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RESUMO

EFEITO GASTROPROTETOR DE PROTEINAS ISOLADAS DO LATEX DE
Plumeria rubra L. (APOCYNACEAE) EM MODELO DE LESAO GASTRICA
INDUZIDA POR ETANOL: ENVOLVIMENTO DE RECEPTORES TRPV1, DA VIA
NO/GMPc/K arp E DA GLUTATIONA.

A Plumeria rubra L. € uma planta laticifera pertencente a familia Apocynaceae,
popularmente conhecida como Jasmim. Esta amplamente distribuida em regides
tropicais e subtropicais, incluindo o Brasil. Essa planta € utilizada popularmente para
o tratamento de sifilis, febre e como purgativo. Alguns estudos mostram que o latex
de P. rubra possui atividade antioxidante e vasodilatadora. O objetivo desse
trabalho foi avaliar o efeito gastroprotetor das proteinas laticiferas da Plumeria rubra
(PrLP) em modelo de ulcera gastrica induzida por etanol, investigar o possivel
envolvimento dos receptores TRPV1, da via NO\GMPc\Karp € da glutationa, e
possiveis efeitos tdxicos. A manipulacdo dos animais e os protocolos experimentais
foram registrados no Comité de FEtica Institucional sob o numero 057/2010.
Camundongos Swiss (n = 8), em jejum de 16h, foram tratados por via intravenosa
com PrLP nas doses de 0,05; 0,5; 5 e 50 mg/kg. Apos 30 min da administracao de
PrLP os animais receberam 0,2 ml de etanol absoluto v.0. Decorridos 60 min dessa
administracdo, os animais foram sacrificados, os estdmagos removidos e analisados
para determinacdo do indice de lesdo. Para investigar o envolvimento de
mediadores no efeito de PrLP, os animais receberam indometacina (10 mg/kg; v.0.),
L-NAME (20 mg/kg; i.p.), ODQ (10 mg/kg; i.p.), glibenclamida (5 mg/kg; i.p.) e
capsazepina (5 mg/kg; i.p) antes do tratamento com PrLP (0,5 mg/kg; i.v.).
Misoprostol (50 pg/kg v.0), L-arginina (600 mg/kg; i.p.), diazoxido (3mg/kg; i.p.) e
capsaicina (0,3 mg/kg; v.o.) foram utilizados como droga-padrdo. Para avaliar o
efeito de PrLP sobre os niveis de NO3/NO,, foi realizada sua dosagem no
homogenato do estbmago, mas para investigar um possivel efeito antioxidante, foi
realizada a dosagem dos niveis de GSH em estdmagos normais e lesionados. Para
a toxicidade sub-crénica os animais foram tratados por 7 dias com a dose de 50
mg/kg; i.v., seguido da avaliacdo de varios parametros, tais como: peso corporal,
hemograma completo, bioquimicos (uréia, ALT e AST) e peso umido de 6rgaos vitais
(coracéo, baco, figado e rim). PrLP nas doses de 0,5; 5 e 50 mg/kg foi capaz de
inibir lesdo gastrica em 81,9; 72,8 e 68%, respectivamente, recuperou 0s niveis de
GSH na mucosa em 105% quando comparados com o grupo etanol e ndo alterou os
niveis de GSH em animais que nao tiveram seus estbmagos lesionados pelo etanol.
Adicionalmente, PrLP também aumentou em 26% os niveis de NO3/NO, que foram
reduzidos pela administracdo de etanol. Indometacina, L-NAME, ODQ,
Glibenclamida e capsazepina foram capazes de reverter o efeito de PrLP,
demonstrando o envolvimento das Prostaglandinas, NO, GMPc, canais de Katp €
dos receptores TRPV1 em seu mecanismo de acado. Além disso, o tratamento por 7
dias com PrLP nédo alterou nenhum parametro avaliado, mostrando seguranca no
seu uso. Estes resultados indicam que PrLP possui atividade farmacologica
gastroprotetora sobre a mucosa do estbmago ao qual parece ser mediada em parte
pela modulacdo de prostaglandina, pela via NO/GMPc/Karp € pelos receptores
TRPV1, ao qual possuem papel fundamental na manutencdo do fluxo sanguineo e
na defesa da mucosa gastrica. PrLP atua evitando a deplecdo dos niveis de GSH
induzidas pelo etanol. Sendo isto importante para a manutencdo das defesas



antioxidantes da mucosa. Além do mais, PrLP ndo apresenta toxicidade aguda nos
animais.

