexto, vem surgindo, atualmente, um vasto numero de estudos
gue incluem abordagens relacionadas com a prevencéo da mucosa gastrica causada
por lesBes induzidas pelo alcool, como por exemplo, o trabalho de LI et al. (2016) que
isolou a cavidina de Corydalis impatiens e o de Ribeiro (2017) que isolou a baicaleina
da Scutellaria baicalensis Georgi, que demonstraram varios efeitos farmacologicos
sobre a Ulcera gastrica. Além disso, ja foi demonstrado que o extrato aquoso da
Maytenus ilicifolia, a espinheira-santa, € utilizada como anti-histaminico de acéo
inibitéria sobre a secrecdo de acidos, apresentando efeitos antiulcerogénicos em
pacientes com ulcera péptica (CALOU et al., 2014). Assim, Amirshahrokhi; Khalili
(2016) afirmam que o foco tem sido em compostos com atividade antioxidante e anti-
inflamatdrio os quais podem atuar como gastroprotetores.

A busca por novos compostos que minimizem a Ulcera gastrica decorre das
limitacBes do tratamento convencional com os antiacidos e inibidores da bomba de
prétons ou bloqueadores dos receptores da histamina tipo 2, os quais apresentam
muitos efeitos adversos, como vertigem, sonoléncia, tontura e disfuncdes

gastrointestinais. Assim, terapias alternativas que envolvem propriedades
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antioxidantes tem sido estudadas para minimizar o risco de Ulcera gastrica e cancer
de estomago (ABDELFATTAH et al., 2019).

1.4.1 Familia Lauraceae

O Brasil caracteriza-se por possuir uma grande biodiversidade de plantas,
contendo a maior floresta equatorial e tropical mida do planeta, o que indica que ha
uma quantidade consideravel de produtos naturais a serem abordados pelos
pesquisadores, despertando interesse nas mais variadas areas de investigacdo como
biologica, quimica, farmacéutica, médica e biomédicas, econ6mica, entre tantas
outras (LIMA, 2017).

As plantas da familia Lauraceae apresenta distribuicdo pantropical,
incluindo América, Asia, Africa e Austrélia, sendo caracterizada como arbustos ou
arvores, geralmente aromatico. Possui folhas alternativas, simples, sem estipules,
com bordas inteiras e geralmente resistentes. Tem um importante papel ecoldgico,
uma vez que na Mata Atlantica é uma das familias que tem mais representantes que
leva a um aumento da riqueza de espécies deste bioma (GONCALVES et al., 2018;
QUINET; ANDREATA, 2002).

Os principais géneros incluem Cinnamomum (250 spp.), Ocotea (300-400
spp.), Persea (150 spp.), Litsea (400 spp.), Cryptocarya (200-250 spp.), Aniba (40
spp.), Neolitsea (80 spp.), Lindera (100 spp.), Laurus (2 spp.) (EVANS, 1996).
Algumas espécies tém sido utilizadas pelas industrias para a fabricacdo de diversos
produtos, porém, a maioria das espécies tem seu uso restrito as comunidades
tradicionais que detém o conhecimento empirico da utilizacdo dessas plantas
(MARQUES, 2001).

A familia Lauraceae também se destaca por seus valores ecolégicos e
econdmicos significativos, oferecendo especialmente recursos nao-madeireiros como
especiarias e seus 6leos essenciais largamente aplicados nas industrias de alimentos,
medicamentos, perfumaria e cosméticos (REIS-AVILA; OLIVEIRA, 2017). Além disso,
essa familia é rica em alcaloides, principal metabdlito biossintetizado, o qual pertence

a via do acido chiquimico e origina-se do aminoéacido L-tirosina (SILVA et al., 2019).
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1.4.1.1 Aniba riparia (Nees) Mez e suas propriedades

No Brasil, a familia Lauraceae, a qual pertence a Aniba riparia, €
representada por 22 géneros geralmente arboreos, com caracteristicas econémicas e
ecologicas importantes. Muitas espécies desta familia sdo usadas na medicina
popular em lesfes cutaneas, disturbios gastricos, com atividade anti-inflamatoria, e
para problemas circulatérios, além de apresentarem propriedades hipoglicémicas e
ansioliticas (SANTOS et al., 2011).

A espécie Aniba riparia (Nees) Mez, conhecida popularmente como “louro”,
“louro-faia” ou “pau-rosa” no Brasil (Figura 5), apresenta folhas cartaceas, foscas em
ambas as faces, reticulagdo aureolada, ramos de 3mm de espessura, marrons e
lenticelados, peciolo canaliculado, engrossado na base e gema terminal menor que
4mm (MARQUES, 2001).

Figura 5 — Folha de Aniba Riparia (Nees) Mez.

Fonte: (OLIVEIRA, 2012)

Constituintes quimicos distintos podem ser encontrados em algumas partes

da Aniba Riparia. Na casca do caule, podem ser encontrados flavonoides,
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benzilbenzoatos e benzaldeidos. J& em seu fruto verde, foram encontradas
neolignanas, flavonoides, estirilpironas e alcaloides, principalmente alcamidas
(BARBOSA-FILHO et al., 1987).

Os alcaloides possuem grande diversidade estrutural e estdo presentes em
mais de 33 familias de plantas. Assim, compreendem a maior classe de metabdlitos
secundéarios de plantas, apresentando uma distinta variedade de atividades
farmacolégicas (BARBOSA-FILHO; et al., 2006). Sendo assim, as alcamidas naturais
ou alquilamidas, compostos importantes dos alcaloides, merecem destaque devido a
sua diversidade de atividades biolégicas e farmacoldgicas. Estes sdo originados da
condensacdo de um acido graxo insaturado e uma amina, formando assim uma
funcdo amida restrita a poucos representantes da natureza (BOONEN et al., 2012).

Fazendo parte de uma classe especial de alcaloides e da familia da
Lauraceae, as Riparinas sédo alcamidas naturais originarias de frutos verdes do género
Aniba riparia (Nees) Mez (Lauraceae), uma planta tipica da regido amazonica que se
destaca por suas propriedades medicinais. A partir dessa planta, foram sintetizadas
trés Riparinas naturais: n-benzoil- tiramina (Riparina 1), n- (2-hidroxibenzoil) tiramina
(Riparina Il) e n- (2,6-di-hidroxibenzoil) tiramina (Riparina 111) (ARAUJO et al., 2018).

Nesse cenario, o potencial farmacologico das Riparinas naturais despertou
o interesse de estudiosos em produzir e analisar seus derivados sintéticos, o qual
possibilitou a implementacéo de estudos inovadores em quimica medicinal e permitiu
garantir a sustentabilidade da espécie Aniba riparia. Dessa forma, algumas moléculas
comprovaram a capacidade de atenuar a resposta inflamatéria através da modulagéo
da migracéo de neutrdfilos e atividades antioxidantes e antitumorais in vitro (ARAUJO
et al., 2018).

Ensaios pré-clinicos realizados por Oliveira (2012) em modelos
comportamentais de ansiedade, depressédo, sono e convulsdo, revelaram efeitos
ansiolitico, anticonvulsivante e antidepressivo da Riparina |. Além disso, Araujo et al.
(2009) também estudos os efeitos desta riparina em modelos cognitivos de dor e
investigou o envolvimento da via do oxido nitrico, concluindo que tal substancia
apresenta atividade antinociceptiva que pode ser devido ao envolvimento de
mecanismos periféricos (via do 6xido nitrico) e centrais.

Trabalhos realizados com a Riparina Il, mostraram atividade anti-

inflamatoria em modelos animais de inflamacéo utilizando o teste de edema de pata
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induzida por carragenina, dextrana, histamina ou serotonina, indicando que esta
substancia atuava inibindo direta ou indiretamente a liberacdo de mediadores proé-
inflamatorios envolvidos na geracédo da dor (CARVALHO et al., 2013). Além disso, foi
verificado que a riparina Il possui uma atividade antinociceptiva envolvendo
mecanismos moleculares dos canais K*atp, TRPV1, TRPAL1, TRPMS8, ASIC, PKC,
PKA, receptores de bradicinina, receptores a2- adrenérgico e receptores opioides
(CARVALHO, 2016, 2018).

Outros estudos realizados pelo laboratorio de neurofarmacologia (LNF)
com a riparina lll, em diversos modelos experimentais, concluiram que esta
substancia apresenta atividade ansiolitica, e antidepressiva com envolvimento das
trés monoaminas, além de propriedades antioxidantes, modulando a resposta ao
estresse oxidativo neuronal (MELO, 2006, 2012; SOUSA et al., 2004). Além disso,
também foi demonstrado efeito antinociceptivo da riparina Ill em camundongos
submetidos a testes de nocicep¢éo, 0s quais estdo relacionados a modulacdo de
mediadores intracelulares (PKA e PKC) e mecanismos moleculares dos canais de
TRPV1, TRPMS, receptores glutamatérgicos, serotonérgicos (sintese de 5-HT e 5-
HTi1a), muscarinicos, dopaminérgicos, opioide e sistema oxidonitrérgico
VASCONCELOS (2015). Araujo et al., (2017) também descreveu as propriedades de
analogos da Riparina como responsaveis por reduzir os niveis de mediadores

inflamatdrios como mieloperoxidase, fator de necrose tumoral-a e interleucina-1p.