Palavras chave: Proteinas laticiferas. Plumeria rubra. Ulcera gastrica. Etanol.



ABSTRACT

GASTROPROTECTIVE EFFECT OF PROTEIN ISOLATED FROM Plumeria rubra
L. (APOCYNACEAE) LATEX IN ETHANOL-INDUCED GASTRIC DAMAGE:
INVOLVEMENT OF TRPV1 RECEPTOR, NO/cGMP/Katp PATHWAY AND
GLUTATHIONE.

The Plumeria rubra is a laticifer plant of family Apocynaceae, popularly known as
“‘Jasmim”. It is widely distributed in tropical and subtropical regions, including Brazil.
This plant is commonly used for the treatment of syphilis, fever, and as a purgative.
Some studies show that the latex of P. rubra has antioxidant and vasodilator activity.
The aim of this study was to evaluate the gastroprotective effect of laticifers proteins
of Plumeria rubra (PrLP) in ethanol-induced gastric damage, to investigate the
possible involvement of TRPV1 receptors, NO\cGMP\Karp pathway and glutathione,
and possible toxic effects. Animal handling and experimental protocols were
registered on the Institutional Ethics Committee under number 057/2010. Swiss mice
(n=8), fasting for 16 hours, were treated intravenously (i.v.) with PrLP doses of 0.05,
0.5, 5 and 50 mg/kg. After 30 min the animals received 0.2 ml of absolute ethanol per
oral (p.o.). After 60 min of ethanol administration, the animals were sacrificed, their
stomachs removed and analyzed to determine lesion index. To investigate the
involvement of mediators in PrLP effect, animals received indomethacin (10 mg/kg,
p.o.), L-NAME (20 mg/kg, i.p.), ODQ (10 mg/kg, i.p.), glibenclamide (5 mg/kg, i.p.)
and capsazepine (5 mg/kg, i.p.) prior to treatment with PrLP (0.5 mg/kg i.v.).
Misoprostol (50 pg/kg; p.o.), L-arginine (600 mg/kg; i.p.), diazoxide (3 mg/kg; i.p.) and
capsaicin (0.3 mg/kg; p.o.) were used as standard-drug. To evaluate the effect of
PrLP on the levels of NO3/NO,, the dosage was performed in the homogenate of the
stomach, but to investigate a possible antioxidant effect, it was carried out the
measurement of the GSH levels in normal and injured stomachs. For sub-chronic
toxicity animals were treated for 7 days with 50 mg/kg i.v., followed by evaluation of
various parameters, such as: body weight, complete blood count, biochemical (urea,
ALT, AST) and wet weight of vital organs (heart, spleen, liver and kidney). PrLP at
doses of 0.5, 5 and 50 mg/kg was able to inhibit the gastric lesions by 81.9, 72.8 and
68%, respectively, retrieving the GSH levels in the mucosa by 105% compared with
the ethanol group and PrLP did not alter the GSH levels in animals that were not
ethanol-lesioned stomachs. Additionally, PrLP also increased in 26% NO3;/NOy
levels that were reduced by ethanol administration. Indometacin, L-NAME, ODQ,
glibenclamide and capsazepine were able to reverse the PrLP protective effect,
demonstrating the involvement of prostaglandins, NO, GMPc, potassium channels
ATP-dependent and TRPV1 receptors in its mechanism of action. Furthermore, the
treatment for 7 days with PrLP did not change any parameter evaluated showing
safety in their use. These results indicate that PrLP have gastroprotective
pharmacology activity on the gastric mucosa which seems to be mediated in part by
modulation of prostaglandin, NO/cGMP/Katp pathway and TRPV1 receptors, which
play a fundamental role in maintaining blood flow and gastric mucosa defense. PrLP
acts avoiding depletion of GSH levels ethanol-induced. Since this is important for the
maintenance of mucosal antioxidant defenses. Moreover, PrLP did not shown acute
toxicity in animals.