1.4.1.2 N- (2,6 -di-hidroxibenzoil) tiramina (Riparina Ill)

A Riparina lll (Rip ), inicialmente isolada do fruto verde de Aniba riparia e
posteriormente sintetizada por Barbosa-Filho; Silva; Bhattacharyya (1990) é uma
alcamida natural, que constitui uma classe especial de alcaloides, contendo uma
funcdo amida restrita a poucos representantes na natureza. Sendo formada da uniéo
da tiramina com o &cido benzoico, é considerada um composto bioativo. Além disso,
possui duas substituicbes no anel do acido benzoico (Figura 6), acrescentando duas
hidroxilas. Apresenta também, um metil ligado ao oxigénio no anel da tiramina,
formando uma funcéo éter (CATAO et al., 2005).
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Figura 6 — Estrutura Quimica da Riparina lII.
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Fonte: CATAO (2005).
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Apesar de haver poucos estudos com a Rip lll, algumas propriedades
farmacologicas ja foram demonstradas, incluindo atividade antimicrobiana contra
bactérias gram positivas e gram negativas, além de efeitos hipotensor e bradicardico
transitério (CATAO et al., 2005). Além disso, estudos pré-clinicos realizados no LNF
identificaram efeitos a nivel de sistema nervoso central, com atividade ansiolitica e
anticonvulsivante (MELO et al., 2006; OLIVEIRA, 2012), antinociceptiva e anti-
inflamatdria (VASCONCELOS, 2015), e antidepressiva (MELO, 2012; SOUSA et al.,
2004).
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2 JUSTIFICATIVA

Altas taxas de mortalidade e morbidade caracterizam a Ulcera géstrica
como uma doenca de preocupacao global, definida como uma lesdo na camada
muscular formando uma cavidade marcada por inflamacao aguda e crbnica, irritacéo
e perda celular, podendo avancar para o cancer gastrico (YEO et al., 2018). As causas
da Ulcera gastrica incluem o desequilibrio entre os fatores agressivos e defensivos e
resisténcia da célula da mucosa. Entretanto, a infeccdo por Helicobacter pylori e 0 uso
excessivo de anti-inflamatérios ndo esteroides (AINES) constituem os fatores
predominantes, além dos maus habitos alimentares, consumo de alcool, tabagismo e
estresse (ABDELFATTAH et al., 2019; AHMAD et al., 2019).

O modelo experimental in vivo de Ulcera gastrica pelo etanol é considerado
uatil para mimetizar a desordem humana, uma vez que a incidéncia e a prevaléncia
desta doenca, induzida pelo alcool, estdo aumentando, considerado um problema
sério, associado a lesdes estomacais, ulceragdo e sangramento do trato
gastrointestinal. Assim, € visto também como um modelo eficaz para explorar agentes
com potencial gastroprotetor (ARAB et al., 2019).

Nessa esfera, destaca-se que a administracdo dos agentes antiulcerosos,
incluindo os antiacidos e os inibidores da bomba de proétons, utilizados na terapia da
Ulcera, apresentam efeitos adversos, além da duracdo maxima de tratamento
recomendada de 4 a 8 semanas. Diante disso, notavelmente percebe-se a
necessidade de estudar hovos compostos que minimizem o risco de Ulcera gastrica
(ARAB et al., 2019; HALABI et al., 2014).

As Riparinas, alcamidas naturais de uma classe especial de alcaloides
contendo funcbes amidas, tem demonstrado potencial efeito farmacoldgico que
permitiu garantir a sustentabilidade da espécie Aniba riparia. Nesse contexto, destaca-
se que tais moléculas ja demonstraram a atenuacéo da resposta inflamatoria por meio
da modulacdo da migracdo de neutréfilos e atividades antioxidante e antitumoral in
vitro, além da capacidade em diminuir a producao de fator de necrose tumoral a (TNF-
a) e de interleucina 1B (IL-18) (ARAUJO et al., 2018; SILVA et al., 2015). Analogos da
Riparina também demonstraram papel fundamental na reducdo de citocinas pro-
inflamatdrias e do estresse oxidativo em um modelo de edema de pata induzido por
carragenina (SILVA et al., 2015).
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Considerando que as Riparinas constituem compostos com atividades anti-
inflamatoria e antioxidante, associando ao fato de que produtos naturais constituem
uma alternativa terapéutica de custo relativamente baixo e utilizado, ha milhares de
anos pela populacéo, o presente trabalho buscou investigar os efeitos da Riparina Il
no modelo experimental de Ulcera gastrica, pretendendo fornecer evidéncias
cientificas através da elucidacdo de mecanismos envolvidos que assegurem seu Uso

racional pela populacao, indicando confiangca em uma espécie de origem vegetal.
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3 OBJETIVOS

3.1Geral

Avaliar a atividade gastroprotetora da Riparina Ill em modelo agudo de

lesdo gastrica induzida por etanol e possiveis mecanismos envolvidos.

3.2 Especificos

v/ Avaliar os efeitos da Riparina Il sobre a lesdo gastrica induzida por
etanol em camundongos;

v' Demonstrar o efeito da Riparina Ill nas alteracGes histopatolégicas na
mucosa gastrica apos a lesdo promovida pelo etanol;

v llustrar o efeito da Riparina Ill na contagem de mastécitos teciduais
induzidos pelo etanol no modelo de leséo gastrica;

v Analisar o envolvimento dos canais de potassio-ATP-dependentes, das
prostaglandinas, dos neurdnios aferentes sensiveis a capsaicina (Receptores TRPV-
1) e do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no modelo de lesao
gastrica induzida por etanol;

v Constatar a participacédo do 6xido nitrico na lesédo gastrica induzida por
etanol através da quantificacdo de nitrito e imunomarcacao para a enzima 6xido nitrico
sintase induzida (iNOS) na mucosa gastrica de animais;

v/ Estudar o envolvimento de parametros de estresse oxidativo, como
glutationa reduzida (GSH) e peroxidacéo lipidica envolvidos no efeito da Riparina Ill

no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol.



37

4 MATERIAIS E METODOS

4.1Substancias e reagentes

O quadro 1 mostra as substancias e reagentes utilizados na investigagao

laboratorial.

Quadro 1 — Substancias e regentes utilizados durante os procedimentos experimentais.

Substancias/Reagentes Procedéncia Dose Via
Acido ditio bis-2-nitrobenzdico Sigma® 50 pL -
(DTNB)
Acido o-Fosférico Vetec® 5% -
Acido tricloroaceético (TCA) Vetec® 50% -
Azul de toluidine Sigma® - -
Capsaicina Sigma® 0,3mg/kg V.0
Diazoéxido Sigma® 3mg/kg i.p
Etanol P.A. Sigma® 0,2 V.0
mL/animal
Formaldeido P.A. Reagen® 10% -
Fosfato de potassio dibasico Vetec® 1,159 -
Fosfato de potassio monobasico Vetec® 0,29 -
Glibenclamida Biossintética® 5 mg/Kg i.p
Indometacina Sigma® 10 mg/Kg V.0
L-Arginina Sigma® 600 mg i.p
L-NAME (N®-Nitro-L-arginina- Sigma® 20 mg/Kg s.C
metiléster)
Misoprostol Pharmacia 70 pug/Kg Vv.0.
LTDA®
N-1-naftilenodiamina (NEED) Sigma® 0,1% -
N-acetilcisteina Unido quimica® 300 mg/kg V.0
Riparina lll (UFPB) 50 mg V.0
Vermelho de ruténio Sigma® 3,5mg/kg s.C
Polissorbato 80 (Tween ®) Sigma® 1mL -
Anticorpo primario de Coelho anti- Sigma® - -
iINOS
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4.2 Obtencédo da Riparina lll

A planta Aniba Riparia (Nees) Mez foi identificada pelo botanico Klaus
Kubtzky da Universidade de Hamburgo/Alemanha (BARBOSA-FILHO et al., 1987). As
frutas verdes da Aniba Riparia foram coletadas pelo Dr. Hipdlito F. Paulino-Filho
(Universidade Estadual Paulista “Julio de Mesquita Filho”) na regido de Humaiat4,
estado do Amazonas, no Brasil (BARBOSA-FILHO et al., 1987). Estas foram cedidas
ao Professor Dr. José Maria Barbosa Filho do grupo de pesquisa do Laboratério de
Tecnologia Farmacéutica da Universidade Federal da Paraiba, e a extracdo e o
isolamento foram feitos pelo Prof. Dr. Stanley Juan Chavez Gutierrez da Universidade
Federal do Piaui, conforme descrito abaixo.

A Riparina Il foi isolada da Aniba riparia, purificada por cromatografia em
camada delgada preparativa e a sua estrutura foi confirmada por ressonancia
magnética nuclear (RMN) e a pureza foi determinada por cromatografia em camada
delgada analitica e cromatografia liquida de alta eficiéncia, determinado um grau de

pureza de 99%.

4.3 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus) da linhagem swiss,
adultos, machos, com peso entre 25-35g, provenientes do Biotério Central da
Universidade Federal do Ceard e mantidos no Biotério Professor Eduardo Torres
(Setorial do DFF), onde foram realizados todos os experimentos. Para isso, 0s animais
foram dispostos em caixas de polipropileno, em um ambiente com temperatura
controlada (24+2°C), com ciclo claro/escuro de doze horas e recebendo agua e
comida a vontade (ad libidum). Os animais foram colocados em jejum de sélidos de
15-16 horas, antes da realizacdo de cada experimento em que a via oral foi utilizada

para a absor¢cédo do farmaco ou acédo da droga.

4.4 Aspectos éticos observados para a realizacdo dos procedimentos

experimentais em animais



39

Os animais envolvidos no estudo foram acondicionados em nimero de 6
por gaiola (gaiolas em propileno nas medidas aproximadas de 45x35x15cm) mantidas
em salas com o horério e temperatura controlados. Os animais permaneceram em
salas climatizadas com exaustores de gases. As gaiolas foram lavadas e a maravalha
substituida duas vezes na semana. Na mesma periodicidade, foram trocadas a agua
e a comida.

O protocolo experimental foi executado de acordo com as diretrizes
aprovadas pela Comissdo de Etica no Uso de Animais (CEUA) da Universidade
Federal do Ceara, sob o namero 6891/19 (Anexo A). Todos os esforcos foram
realizados no sentido de reduzir o niumero de animais utilizados, a dor, o sofrimento e

0 estresse dos mesmos.

4.5 Grupos experimentais

Todos 0s grupos experimentais possuiam 6 animais, sendo estes:

= Grupo sadio: Os animais receberam solucdo salina (soro fisiologico
0,9%, v.0) e ndo foram submetidos a leséo gastrica;

= Grupo controle (lesédo gastrica): Os animais receberam solucao salina,
administrada por via oral através de gavagem, 60 minutos antes do agente agressor
(etanol absoluto, 0,2 mL/animal, v.0).

= Grupo Riparina Il (Rip 1ll): Os animais receberam Rip Il na dose de 50
mg/kg (diluida em agua destilada e tween 80®), administrada por via oral através de
gavagem, 60 minutos antes do agente agressor (etanol absoluto, 0,2 mL/animal, v.0).

= Grupo N-acetilcisteina (NAC): Os animais receberam N-acetilcisteina na
dose de 300 mg/kg, administrada por via oral através de gavagem, 60 minutos antes

do agente agressor (etanol absoluto, 0,2 mL/animal, v.0).

4.6 Avaliacao da atividade gastroprotetora da Riparina lll

4.6.1 Lesdes gastricas induzidas por etanol

Para avaliar a atividade gastroprotetora da Riparina lll, foi utlizado o

modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol absoluto segundo o método de Robert
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et al. (1979). Para isso, os camundongos foram tratados com solucéo fisioldgica
(0,9%, v.0.), Riparina IIl (50 mg/kg, v.0.) ou NAC (300 mg/kg, v.0.), utilizado como
farmaco de referéncia, 60 minutos antes da administracdo oral através de gavagem
de etanol absoluto (0,2 mL/animal) (Figura 7). Decorridos 30 minutos da administragéao
do etanol, os animais foram eutanasiados por sobredose de anestésico (Cetamina
300mg/kg e Xilazina 30mg/kg, via intraperitoneal i.p.), 0s estdmagos retirados, abertos
pela grande curvatura, lavados em solugéo salina 0,9% e comprimidos entre dois
vidros de reldgio para uma melhor visualizagdo. O percentual da face glandular
géastrica lesionada foi determinado com o auxilio de um programa de planimetria
computadorizado (ImageJ®). A area ulcerada foi expressa em termos de percentagem

em relacdo a area total do corpo gastrico.

Figura 7 — Esquema de indugéo e tratamento das lesdes gastricas

Administracdes via Eutanasia _(30 min
oral (v.0.) Controle (solugdo depois)

fisiologica)

B Riparinalll (50 i
mg/kg)

Etanol absoluto
(0,2mL/animal)

60 min depois

N-acetilcisteina
(300 mg/kg)

Fonte: Autoria prépria

4.6.2 Avaliacédo histopatoldgica da mucosa gastrica de camundongos

Para a avaliacdo histopatologica, as amostras do estdmago foram fixadas
numa solucédo de formaldeido 10% tamponado, onde permaneceram por 24 horas.
Em seguida, foram transferidas para uma solucédo de alcool 70%, permanecendo até
a realizacdo dos procedimentos histologicos. Para isso, o material biologico foi
seccionado e embebido em parafina e, em seguida, foram feitos cortes de cinco
micrémetros, colocados numa lamina e corados com hematoxilina-eosina (Coloracéo

H&E) para o estudo no microscopio optico.
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As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de Laine;
Weinstein (1988), isto €, avaliacdo da perda de células epiteliais (escores de 0-3),
edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracd@o de células inflamatorias (escores de 0-3), com o escore maximo de 14. Toda
a avaliacdo histopatoldgica foi realizada por um histologista em forma de estudo cego.

4.6.3 Contagem de mastocitos na mucosa gastrica

Para evidenciar a quantificacdo de mastécitos, os blocos de parafina com
amostras de mucosa gastrica foram selecionados para a coloracdo com azul de
toluidina, segundo Michalany (2008). As coloracbes foram realizadas apds a
desparafinizacdo da lamina com xilol, hidratacdo com alcool absoluto e uma série de
alcool a 90%, alcool a 80%, alcool a 70%. Em seguida, as laminas foram lavadas com
agua destilada, coradas com azul de toluidina por 8 minutos, lavadas e secas. Apos a
secagem, as laminas clareadas com uma série de xilol foram montadas. Para a
contagem de mastécitos presentes nas laminas, com o auxilio de um microscopio
optico ao sistema de aquisicdo de imagens (LEICA), realizou-se a captura das
imagens digitais, para contagem posterior de no minimo 10 campos, com auxilio do

software Image J®. Os resultados representam a média de 10 campos de cada grupo.

4.7 Avaliacdo do mecanismo de acdo gastroprotetor da Riparina lll

4.7.1 Determinacdo do efeito dos canais de potassio ATP-dependentes (Katp),
no efeito gastroprotetor da Riparina Il em modelo de lesdo gastrica

induzida por etanol em camundongos.

Para avaliar a possivel participacdo dos canais de Kare no efeito
gastroprotetor da Riparina lll, grupos de animais (n=6) foram pré-tratados com
glibenclamida (5 mg/kg, i.p.), um bloqueador dos canais de potassio, ou soro
fisiol6gico 0,9%. Decorridos 15 minutos, os animais receberam o0s tratamentos:
solucéo salina 0,9%; Rip Il (50 mg/Kg) ou diazéxido (3 mg/Kg, i.p.), um ativador dos
canais de potassio. Apds 60 minutos, receberam etanol (0,2 ml/animal) para induzir a

lesdo. Trinta minutos depois, os animais foram eutanasiados por sobredose de
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anestésico, os estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura e, em seguida,
realizou-se como descrito anteriormente no que concerne a analise do percentual de

les&o gastrica.

4.7.2 Estudo do efeito das prostaglandinas (PGs) no efeito gastroprotetor da
Riparina Il em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos

Para avaliar a possivel participacdo das prostaglandinas no efeito
gastroprotetor da Riparina lll, os animais (n=6) foram pré-tratados com indometacina
(10 mg/Kg, v.0.), dose que inibe a sintese de prostaglandinas, ou soro fisiologico 0,9%.
Apoés 2 horas, os animais receberam solugcédo salina 0,9%; Rip Il (50 mg/Kg) ou
misoprostol (70 pg/Kg, v.0.), um analogo sintético da prostaglandina E1. O etanol foi
administrado uma hora depois e realizou-se como descrito anteriormente no que

concerne a analise do percentual de leséo gastrica.

4.7.3 Papel do receptor de potencial transitorio vaniloide tipo 1 (TRPV-1) no
efeito gastroprotetor da Riparina Il em modelo de lesbes gastricas

induzidas por etanol em camundongos

Para avaliar a possivel participacdo dos receptores TRPV-1 na
gastroprotecdo da Riparina Ill, os animais (n=6) foram pré-tratados com soro
fisiol6gico 0,9% e vermelho de ruténio (3,5mg/Kg, via subcutanea s.c.), um bloqueador
dos receptores TRPV-1, dissolvido em agua destilada e tween 80®. Apos 30 min, 0s
grupos receberam os tratamentos: solucdo salina 0,9%; capsaicina (0,3mg/kg v.0.),
gue se liga aos receptores TRPV-1 e promove gastroprotecéo, e Rip Il (50 mg/kg). O
etanol foi administrado uma hora depois e prosseguiu como descrito anteriormente

em relacdo a analise do percentual de lesdo gastrica.
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4.7.4 Papel do oxido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill em
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em camundongos.

Para avaliar o papel do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico da Riparina,
os animais (n=6) foram pré-tratados com soro fisiologico 0,9%, ou L-NAME (20 mg/Kg,
s.c.), um inibidor da sintese de NO. Apé6s 15 minutos, 0s animais receberam o0s
seguintes tratamentos: solugéo salina; Rip Il (50 mg/Kg, v.0.) ou L-arginina (600
mg/Kg, i.p.), precursora do 6xido nitrico. O etanol foi administrado uma hora depois e
realizou-se a porcentagem de area ulcerada como descrito anteriormente
(CHANDRANATH; BASTAKI; SINGH, 2002).

4.8 Dosagem de nitrito/nitrato para confirmar o envolvimento do Oxido nitrico

na mucosa gastrica de animais com lesédo gastrica induzida por etanol

O método é baseado na utilizagcdo do reagente de Griess que mostra a
presenca de nitrito na amostra por uma reacdo de diazotizacdo que forma um
cromoforo de cor résea. O reagente é preparado utilizando partes iguais de Acido
fosforico 5%, N-1-naftilenodiamina (NEED) 0,1%, Sulfanilamida 1% em &cido fosférico
5% e Agua destilada. Para realizagdo do ensaio foi adicionado 100 pL do
sobrenadante do homogenato a 10%, feito com tampéo de fosfato de potassio, em
100 pL do reagente de Griess. Para o branco, foi adicionado 100 pL do reagente em
100 pL de tampéo e para a obtencdo da curva do padréo, foram feitas diluicdes em
série (100, 50, 25 12,5, 6,25, 3,12, 1,56 uM) de nitrito. Todo o ensaio foi feito em uma
placa de 96 pocos e a leitura feita na faixa de absorbancia de 560 nm (GREEN;
TANNENBAUM; GOLDMAN, 1981).