Key-Words: laticifer proteins. Plumeria rubra. gastric ulcer. ethanol.
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1 INTRODUCAO

O estbmago é uma dilatacdo do trato digestivo, dividido anatomicamente em
quatro regides a cardia, o fundo, o corpo e o antro. A cardia é a porgéo estreitada do
estbmago imediatamente distal a juncao gastroesofagica. O fundo constitui a por¢céo
do estdbmago proximal que se estende acima do nivel da juncdo gastresofagica. A
porcdo mais distal do 6rgdo demarcado do duodeno pelo esfincter pilérico é
denominada antro. Os dois tercos restantes do estdbmago sdo chamados de corpo
(HAM, 1991). As porgdes do estbmago sao limitadas por dois sistemas de
esfincteres: o esfincter esofagiano inferior (parte superior/proximal do estémago) e o
esfincter pilérico (parte inferior ou distal) (HOGBEN et al., 1974).

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em trés regides
glandulares, com base nas estruturas das glandulas presentes: regido glandular
cardiaca, glandular oxintica e glandular pilérica (JAIN et al., 2006) A regidao glandular
cardiaca estd localizada abaixo do esfincter esofagiano inferior e contém
primariamente células glandulares secretoras de muco. As glandulas oxinticas
compreendem as células parietais que sao secretoras de acido cloridrico, células
principais que produzem pepsinogénio, células D, que produzem somatostatina e
células enterocromafins (ECL), que liberam histamina. E as glandulas piloricas que
compreendem 0s mesmos tipos celulares que as glandulas oxinticas (exceto as
células principais) e incluindo as células G que produzem gastrina (JAIN et al.,
2006).

No que se refere a histologia gastrica, podem ser observadas varias
camadas: a mucosa, que recobre o limen estomacal; uma fina camada de musculo
liso, conhecida como muscular da mucosa; a submucosa, que consiste em tecido
conjuntivo e vasos sanguineos; a tunica muscular, composta por varias camadas de
musculo liso e a serosa, que faz o limite do estbmago com a cavidade peritoneal
(Figura 1) (JOHNSON et al., 2006).
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FIGURA 1 — Estdmago e glandulas géstricas.
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Duodeno produtora de muco

B i, : &~ Célula

Mucosa

Muscular da
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A) As regibes anatbmicas do estdbmago sdo indicadas. B) Um corte da parede
gastrica indicando as glandulas gastricas na mucosa e varias camadas de tecido; C)
Esquema da glandula gastrica indicando alguns tipos celulares presentes no epitélio
gastrico.

Fonte: Adaptado de Johnson et al., 2006.

O estbmago € um 6rgdo que exerce papel importante na digestdo e absorcao
dos alimentos por meio da secrecdo de acidos, enzimas digestivas, muco e
bicarbonato que sdo importantes para a continuidade da digestdo de carboidratos
iniciada na boca, transformacao do bolo alimentar em uma massa viscosa (quimo),
para o inicio a digestdo das proteinas pela acdo da pepsina e para 0 controle na
absorcdo de agua, nutrientes e eletrdlitos (JUNQUEIRA; CARNEIRO, 2004,
KOEPPEN; STANTON, 2009). Esse 6rgdo também exerce fungdo enddcrina através
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da secrec¢do de hormonios, sendo um dos sistemas enddcrinos mais importantes do
corpo, possui sua rede neuronal integrativa, o sistema nervoso entérico, que contém
aproximadamente o mesmo numero de neurdnios da medula espinhal (RANG et al.,
2007).