4.9 Imunohistoquimica para iNOS

A Imunohistoquimica para iINOS foi realizada utilizando o método de
estreptavidina-biotina-peroxidase (HSU; RAINE, 1981). Para isso, foi escolhido o
segmento estomacal glandular do lado direito para a avaliagdo imunohistoquimica. As
laminas contendo os cortes do segmento foram desparafinizadas, por meio de

incubacdo em estuda a 60°C overnight e de trés banhos de xilol, durante 5 minutos
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cada. Decorrido este tempo, os cortes foram hidratados em dois banhos em etanol
absoluto, um banho em etanol (90%), um banho em etanol a 80% e um banho em
etanol a 70%, durante trés minutos cada. Na etapa seguinte, as laminas contendo os
cortes foram submersas a um banho de agua destilada por 10 minutos e, em seguida,
com tampao citrato (DAKO®, pH 7,0) em banho-maria (95°C) por 20 minutos, para a
recuperacdo antigénica. Apos o resfriamento, obtido em temperatura ambiente
durante 20 minutos, foram feitas lavagens com solucdo tamponada de fosfato (PBS),
por 5 minutos, seguido do blogueio da peroxidase endégena com solucao de H202 a
3% (Abcam), durante 30 minutos. Posteriormente, os cortes foram lavados com PBS
e, depois, incubados overnight (40C) com anticorpo primario rabbit anti-iINOS. Para os
controles negativos, 0s anticorpos primarios foram omitidos. ApOs este periodo, os
cortes foram lavados com PBS e incubados com o anticorpo secundario. Depois de
lavado, os cortes foram incubados com o complexo estrepto-avidina peroxidase
conjugada (complexo ABC Vectastain®) por 30 minutos. Apos nova lavagem com
PBS, realizou-se a coloracdo com o cromégeno 3,3 diaminobenzidine-peroxido (DAB,
DAKO®), seguida por contra-coloragdo com hematoxilina de Mayer, durante 8

minutos. Por fim, se realizou a desidratacdo das amostras e montagem das laminas.

4.10 Avaliacdo da atividade antioxidante da Riparina lll frente as lesdes

gastricas induzidas por etanol

4.10.1 Papel dos grupos sulfidrilicos n&o-protéicos (NP-SH) no efeito
antioxidante e gastroprotetor da Riparina lll em modelo de lesdo gastrica

induzida por etanol em camundongos.

Para realizar a quantificacdo dos grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (NP-
SH), a porcao glandular de cada estémago foi removida, pesada e homogeneizada
com EDTA 0,02 M gelado, para preparacdo do homogenato a 10%. Em seguida, foi
adicionado, a uma aliquota de 1 mL do homogenato, 800 pL de agua destilada e 200
UL de &cido tricloroacético (TCA 50% em solucdo aquosa) e entdo, as amostras foram
centrifugadas a 3000 rpm por 15 min. Um volume de 1 mL foi entdo retirado do
sobrenadante e adicionado 2 mL de tampéao Tris 0,4 M, pH 8,9 e 50 uL de DTNB 0,01

M. A absorbancia foi medida dentro de 5 min a 412 nm. A concentragdo de NP-SH foi
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calculada através de uma curva padréo de glutationa reduzida (GSH) e os resultados
expressos em pg de NP-SH/g de tecido (SEDLAK; LINDSAY, 1968).

4.10.2 Papel da lipoperoxidagdo no efeito antioxidante e gastroprotetor da
Riparina Il em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol em

camundongos

A taxa de lipoperoxidagdo da mucosa gastrica foi estimada pela
determinacdo de malondialdeido (MDA), avaliada através da reacdo com o &cido
tiobarbiturico, denominado também teste das substancias que reagem com o acido
tiobarbiturico (Thiobarbituric Acid-Reactive Substances — TBARS). ApGs a dissecacao,
os estdbmagos foram lavados com salina gelada para minimizar a interferéncia da
hemoglobina com radicais livres e remover o sangue aderido a mucosa. As amostras
foram entdo homogeneizadas a 10% com tampao fosfato de potassio, retirado uma
aliquota de 250 pL e posto em banho-maria a 37°C por 1 hora. Em seguida, foi
adicionado 400 pL de acido perclérico 35% e centrifugado a 14000 rpm por 20 minutos
a 4°C. O sobrenadante foi retirado e posto em contato com 400 pL de acido
tiobarbiturico 0,6% e a mistura foi incubada a 95-100°C por 1 hora. Apoés resfriar a
mistura, a absorbancia do sobrenadante foi lida a 532 nm. Uma curva padrdo foi
gerada usando 1,1,3,3-tetrametoxipropane. Os resultados foram expressos como
nmol de MDA/mg de tecido (OHKAWA; OHISHI; YAGI, 1979).

411 Anédlise estatistica

A andlise estatistica dos dados foi realizada através do software GradPad
Prism, versdo 8.0, onde os dados foram, inicialmente, submetidos ao teste de Shapiro-
Wilk, para verificar a normalidade da amostra (paramétrico ou ndo parameétrico).

Os dados paramétricos foram analisados por meio do teste de analise de
variancia ANOVA, seguido do pds-teste de comparagcdes multiplas de Tukey. Para os
dados nédo paramétricos, foi utilizado o teste de Kruskal-Wallis seguido do pds-teste
de Dunn, sendo as diferencas consideradas estatisticamente significativas quando

apresentaram o p<0,05.
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Todos os resultados foram expressos em média + erro padrdo da média
(E.P.M), exceto os scores histopatoldgicos que foram apresentados pelos valores de
mediana + minimo e maximo (varidveis sem distribuicdo normal), sendo as diferencas

consideradas estatisticamente significativas quando p<0,05.
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5 RESULTADOS

5.1Avaliacao da atividade gastroprotetora da Riparina lll

5.1.1 Efeito da Riparina lll na lesdo gastrica induzida por etanol

A administracdo de etanol absoluto produziu lesbes significativas (18,27 +
2,52) na mucosa gastrica quando comparado ao grupo sadio (0,32 + 0,32). O pré-
tratamento com a Riparina Ill na dose testada (50mg/kg) reduziu de forma
estatisticamente significativa (3,73 £ 0,89) a area ulcerada causada pelo etanol. De
forma semelhante, o pré-tratamento com o N-acetilcisteina (NAC, 300mg/kg), utilizado
como farmaco de referéncia, também diminuiu significativamente a area lesionada

(0,75 £ 0,26), quando comparado ao controle (Figura 8).

Figura 8 — Efeito do tratamento com Riparina Il em camundongos submetidos & lesdo géstrica
induzida por etanol.
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Sadio (soro fisiolégico 0,9%); Controle: Etanol absoluto (0,2mL/animal); Rip Il (Riparina Ill 50mg/kg);
NAC (N-acetilcisteina, 300mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M. da porcentagem de area
géstrica ulcerada. Para andlise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo pos teste
de Tukey, onde ****p<0,0001 vs. Sadio; ####p<0,0001 vs. Controle.
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5.1.2 Efeito da Riparina Il sobre as alteracdes histopatolégicas em

camundongos com lesdo gastricainduzida por etanol

Os resultados da andlise histopatolégica da mucosa gastrica estdo
demonstrados na Figura 9 e na Tabela 1. Foi possivel observar que o grupo controle,
tratado apenas com etanol (Figura 9B), demonstrou lesdes graves caracterizadas por
dano hemorragico, edema, perda de células epiteliais e células inflamatdrias,
demonstrando diferenca macroscoépica e microscopica em relagdo aos animais sem
leséo (Figura 9A).

O preé-tratamento com a Riparina lll (Figura 9C) evidenciou uma reducao
das lesGes promovidas pelo etanol, demonstrando caracteristicas semelhantes ao
grupo sadio. De igual forma, os animais pré-tratados com o NAC (Figura 9D) também
apresentaram tais caracteristicas.

Assim, 0 somatorio dos escores dos parametros histopatolégicos avaliados
estdo representados na tabela 1, onde verifica-se que a Rip Il diminuiu de forma
estatisticamente significativa (p<0,05), os efeitos do etanol sobre tais parametros:
perda de células epiteliais (escores de 0-3), edema (escores de 0-4) e infiltrado

inflamatorio (escores de 0-3), semelhante ao NAC.



49

Figura 9 — Efeitos Macroscoépicos e microscépicos da mucosa gastrica de camundongos submetidos a
lesBes gastricas induzidas por etanol e pré-tratados ou ndo com Riparina lIl.
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Fotomicrografias dos estdbmagos abertos pela grande curvatura (A-D), seguido de andlises
microscopicas com aumento de 100x e 400x dos quatro grupos em estudo, onde A: grupo sadio (salina
sem lesdo); B: grupo controle (etanol 0,2mL/animal); C: Riparina (50mg/kg); D: N-acetilcisteina
(300mg/kg), representados horizontalmente, e compostos por 3 fotos para cada grupo. Nota: perda de
células epiteliais (seta preta); Edema (Seta laranja); Infiltrado inflamatério (seta azul).
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Tabela. 1 — Efeito da Riparina lll em escores histopatolégicos das lesdes gastricas induzidas por etanol
absoluto.

Grupos Perda de Edema Hemorragia Células Total
Experimentais células (escore 0- (escore 0-4) inflamatérias (escore
epiteliais 4) (escore 0-3) 0-14)
(escore 0-3)

Sadio 0,0 (0-0) 0,3 (0-2) 0,3 (0-2) 0,1 (0-1) 0,7
Controle 3,0 (3-3)x*** 3,1 (3-4)** 3,0 (2-4)*** 2,8 (2-3)*** 11,9

Rip Il 1,6 (1-3)## 1,0 (0-2)# 1,0 (0-2) 1,0 (0-2)# 4,6

NAC 1,0 (0-2)y#### 1,3 (1-2) 1,0 (0-2) 1,3 (1-2) 4,6

Sadio (soro fisiolégico 0,9%); Controle: Etanol absoluto (0,2mL); Rip Il (Riparina Ill 50mg/kg); NAC (N-
acetilcisteina, 300mg/kg). Os resultados sdo apresentados como mediana, com valores minimos e
maximos mostrados entre parénteses. Foi utilizado o teste ndo paramétrico de Kruskal-Wallis, seguido
pelo pos-teste de Dunn’s, onde ***p<0,001 vs. sadio; ****p<0,0001 vs. sadio; #p<0,05 vs. grupo
controle; ##p<0,01 vs. Grupo controle; ####p<0,0001 vs. grupo controle.
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5.1.3 Efeito da Riparina lll sobre o numero de mastécitos na mucosa gastrica

de camundongos submetidos as lesdes gastricas induzida por etanol

O grupo controle apresentou um aumento significativo no numero de
mastécitos na mucosa gastrica (18,20 + 3,25) quando comparado ao grupo sadio (4,55
+ 0,77). Em contrapartida, a quantidade de mastécitos foi diminuida de forma
estatisticamente significativa com a administracao prévia de Riparina Il (9,81 + 1,94),
semelhante ao NAC, utilizado como farmaco de referéncia (8,98 + 0,52) (Figura 10 e
11).

Figura 10 — Efeito da Riparina Il sobre o nimero de mastdcitos na mucosa gastrica de camundongos
submetidos as lesdes géstricas induzidas por etanol
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Sadio (soro fisiolégico 0,9%); Controle: Etanol absoluto (0,2mL/animal); Rip Il (Riparina Ill 50mg/kg);
NAC (N-acetilcisteina, 300mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M. de 10 campos. Para
andlise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo pos teste de Tukey, onde
***n<0,001 vs. Sadio; #p<0,05 vs. Controle.
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Figura 11 — Fotomicrografias da analise de mastécitos na mucosa gastrica de camundongos
submetidos as lesBes gastricas induzidas por etanol

Os segmentos foram corados com Azul de Toluidina para a contagem de mastécitos. Setas pretas:
indicacdo de mastdcitos. A: Sadio (soro fisiologico 0,9%); B: etanol absoluto (0,2mL/animal); C: Rip IlI
(Riparina Ill 50mg/kg); D: NAC (N-acetilcisteina, 300mg/kg). Os painéis foram obtidos na escala de 50
pum (40x).
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5.2 Avaliagdo do mecanismo de agao gastroprotetor da Riparina Il

5.2.1 Participacdo dos canais de K-ATP-dependentes (Katp) no efeito
gastroprotetor da Riparina Illl no modelo de lesdo gastrica induzida por
etanol

A figura 12 demonstra que a administracéo de Riparina Il (3,577 £ 0,95) e
diazoxido (6,145 + 1,40), um agonista dos canais de potassio, diminuiu de forma
estatisticamente significativa a area ulcerada pelo etanol, quando comparado com o
grupo controle (17,69 + 0,79). A glibenclamida, antagonista dos canais de Kartp,
administrada previamente reverteu a gastroprotecdo da Riparina Ill (14,44 £ 2,49) e
do diazoxido (17,84 + 2,54).

Figura 12 — Participacdo dos canais de potassio ATP-dependentes (K+ATP) na gastroprotecdo da
Riparina lll no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto em camundongos.

3019
= T S8
© - :
S = #t
5 o T
2 :
> i
c 10- ﬁ
o :
= | =
O 1 % I:II:II 1
N\ N D N
S N :
&0 & o8
@, O\QQ

Controle: Etanol absoluto (0,2mL); Glib (Glibenclamida 5mg/kg); Rip Il (Riparina 11l 50mg/kg); Glib +
Rip 1l (Glibenclamida 5mg/kg + Riparina Ill 50mg/kg); Diaz (Diazéxido 3mg/kg); Glib + Diaz
(Glibenclamida 5mg/kg + Diazéxido 3mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M. da
porcentagem de &rea géstrica ulcerada. Para analise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido pelo pos teste de Tukey, onde **p<0,01 vs. controle; ***p<0,001 vs. Controle; ##p<0,01 vs. Rip
II; 88p<0,01 vs. diazdxido.
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5.2.2 Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor da
Riparina lll no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

A administracdo prévia de Riparina Il (3,57 + 0,80) e misoprostol (10,72 +
0,86) diminuiu de forma estatisticamente significativa a area ulcerada pelo etanol, em
comparagao ao grupo controle (17,69 = 0,79). A gastroprotecado da Riparina Il foi
mantida (1,23 * 0,26) mesmo com a administracdo prévia de Indometacina, um
inibidor da sintese de prostaglandinas. Em contrapartida, houve um aumento da area
ulcerada significativamente quando a indometacina foi administrada previamente ao
misoprostol (20,10 + 2,38) (Figura 13).

Figura 13 — Envolvimento da sintese de prostaglandinas no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no
modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto em camundongos
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Controle: Etanol absoluto (0,2mL); Indo (Indometacina 10mg/kg);Rip Il (Riparina 11l 50mg/kg); Indo +
Rip Il (Indometacina 10mg/kg + Riparina Ill 50mg/kg); Miso (misoprostol 70 pg/Kg); Indo + Miso
(Indometacina 10mg/kg + misoprostol 70 pg/Kg). Os valores representam a média + E.P.M. da
porcentagem de &rea géstrica ulcerada. Para analise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA
seguido pelo pos teste de Tukey, onde *p<0,05 vs. Controle; ****p<0,0001 vs. Controle; ##p<0,01 vs.
misoprostol.
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5.2.3 Envolvimento do receptor de potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV-
1) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no modelo de lesdo gastrica
induzida por etanol absoluto

Ao avaliar a participacdo dos receptores vaniloides na gastroprotecao
promovida pela Riparina Il (Figura 14), observou-se que a administracdo prévia de
Riparina lll (2,78 + 0,65) e capsaicina (1,22 = 0,56) apresentou diminui¢ao significativa
da é&rea ulcerada pelo etanol quando comparada ao grupo controle (16,68+ 0,57). O
pré-tratamento com vermelho de ruténio, um inibidor dos receptores TRPV-1,
apresentou aumento da area ulcerada (14,64 + 0,96), semelhante ao grupo controle,
mas néo reverteu os efeitos da Riparina Il (1,13 + 0,25). Em contrapartida, a
capsaicina teve sua gastroprotecao revertida pelo vermelho de ruténio (12,80 + 1,02).
Figura 14 — Envolvimento do receptor de potencial transitério vaniloide tipo 1 (TRPV 1) no efeito

gastroprotetor da Riparina Il no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto em
camundongos.
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Controle: Etanol absoluto (0,2mL); VR (Vermelho de ruténio 3,6mg/kg); Rip Il (Riparina Ill 50mg/kg);
VR + Rip lll (Vermelho de ruténio 3,6mg/kg + Riparina Ill 50mg/kg); VR + Capsaicina (Vermelho de
ruténio 3,6mg/kg + Capsaicina 0,3mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M. da porcentagem
de area gastrica ulcerada. Para analise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo
pos teste de Tukey, onde ****p<0,0001 vs. Controle; ####p<0,0001 vs. capsaicina.
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5.2.4 Papel do o6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da Riparina Ill em

modelo de lesdo géstrica induzida por etanol

A Riparina Ill (3,57 + 0,95) e a L-arginina (3,48 = 0,92), administradas
previamente, apresentaram diminuicdo significativa da area ulcerada pelo etanol
guando comparada ao grupo controle (17,69 + 0,79). A administracdo prévia de L-
NAME interferiu na gastroprotecao da Riparina lll (18,89 + 3,57) e da L-arginina (17,39
+ 2,48) em comparagao ao grupo Riparina Il e L-arginina respectivamente (Figura
15).

Figura 15 — Envolvimento do 6xido nitrico na gastroprotecdo da Riparina Ill em camundongos
submetidos a lesd@o géstrica induzida pelo etanol.
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Controle: Etanol absoluto (0,2mL); L-NAME (L-NAME 10mg/kg); Rip Ill (Riparina 11l 50mg/kg); L-NAME
+ RIP Il (L-NAME10mg/kg + Riparina Ill 50mg/kg); L-ARG (L-ARGININA 600mg/kg); L-NAME + L-ARG
(L-NAME 10mg/kg + L-arginina 600mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M. da porcentagem
de area gastrica ulcerada. Para analise estatistica, foi utilizado o teste one-way ANOVA seguido pelo
pos teste de Tukey, onde ***p<0,001 vs. Controle; ###p<0,001 vs. Rip. Ill; 888p<0,001 vs. L-arginina.
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5.3 Dosagem de nitrito/nitrato para confirmar o envolvimento do 6xido nitrico

na mucosa gastrica de animais com lesao géstrica induzida por etanol

A concentracdo de nitrito/nitrato nos homogenatos dos estdmagos foi
dosada para confirmar o entendimento da participagdo do O6xido nitrico na
gastroprotecao promovida pela Riparina lll (Figura 16). Corroborando com os achados
do experimento anterior, o grupo pré-tratado com Riparina Ill mostrou niveis de nitrito
bem maior (89,44 £ 5,20) que o grupo que recebeu o etanol tratado apenas com salina
(40,74 + 8,20). O grupo tratado apenas com salina (71,09t 7,27) também apresentou
aumento de nitrito de forma estatisticamente significativa quando comparado ao grupo

controle (Figura 16).