Essas atividades do tratogastrintestinal sdo reguladas pelo sistema nervoso
composto de fibras neuronais extrinsecas (neurdnios sensoriais e eferentes do
sistema nervoso autbnomo parassimpatico e simpético) e intrinsecas (sistema
nervoso entérico), mediadores paracrinos, autécrinos e endocrinos (KOEPPEN;
STANTON, 2009).

O sistema nervoso autbnomo simpatico regula as fun¢bes gastrintestinais por
meio da liberacédo de noradrenalina, o parassimpatico atua liberando acetilcolina e o
sistema nervoso entérico libera neuropeptidios que agem controlando a secrecéo
gastrintestinal e a motilidade. Dentre os horménios que controlam o funcionamento
do trato gastrintestinal, podemos citar a histamina, gastrina, somatostatina,
colecistocinina, secretina, peptideo YY e serotonina (KOEPPEN; STANTON, 2009).

1.1 Mecanismos da secrecao acida gastrica

A secrecdo acida é um processo fisiologico importante para a digestdo dos
alimentos, pois induz a ativacdo do pepsinogénio na digestdo através da secrecao
de pepsina, além de garantir um ambiente intragastrico estavel, eliminando bactérias
e outros microrganismos (JAIN et al., 2007).

Os principais agentes que estimulam a secrecdo acida incluem a gastrina, a
acetilcolina e a histamina. A inibicdo é feita pela somatostatina, fatores de
crescimento epidérmico (EGF) e por prostaglandinas E2 e 12; estas Ultimas também
estimulam as células superficiais a produzir muco e bicarbonato (AIRES, 2008).

A secrecdo acida estd sob um complexo sistema de controle regulado de
maneira hormonal através da secrecdo de gastrina, neural pela secrecdo de
acetilcolina e paracrina pela secrecéo de histamina (Figura 2).

Estimulos externos (odor e estimulacdo visual dos alimentos) e internos
ativam neurbnios do sistema nervoso central (SNC). Os impulsos gerados sao
transmitidos através do nervo vago, a neurdnios intramurais gastricos colinérgicos,
com liberac&o de acetilcolina (ACh) e a neurdnios peptidérgicos: Peptideo Liberador

de Gastrina — GRP, Peptideo Intestinal Vasoativo — VIP e Peptideo Ativador de
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Adenilato Ciclase Pituitaria — PACAP e estes estimulam a liberacdo de gastrina e
histamina. A ACh estimula diretamente a secrecdo acida ao se ligar receptores
muscarinicos (tipo Ms) localizados na membrana basolateral das células parietais e
estimula de forma indireta atraves da inibicdo da secrecdo de Somatostatina (SST).
Além disso, a estimulacdo parassimpética resulta na liberacdo de histamina por
células ECL e de gastrina pelas células G, localizadas no fundo gastrico
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

A histamina estimula diretamente a secrecao acida através da interacdo com
0s receptores H, presentes na célula parietal e, indiretamente, pela ligacdo aos
receptores Hsz que resultam na inibicdo da secrecdo de SST pelas células D
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

A ACh também estimula a liberacéo de gastrina por células G localizadas no
antro pilorico. Essa substancia atinge posteriormente a circulacdo sanguinea e
estimula a secrecéo acida ao se ligar a receptores de gastrina localizados na célula
parietal. A gastrina também tem ag&o indireta ao estimular a liberagdo de histamina
partir de células ECL (JAIN et al., 2007; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Neurénios PACAP estimulam, de forma indireta, a secrecdo de SST pelas
células D, através da liberacdo de ANP (Peptidio Natriurético Atrial) e os neurénios
VIP ativam, de forma direta, a secrecdo de SST por essas mesmas células
(SCHUBERT; PEURA, 2008).

A ingestdo dos alimentos (distensdo gastrica) ativa reflexos parassimpaticos
gue tém um efeito estimulatério direto nas glandulas gastricas. Na célula parietal a
gastrina e a ACh aumentam as concentracgdes celulares de Ca®* e a histamina ao se
ligar ao seu receptor que € acoplado a proteina G, ativa a adenilil ciclase e aumenta
a concentracdo de AMPc. Esses efeitos, entdo, resultam na ativacdo da bomba de
prétons H'/K*-ATPase presente na célula parietal, para que assim, haja a secregéo
acida (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Com o esvaziamento gastrico, a presenca de aminoacidos provenientes da
digestdo e de fons H® na luz intestinal resulta na inibicdo da secregdo acida.
Inicialmente a estimulacdo parassimpatica nas glandulas géastricas é reduzida
através de impulsos nervosos. Em seguida, iniciam-se reflexos locais que, ao serem
produzidos por neurdnios da mucosa do intestino, diminuem a secrecdo acida
através da liberagédo de peptideo inibidor géastrico, colecistocinina, secretina e GLP-

1, que ativam o caminho inibitério mediado pela somatostatina. Por fim, ocorre o
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restabelecimento da secrec¢do de SST produzida por células D, localizadas no fundo
e antro. A SST é a principal substancia inibitéria da secrecdo acida, que se liga a
receptores SSTR-2 e seu efeito é estabelecido por meio de um mecanismo
paracrino (SCHUBERT & PEURA, 2008).

Devido a secrecdo acida ser um fator potencialmente lesivo para o estdmago
(presenca de acido e pepsina) é necessario que existam fatores na mucosa gastrica

gue sejam capazes de proteger esse 6rgao da acao danosa desses agentes.

FIGURA 2 — Modelo ilustrando a regulacdo da secrecdo acida neural, paracrina e

hormonal.
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Fonte: SCHUBERT & PEURA, 2008 — Adaptado.
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1.2 Mecanismo de Defesa da Mucosa Gastrica

Concentragdes extremamente elevadas de H * no limen gastrico, pepsina,
sais biliares, motilidade anormal do trato gastrintestinal e infecgbes por
microorganismos como, por exemplo, Helicobacter pylori, sdo fatores que causam
danos a mucosa gastrica, assim s8o necessarios mecanismos eficazes para evitar
gue esses agentes causem danos. A barreira formada por muco, fosfolipidios e
bicarbonato, a continua geracdo de prostaglandinas (PGs), inervacdo neuronal
sensorial da mucosa gastrica e a manutencdo de uma eficiente microcirculacéo local
constituem os principais fatores protetores da mucosa gastrica (LAINE et al., 2008;
MATSUI et al., 2011).

Esses mecanismos de defesa s&o classificados em: pré-epitelial, epitelial e
pos-epitelial ou sub-epitelial. O mecanismo pré-epitelial consiste em evitar o contato
direto dos agentes lesivos com a mucosa gastrica, como por exemplo, a barreira
formada por muco, bicarbonato e fosfolipidios superficiais. O mecanismo epitelial
serve como uma segunda linha de defesa, as propriedades fisicas da membrana e
os complexos de junc¢des organizados previnem a difusdo de H* para a mucosa. As
células epiteliais superficiais também protegem a mucosa por secretar muco e
bicarbonato, participam da renovacao celular e iniciam respostas antioxidantes. O
mecanismo pos-epitelial envolve a motilidade gastrintestinal, células de defesa e o

controle da microcirculagdo sanguinea (MATSUI et al., 2011) (Figura 3).
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FIGURA 3 — Mucosa Gastrica e mecanismo de defesa.
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Fonte: LAINE et al., 2008 - Adaptado

1.2.1 Barreira muco/bicarbonato/fosfolipidio

A barreira muco/bicarbonato/fosfolipidio constitui a primeira linha de defesa da
mucosa. Essa barreira é formada por um gel de muco, bicarbonato e fosfolipidios
surfactantes que recobrem a superficie da mucosa funcionando como uma barreira
mecanica aos estimulos lesivos.