Figura 16 — Avaliagdo da concentragao de nitrito/nitrato na mucosa géstrica de animais com lesao
gastrica induzida por etanol
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Sadio (soro fisiologico 0,9%); Controle (Etanol absoluto (0,2mL); Rip Il (Riparina Ill 50mg/kg). Os
valores representam a média + E.P.M., para a concentrac@o de nitrito.Para a andlise estatistica foi
utilizado o teste one-way ANOVA seguido de Teste de Tukey, onde *p<0,05 vs. Sadio; ###p<0,001 vs.
Controle.
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5.4 Avaliagdo da Imunomarcacéao para iNOS

A partir da fotomicrografia da imunomarcacao para iNOS (Figura 17), pode-
se observar que o grupo tratado com a Riparina Il (painel D) apresentou um aumento
da imunomarcacao nas células das glandulas gastricas em relacdo aquela observada
no grupo controle (com lesdo gastrica induzida por etanol) (painel C), o qual
demonstrou uma imunomarcacéao sutil para INOS quando comparada ao grupo sadio
(sem lesdo e tratado somente com veiculo) (painel B). Além disso, observou-se um
aumento da &rea imunomarcada no grupo pré-tratado com L-arginina (painel F), em
contrapartida com o grupo L-NAME, um bloqueador da sintese do 6xido nitrico, onde
demonstrou sua atividade, diminuindo a imunomarcacao para iNOS (painel E).



59

Figura 17 — Fotomicrografias de imunohistoquimica para iNOS de estdmagos de camundongos
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(A) Controle negativo; (B) Grupo sadio (soro fisiologico 0,9%, sem etanol); (C) Controle (animais
submetidos a lesdo géstrica pelo etanol); (D) Animais submetidos & leséo gastrica pelo etanol com pré-
tratamento com Riparina Ill 50 mg/Kg; (E) Animais submetidos a lesdo géstrica pelo etanol com pré-
tratamento com L-NAME; (F) Animais submetidos & lesdo gastrica pelo etanol com pré-tratamento com
L-arginina (aumento de 100x). O controle negativo (A) representa uma amostra do estbmago onde o
anticorpo primario foi substituido pelo PBS-BSA 5% e ndo mostra marcacgéo para iNOS.
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5.5 Avaliacado da atividade antioxidante da Riparina lll frente as les6es géastricas

induzidas por etanol

5.5.1 Envolvimento da glutationa reduzida (GSH) no efeito gastroprotetor da

Riparina lll no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Os animais que receberam etanol sozinho (grupo controle) mostraram
reducdo significativa nos niveis de GSH (220 + 12,24) quando comparado com o grupo
sadio (ndo ulcerado) (345,7+ 26,01). O pré-tratamento com a Riparina Ill (367,9 +
45,91) e NAC (426,2 + 86,42) demonstraram elevacdo do contetdo gastrico de GSH

guando comparado com o grupo controle (Figura 18).

Figura 18 — Avaliacdo do envolvimento da glutationa reduzida (GSH) no efeito gastroprotetor da
Riparina Ill no modelo de lesdo géstrica induzida por etanol absoluto.
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Sadio (soro fisiologico 0,9%); Controle (Etanol absoluto (0,2mL); Rip Il (Riparina 11l 50mg/kg); NAC (N-
acetilcisteina, 300mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M., para a concentracdo de GSH.Para
a andlise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do pos teste de Dunns. Valores
considerados significativos quando p<0,05, onde **p<0,01 vs sadio; ##p< 0,01 vs controle.
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5.5.2 Determinacdo dos niveis de malondialdeido no efeito gastroprotetor da
Riparina lll no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto

Os niveis de MDA nos estdmagos ulcerados apresentaram niveis
aumentados (972,0 + 152,2) quando comparado com o grupo sadio (242,0 + 51,85).
No estdbmago dos animais pré-tratados com Riparina Ill (229,5 + 56,69) e NAC
(326,3 + 36,86) houve diminuicdo significativa desses niveis quando comparado

com o grupo controle (Figura 19).

Figura 19 — Avaliacdo dos niveis de MDA no efeito gastroprotetor da Riparina Ill no modelo de leséo
gastrica induzida por etanol absoluto
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Sadio (soro fisiologico 0,9%); Controle (Etanol absoluto (0,2mL); Rip Il (Riparina 11l 50mg/kg); NAC (N-
acetilcisteina, 300mg/kg). Os valores representam a média + E.P.M., para a concentracdo de MDA.
Para a analise estatistica foi utilizado o teste Kruskal-Wallis, seguido do pés teste de Dunn. Valores
considerados significativos quando p<0,05, onde **p<0,01vs sadio; #p<0,05 vs controle; ##p<0,01 vs
controle
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6 DISCUSSAO

As Ulceras gastricas afetam cerca de 5 a 10% da populacdo mundial e séo
identificadas como uma doencga grave, causada por lesdo da mucosa estomacal,
proveniente de fatores associados, como tabagismo, estresse, ingestao cronica de
alcool e de anti-inflamatérios nao-esteroides (AINES). Além disso, também esta
envolvida com aumento da secrecao de acido gastrico e infeccdo pela bactéria
Helicobacter pylori (SONG et al., 2018).

Uma das principais causas da Ulcera gastrica € o desequilibrio entre fatores
defensivos e agressivos e, nesse contexto, o alcool, utilizado como indutor de Ulcera
no presente trabalho, atua destruindo diretamente a camada protetora da mucosa pela
deplecédo de muco e bicarbonato (KRON, 2008). Além disso, o dano irreversivel ao
tecido estomacal associado a inflamacdo severa, favorecem um maior risco de
sangramento na parte gastrica superior, Ulcera ou até cancer gastrico. Assim, é
necessario a protecdo do tecido gastrico contra lesdes, a fim de prevenir o
desenvolvimento de potenciais doencas relacionadas (ZHANG et al., 2019).

Existem varios modelos experimentais de lesdo gastrica, embora nao
representem exatamente o mecanismo de todas as Ulceras. Dentre eles, o modelo de
ulcera por etanol € o mais utilizado, uma vez que permite uma inducéo rapida, pode
ser amplamente utilizado para testar a eficacia de drogas potenciais, e as Ulceras
induzidas sdo semelhantes as ulceras agudas em humanos (SONG et al., 2018).

Atualmente, pesquisadores tem buscado por um tratamento eficaz e seguro
da Ulcera, porém mais acessivel e com menos efeitos adversos quando comparados
aos medicamentos disponiveis. Neste contexto, a pesquisa por produtos naturais
como possiveis terapias complementares e alternativas tem crescido muito e se
tornado muito promissora (BOUTEMINE et al., 2018).

Com base nestas consideracdes, no presente trabalho, investigou-se o
potencial efeito gastroprotetor da Riparina Ill sobre as lesdes gastricas induzidas pelo
etanol absoluto em camundongos, justificando-se como base nos efeitos anti-
inflamatdérios e antinociceptivos apresentados por esta substancia previamente
(VASCONCELOS, 2015).

Inicialmente, foi demonstrado a eficiéncia do modelo, visto que o etanol

causou alteracdes histopatologicas condizentes com a Ulcera géastrica, de acordo com
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os achados histopatolégicos obtidos neste estudo. Corroborando com estes dados, ja
foi demonstrado que o etanol € um irritante exégeno que danifica as células mucosas
gastrointestinais e induz Ulceras gastricas por diferentes mecanismos moleculares. A
patogénese desta doenca inclui a producdo de lesdes hemorragicas provenientes do
etanol, bem como edema, destruicdo da mucosa e infiltrado de células inflamatérias
(ABDELFATTAH et al., 2019; SAHIN et al., 2018), todos nitidamente observados em
nossos resultados.

De forma interessante, a eficacia da Riparina Ill em reverter as alteracdes
histopatologicas causadas pelo etanol no presente trabalho é corroborada com
achados prévios, no qual € relatado que a familia Lauraceae, a qual pertence a
Riparina Ill, possui muitas espécies utilizadas popularmente como medicamentos para
lesbes cutaneas, disturbios gastricos e como anti-inflamatorios (DOS SANTOS et al.,
2011).

A mastocitose, ou seja, aumento da infiltracdo de mastocitos, ocorrida apos
a administracao de etanol € bem descrita na literatura como capaz de gerar, no tecido
inflamado, recrutamento de mudltiplas células inflamatdrias, que estdo altamente
associadas a percepcao de antigenos pelo sistema imune. Neste contexto, sabe-se,
gue a lesdo gastrica promove um processo inflamatorio envolvendo os mastécitos, 0s
guais, apés serem ativados por diferentes estimulos, liberam de seus gréanulos
citoplasmaticos substancias como histamina, leucotrienos e fator ativador de
plaquetas (AL ASMARI et al., 2016). A histamina por exemplo, estimula a secrecao
gastrica via receptor H2 na mucosa do estbmago. Ela quando liberada dos mastécitos
na submucosa estimula a producdo de acido adicional, podendo ocorrer infiltracdo
celular, e consequentemente aumentar a interrupcao da funcdo da mucosa e diminuir
a capacidade de cicatrizacao tecidual (STURGES, 2001).

Outros estudos que avaliaram o papel dos mastdcitos na lesdo gastrica
também revelaram um aumento desse tipo de células, causados pela administracao
do etanol em comparacéo aos animais tratados apenas com salina, e provavelmente
esse aumento esta relacionado com a gravidade da inflamacé&o e da Ulcera (DINIZ et
al., 2015; SAGUN et al., 2017; YANG et al., 2017).