O muco gastrico € composto de aproximadamente 95% de agua e 5% de
glicoproteinas, denominadas mucinas e € revestido por uma pelicula de fosfolipidio,
agente tensoativo com fortes propriedades hidrofobicas. As unidades de mucina se
polimerizam para formar um gel estavel (REPETT; LLESUY, 2002; LAINE et al.,
2008). Devido a sua aderéncia e estabilidade, 0 muco é capaz de reter o bicarbonato
secretado pelas células epiteliais superficiais do estbmago e duodeno, mantendo um
microambiente neutro (pH~7,0) que previne a penetracdo de pepsina e a digestdo
proteolitica. A secrecdo do muco se da pelas células superficiais, do colo da

glandula gastrica, caliciformes do intestino grosso e glandula de Brenner no intestino
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delgado e sua producdo é estimulada pelos horménios gastrina e secretina, a
prostaglandina E, (PGE;) e agentes colinérgicos (TANI et al., 2002; LAINE et al.,
2008).

Recentemente, Brozozowski e colaboradores (2012) demonstraram o papel
do sistema renina-angiotensina na protecdo contra Ulceras gastricas. Com a
estimulacdo da producdo de renina, a angiotensina | circulante é convertida em
angiotensina Il, através da acdo da enzima conversora de angiotensina. A
angiotensina Il se liga a receptores de angiotensina do tipo 1 e 2 (AT1 e AT2) e essa
sinalizacdo resulta em gastroprotecao.

Os ions bicarbonato tém papel de neutralizar o excesso de ions H* que se
difundem para o epitélio, sdo liberados pelas células superficiais e parietais quando
estas sdo estimuladas por estimulos colinérgicos, PGs, NO e pela presenca de um
baixo pH Iuminal, enquanto que sao inibidas por estimulos adrenérgicos
(FLEMSTROM; ISENBERG, 2001; KAGAWA et al., 2003).

1.2.2 Microcirculacéo

A microcirculacdo € fundamental para a entrega de oxigénio e nutrientes e
remocao de substancias toxicas da mucosa. Microvasos das células epiteliais geram
vasodilatadores potentes, tais como 6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGly) que
protegem a mucosa gastrica e opdem-se a acdo prejudicial de agentes
vasoconstritores, como, por exemplo, o leucotrieno C4 e de endotelina.

A PGIl; e o0 NO matem a viabilidade das células endoteliais e previnem a
aderéncia de plaquetas e leucdcitos as células endoteliais que poderia comprometer
a microcirculacdo gastrica (GUTH, 1992; LAINE et al., 2008). O sulfeto de hidrogénio
(H2S), outro composto enddgeno, também exerce efeito protetor da mucosa similar
ao NO, o qual reduz a expressao de fator de necrose tumoral alfa (TNFa), diminui a

aderéncia de leucacitos e inibe lesdes induzidas por AINEs (LAINE et al., 2008).
1.2.3 Neurdnios sensiveis a capsaicina
Os neurdnios aferentes funcionam como sensores luminais, que regulam o

fluxo sanguineo local por liberarem substancias neuroenddcrinas. Fibras do tipo C

sensiveis a capsaicina e lidocaina, podem ser ativadas por estimulos mecanicos ou
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térmicos, isquemia ou hipoxia. Inervam vasos das camadas mucosa e submucosa
do estdbmago e formam um denso complexo na base da mucosa (LAINE et al.,
2008).

A estimulagdo desses nervos leva a liberagdo de neurotransmissores como a
substancia P, peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e as
neurocininas (taquicininas) (SZALLASI et al., 2007). No estdbmago, o CGRP esta
presente nos terminais periféricos dos nervos aferentes sensiveis a capsaicina e
exerce acao protetora. Estas terminacbes nervosas e o0s mediadores estao
envolvidos com a resposta protetora da mucosa ao acido luminal, incluindo aumento
do fluxo sangiiineo da mucosa e da secre¢do de muco e bicarbonato (DEMBINSKI
et al., 2005).