Nitidamente, a reversdo da mastocitose observada pela diminuicdo na
contagem de mastocitos no segmento estomacal apés o tratamento com a Riparina

lll, confirma sua potencial contribuicdo para diminuir a resposta inflamatoria. De fato,
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este efeito em diminuir o numero de mastocitos neste trabalho, e consequentemente
reduzir a inflamag&o, pode ser corroborado por alguns trabalhos realizados no nosso
Laboratério de Neuropsicofarmacologia da Universidade Federal do Ceara.
Vasconcelos (2015), por exemplo, demonstrou que a Riparina Il reduz
significativamente a resposta nociceptiva induzida no teste da formalina, indicando
gue o mecanismo de acao desta substancia pode estar relacionado com a inibicéo de
mediadores inflamatérios. Além disso, Carvalho et al. (2013) verificou, em um modelo
de edema de pata induzida por dextrana, que a Riparina Il, que diferencia-se da
Riparina Ill apenas por ter um radical hidroxila a menos, apresentou atividade anti-
inflamatdria, observada pela reducdo do edema de pata, e que este efeito pode estar
relacionado ao bloqueio dos receptores de histamina ou inibicdo de sua liberagcéo
pelos mastocitos.

Considerando os resultados promissores e ineditos apresentados pela
Riparina Ill na gastroprotecédo, sequencialmente, decidimos caracterizar se esta acao
estaria relacionada a mecanismos envolvendo a participacdo de canais de potassio
ATP dependentes (Katp), prostaglandinas, receptores de potencial transitorio
vaniloide tipo 1 (TRPV-1) e éxido nitrico (NO).

Vale a pena salientar que a investigacdo do envolvimento dos canais de
Katp cOmo alvos terapéuticos é importante ja que agonistas e antagonistas destes
estdo sendo usados em testes clinicos, uma vez que esta via exerce um papel
importante na regulacdo da motilidade gastrointestinal. Adicionalmente é relevante
destacar que estes canais foram identificados inicialmente em midécitos cardiacos,
mas também foram encontrados em varios tecidos, como células das ilhotas
pancreaticas, neurénios, musculo vascular e musculo liso gastrointestinal (LI; LEI;
CHEN, 2017).

Foi demonstrado no presente estudo que o grupo de animais pré-tratados
com a riparina lll, quando combinado com a glibenclamida tiveram seus efeitos
protetores gastricos diminuidos, sugerindo que o0s canais de potassio sensiveis ao
ATP estéo envolvidos na atividade gastroprotetora da riparina lll. De fato, ja é descrito
gue a abertura destes canais participa da protecdo da mucosa gastrica regulando a
ativacao de fibras aferentes, no relaxamento dos vasos que suprem a mucosa e na
modulacdo da secrecdo de muco géstrico. Assim, o aumento do fluxo sanguineo

gastrico pela ativagdo dos nervos aferentes ocorre de forma concomitante a reducao
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da area gastrica lesionada, sendo esse efeito suprimido pela administracdo de
glibenclamida, um bloqueador do canal de Katr (ARUNACHALAM et al., 2019; DE
SALES et al., 2018; LI; LEI; CHEN, 2017). A acao da glibenclamida envolve a redugao
da permeabilidade das células ao K*, causando despolarizacéo e influxo de Ca?*,
induzindo uma vasoconstricdo gastrica e diminuicdo do fluxo sanguineo na regiao
afetada, favorecendo, assim, a formacéo de Ulceras (BENTO et al., 2016).

Outro trabalho corrobora com o0s nossos na reversdo do efeito
gastroprotetor pela glibenclamida (De Sales et al., 2018) onde este antagonista
também diminuiu a protecdo do tecido gastrico mediada pelo extrato etanoico de
Cissampelos sympodialis, o qual é rico em substancias como alcaloides, flavonoides
e compostos fenolicos, que podem estar envolvidos no efeito observado.

Dando continuidade a investigagdo de mecanismos pelos quais a Riparina
[l exerce sua gastroprotecéo, destaca-se o papel das prostaglandinas (PGs) que
desempenham papel fundamental na regido estomacal, melhorando o fluxo sanguineo
e mantendo a integridade celular da mucosa. Além disso, sdo responsaveis por
promover a secrecao de muco e bicarbonato que fortalecem a resisténcia das células
gastricas a efeitos lesivos (CHEN et al., 2019).

A indometacina, um inibidor da sintese de prostaglandinas, administrada
previamente ao grupo de animais tratados com Riparina lll, n&o foi capaz de reverter
o efeito gastroprotetor observado, sugerindo que esta atividade parece nao depender
da sintese de prostaglandinas. Porém, vale destacar que estudos realizados
previamente por Eguchi et al. (2007) demonstraram que algumas acbes das
prostaglandinas, como a vasodilatacdo, estdo relacionadas a ativacdo de canais de
Katp pela proteina quinase A (PKA), e este mecanismo atua, pelo menos em parte,
como mediador na gastroprotecdo. Além disso, o efeito gastroprotetor promovido
pelas prostaglandinas € inibido ndo apenas pela indometacina, mas também pela
glibenclamida, um farmaco inibidor dos canais de Katp (PESKAR; EHRLICH,;
PESKAR, 2002). Diante disso, ndo podemos descartar a hipétese de que as
prostaglandinas possam atuar indiretamente no mecanismo de gastroprotecdo da
Riparina Ill por meio da ativacdo dos canais de Katp.

Foi analisado ainda o papel do receptor TRPV-1 ou simplesmente
receptores vaniloides, no efeito gastroprotetor da Riparina Ill. Estes alvos sé&o

caracterizados como receptores de membrana e expressos por muitos neurdnios
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sensoriais nociceptivos. Quando ativados, atuam como um canal ndo-especifico de
cations, permitindo o influxo de célcio, e desencadeando sensacdes de dor. Alguns
ativadores endogenos de TRPV-1 séo o calor, baixo pH e certos metabdlitos lipidicos.
Como ativador exdgeno mais conhecido, tem-se a capsaicina, responsavel pelo ardor
das pimentas (MCCARTY; DINICOLANTONIO; O’KEEFE, 2015).

A utilizacdo de capsaicina no tratamento da dor € justificada pela sua acéo
em promover a excitagdo seletiva e posterior dessensibilizagdo dos neurdnios
nociceptivos desencadeada pela ativacdo de receptores vaniloides, levando a uma
elevacdo dos niveis intracelulares de Ca?". Dependendo da concentracdo e da
duracéo da exposicao a vaniloides, o influxo de célcio via TRPV-1 dessensibiliza os
préprios canais, significando ndo apenas um mecanismo de feedback que protege a
célula da sobrecarga téxica de Ca?*, como também contribui para os efeitos
analgésicos da capsaicina (VYKLICKY et al., 2008).

No presente estudo, foi utilizado a capsaicina que age sobre 0s neurdnios
sensoriais estimulando os receptores de membrana, predominantemente receptores
vaniloides. Ha evidencias de seu papel em acelerar a cicatrizacdo de Ulceras
gastricas, inibindo a secrecéo de acido gastrico, aumentando a secrecao alcalina e de
muco, estimulando a microcirculacdo gastrica e exercendo efeitos vasodilatadores, via
oxido nitrico (SATYANARAYANA, 2006; SHARMA; VIJ; SHARMA, 2013).

Diante disso, nossos dados demonstraram que a Riparina lll, de forma
semelhante a capsaicina, reduziu significativamente o percentual da area ulcerada
guando comparada com o grupo etanol. Além disso, essa acdo gastroprotetora da
Riparina nao foi revertida pelo vermelho de ruténio, um antagonista do receptor TRPV-
1, que embora nao interfira com o sitio de ligacédo do receptor, bloqueia o canal ibnico
ativo (SANTOS et al., 2019), nos fornecendo evidéncias de que possivelmente ndo ha
participacéo dos receptores TRPV-1 no mecanismo de acdo da Riparina lll. Entretanto
utilizando um modelo de nocicepcdo induzida por capsaicina (VASCONCELOS,
2015), demonstrou que a Riparina Il inibiu, significativamente, a resposta induzida
pela capsaicina, sugerindo a participacao dos canais de TRPV.

Além dos mecanismos ja discutidos anteriormente, no presente trabalho
também procuramos avaliar o papel do 6xido nitrico (NO) no efeito gastroprotetor da
Riparina Il frente a lesdo gastrica induzida por etanol, considerando que esse

mediador jA& estd bem descrito como fator crucial na defesa da mucosa
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gastrointestinal. Estes mecanismos de incluem a adesao de neutrofilos, secrecéo de
muco e aumento do fluxo sanguineo da mucosa, os quais podem ser mediados pelas
prostaglandinas (RIOS et al., 2010).

Os dados obtidos na presente pesquisa sugerem que o NO parece ser um
mediador chave na defesa da mucosa géastrica induzida pela Riparina lll, uma vez que
0 pré-tratamento com L-NAME, um inibidor ndo seletivo da NO-sintase, conseguiu
reverter sua gastroprotecao contra a lesdo induzida pelo etanol. Corroborando esses
dados, Silva et al. (2014) afirma que o NO desempenha um papel critico na integridade
da mucosa, seja por acdo direta, seja pela modulacdo dos efeitos de outras
substancias envolvidas em importantes funcdes fisioldégicas, como a regulacdo do
fluxo sanguineo da mucosa e da geracdo de muco. Adicionalmente, trabalhos relatam
gue a gastroprotecao é promovida por doadores de NO e L-arginina que aceleram a
cicatrizacdo de ulceras gastricas, enquanto a inibicdo do NO pelo L-NAME em
modelos animais de Ulcera gastrica agrava a lesdo (HEEBA; HASSAN; AMIN, 2009;
SILVA et al., 2014).

Considerando-se, que neurdnios aferentes sensiveis a capsaicina
contribuem para o aumento da formacé&o de NO pela enzima 6xido nitrico sintase, e
gue este tem sido relatado modular a integridade da mucosa gastrica, a secrecéo de
muco e o fluxo sanguineo da mucosa gastrica, ndo se pode descartar a hipotese de
uma possivel atuacdo da Riparina Ill nos processos de vasodilatacdo ou
microcirculacdo indiretamente via modulacao do NO.

Para complementar a investigacdo do papel do NO na protecdo gastrica da
Riparina Ill na Ulcera induzida por etanol, foram avaliados os niveis de nitrito (NO?) e
nitrato (NO*) na mucosa gastrica, como uma estimativa da producdo de NO, bem
como também se avaliou a expressdo de INOS. Estes anions inorganicos séo
produtos do metabolismo endégeno do NO, o qual é oxidado no sangue e nos tecidos
para formar estes compostos (SILVA et al., 2014).

Diante dessas informacdes, observou-se neste estudo uma reducédo dos
niveis de nitrito e nitrato no tecido gastrico induzida por etanol, sendo tal efeito
revertido pelo pré-tratamento com a Riparina Il que elevou estes niveis para valores
semelhantes aos observados nos grupos sadios, confirmando que esta substancia
pode realmente atuar na via do 6xido nitrico. Além disso, o grupo tratado com a

Riparina apresentou uma maior marcagdo imunohistoquimica para INOS em
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comparacdo aos animais controle, demonstrando assim que existe uma maior
expressdo desta enzima nos animais tratados com a Riparina lll.

Visando caracterizar a propriedade gastroprotetora da Riparina Il frente
aos danos gastricos, avaliou-se o possivel efeito antioxidante promovido pela
substancia em estudo, uma vez que o estresse oxidativo é considerado como um dos
fatores mais importantes na fisiopatologia das Ulceras géastricas induzidas por etanol.
Este é gerado, juntamente com a peroxidacao lipidica das células, pelo desequilibrio
entre a formacgéo e neutralizacdo de pré-oxidantes e antioxidantes, associado a um
aumento dos radicais livres e das espécies reativas de oxigénio (EROs). Esta busca
justifica-se por relatos da importancia de compostos naturais com propriedades
antioxidantes para reduzir complicacbes geradas pelo estresse oxidativo (ROY;
CHENKUAL; GURUSUBRAMANIAN, 2016; SAGUN et al., 2017).

Nesse contexto, evidéncias crescentes tém sugerido que o etanol esta
relacionado a producdo excessiva de EROs no tecido gastrico, perturbando
consequentemente a integridade e a permeabilidade das membranas celulares,
levando a morte celular e facilitando a formacédo de Ulceras na mucosa gastrica
(AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2017). Nas Ulceras gastricas, o estresse oxidativo
também é aumentado pela penetracdo de neutrofilos ativados, que produzem
espécies reativas de oxigénio e dessa forma, desempenham um papel decisivo no
desenvolvimento de inflamacéo e lesdo da mucosa gastrica (SONG et al., 2018).

Assim, foi mensurado também a atividade do malondialdeido (MDA), que é
um dos marcadores comuns do estresse oxidativo (SONG et al., 2018). Os resultados
obtidos no presente trabalho mostraram que o processo de lipoperoxidacéo lipidica
induzido pelo etanol foi reduzido pelo pré-tratamento da Riparina lll. Esse achado
indica uma possivel propriedade antioxidante desta substancia, e dessa forma,
representa um importante mecanismo para impedir danos na mucosa gastrica.

Semelhante aos dados do presente estudo, dados anteriores também
demonstraram o papel critico do estresse oxidativo observado através de um aumento
na peroxidacdo lipidica no modelo experimental de Ulceras da mucosa gastrica, e uma
reducdo dos niveis plasmaticos de MDA pela acao protetora das substancias testadas
(AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2017; LIU et al., 2016). Além disso, trabalhos realizados
em nosso laboratério demonstraram que a Riparina lll foi capaz de diminuir os niveis

de MDA no hipocampo e no corpo estriado de animais submetidos a eventos
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estressantes, sugerindo que seus efeitos podem ser mediados, pelo menos em parte,
pela inibicdo da peroxidacao lipidica (MELO, 2012).

Vale salientar que nos ultimos 20 anos o MDA tem sido reconhecido como
um importante indicador de peroxidacado lipidica em estados patolégicos, sendo
mensurado por diferentes métodos quimicos. Individuos afetados por varias doencas
tém os niveis de MDA aumentados em amostras bioldgicas, avaliados através do teste
da reacdo com o acido tiobarbitdrico (TBA), denominado também teste das
substancias que reagem com o &cido tiobarbitarico (Thiobarbituric Acid-Reactive
Substances — TBARS) (FRANCA et al., 2013).

O aumento da peroxidacao lipidica perturba a integridade, a fluidez e a
permeabilidade das biomembranas, além de modificar lipoproteinas pro-inflamatorias,
0 que gera produtos potencialmente toxicos, com propriedades mutagénicas e
cancerigenas (PIECHOTA-POLANCZYK; FICHNA, 2014).

Um dos antioxidantes celulares mais importante na defesa intracelular
contra os danos oxidativos induzidos por EROs, € o GSH, um tripeptideo contendo
tiol, produzido em altos niveis pela mucosa gastrica. E um potente eliminador de
peroxido de hidrogénio e hidroperoxidos no citosol e mitocéndrias, e sua reducao
tornam as células mais susceptiveis a danos (AMIRSHAHROKHI; KHALILI, 2017).

A atuacdo da glutationa reduzida (GSH) como fator vital nas funcdes
metabdlicas de protecdo ou no sistema antioxidante, depende de sua regeneracéo
através do ciclo catalitico, de atividade de trés grupos de enzimas que se relacionam
para exercer suas funcées: glutationa oxidase (GSH-O ou GO), glutationa peroxidase
(GSH-Px ou GPX) e glutationa redutase (GSH-Rd ou GR). A GO e GPX catalisam a
oxidacdo de GSH a glutationa oxidada (GSSG). Esta ultima pode também reduzir
hidroperoxidos, como H202 a H20 e hidroperoxidos de lipideos (ROOH) para alcoois
estaveis correspondentes. A GR é responsavel pela regeneracédo de GSH, a partir de
GSSG, na presenca de NADPH (CHENG et al., 2017; HUBER; ALMEIDA; DE
FATIMA, 2008).

Ja foi demonstrado que o dano gastrico induzido pelo etanol esta associado
a uma diminuicdo significativa dos niveis de GSH no tecido gastrico (ANTONISAMY
et al., 2014; VERMA; KUMAR, 2018). Estes dados sdo semelhantes ao encontrado
em nosso trabalho, onde o pré-tratamento com a Riparina lll inibiu a deplecdo de GSH

em camundongos expostos ao etanol, demonstrando um efeito gastroprotetor contra
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0 estresse oxidativo. Além disso, essa agdo antioxidante da Riparina Il também foi
previamente relatada no estudo de Melo (2012) onde esta substancia aumentou os
niveis de GSH no hipocampo, corpo estriado e cortex pré-frontal nos animais apés o
estresse induzido pelo nado forgado.

O presente trabalho é promissor pois apresenta a Riparina Ill, uma
substancia inicialmente oriunda de produtos naturais, com uma importante atividade
gastroprotetora. Esta area de pesquisa desperta bastante o interesse da industria
farmacéutica devido a diversidade de compostos bioativos da flora brasileira,
importantes para o tratamento de diversas doencas.
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7  CONSIDERACOES FINAIS

De acordo com os resultados inéditos obtidos no presente trabalho e

considerando o que foi discutido até 0 momento, pode-se concluir que:

* A Riparina lll apresenta atividade antiulcerogénica no modelo de lesdo
gastrica induzida por etanol, comprovada pela analise macroscopica e
microscopica.

* A Riparina lll promove a gastroprote¢cdo no modelo experimental de lesédo
gastrica induzida por etanol e o mecanismo gastroprotetor envolve a
participacédo do oxido nitrico e dos canais de potassio sensiveis ao ATP.

* ARiparina lll demonstrou potencial em aumentar os niveis de nitrito/nitrato
e da enzima oxido nitrico sintase induzida (iNOS).

* A acéo gastroprotetora da Riparina Il envolve uma atividade antioxidante,
demonstrada por meio do reestabelecimento dos grupos sulfidrilicos-nao
proteicos (NP-SH/GSH) e diminuicdo da peroxidacéo lipidica.

« A Riparina Il possui potencial em minimizar a resposta inflamatoria,
observado através da diminuicdo da contagem de mastocitos e reversao

das alteracOes histopatologicas.
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8 CONCLUSAO

Este trabalho permitiu concluir que a Riparina Il apresenta importante
efeito protetor frente a Ulcera gastrica induzida por etanol, e que este efeito esta
relacionado a mecanismos que envolvem a participacdo do 6xido nitrico e dos canais
de K. atp-dependentes, além de um potencial antioxidante, aumentando os niveis de
GSH e diminuindo a peroxidagéo lipidica. Assim, podemos sugerir que a Riparina Il
constitui uma molécula promissora para o0 desenvolvimento de farmacos
terapeuticamente Uteis na leséo gastrica.

Com base nessas consideracdes, a Riparina Ill pode ser apontada como
uma substancia promissora para o tratamento da leséo gastrica induzida por etanol,

efeito hipotético este ilustrado na Figura 20.



Figura 20 — Modelo hipotético da acao farmacoldgica da Riparina lll na leséo gastrica induzida por etanol.
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