A liberacdo de CGRP de neurdnios sensoriais aferentes resulta na geracao de
NO, presumivelmente por ceélulas endoteliais que revestem as arteriolas
submucosas (WALLACE; GRANGER, 1996), com um consequente aumento do fluxo
sanguineo, o que torna o estdbmago menos suscetivel a danos (EVANGELISTA,
2006). Além disso, CGRP liberado estimula a liberacdo de somatostatina pelas
células D e, assim, inibe a secrecdo de histamina e gastrina, resultando em inibicéo
da producéao de acido gastrico (KOMASAKA et al, 2002).

O papel dos neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina no
acompanhamento real ou ameacas potenciais para a mucosa gastrintestinal é de
relevancia fisiolégica para a homeostase do corpo. Os neurbnios sensoriais
aferentes sdo agora reconhecidos por reforcar a defesa da mucosa gastrintestinal
através de varios mecanismos, entre os quais os reflexos autbnomos e o inicio de

protecéo tecidual local frente a agressdes (HOLZER, 2007).

1.2.4 Prostaglandinas

A producdo continua de prostaglandinas (PGE, e PGI,) pela mucosa é muito
importante para a sua manutencdo e protecdo contra acdo de agentes lesivos. A
enzima ciclooxigenase (COX) converte o acido araquidénico em prostaglandinas e
existe em pelo menos trés formas distintas: COX-1 e COX-2 (PERINI, M.A;;
WALLACE, 2003) e COX-3 (SIMMONS, 2003). A COX-1 ¢é expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos e promove a producéo de prostaglandinas

protetoras da mucosa gastrica que possuem um papel importante na manutencéo da
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homeostase (RODRIGUEZ; TELLEZ et al., 2001). Ao contrario, a expressdo da
COX-2 geralmente é baixa sob condi¢des basais. O aumento da expressao da COX-
2 ocorre em certas condi¢des patofisiolégicas como a inflamacéo, dano tecidual e
transformacgéo maligna (PESKAR, 2001). A COX-3 parece ser expressa no cérebro e
esta envolvida no mecanismo de acdo do paracetamol (KIS et al., 2005).

As prostaglandinas exercem diferentes func¢des protetoras na mucosa géstrica
através da interacdo a receptores do tipo EP1, EP3 e EP4. O aumento da producéo
de bicarbonato e do fluxo sanguineo na mucosa lesionada e diminuicdo da
motilidade gastrica € decorrente da interacdo de PG’s com EP-1. A reducdo da
secrecdo acida e o aumento da producao de muco € resultado da ligacdo de PG’s
com EP-3 e EP-4, respectivamente. Além disso, as PG’s aumentam o fluxo
sanguineo, aceleram o processo de cicatrizacdo e restituicdo epitelial, inibem a
ativacao de mastocitos e leucocitos e a adesao de plaguetas (HAM; KAUNITZ, 2007,
KOBAYASHI; ARAKAWA, 1995; ATAY et al., 2000; LAINE et al., 2008).

1.2.5 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) € um gas, de natureza lipofilica que se difunde
rapidamente, iniciando varios sinais nas células. O NO é gerado pela reacao entre L-
arginina e O, catalisada pela enzima 6xido nitrico sintetase (NOS) utilizando NADPH
e BH, como co-fatores (PALMER et al., 1987). Essa enzima possui trés isoformas:
NOS-endotélial (NOSe), presente normalmente no endotélio vascular e plaguetas,
NOS-neuronal (NOSn), presente nos neurdnios e a NOS-indutivel (NOSI) que nédo é
expressa sob condicbes normais, € induzida por citocinas e/ou endotoxinas em uma
variedade de células (MACMICKING et al., 1997; DUSSE et al., 2003).

Quando gerado, o NO liga-se ao grupo heme da guanilil ciclase solavel (GCs),
gue catalisa a conversao de GTP para GMPc, aumentando, por conseguinte, a
concentracdo de GMPc intracelular. Por sua vez, esse segundo mensageiro liga-se
aos dominios especificos de moléculas efetoras, incluindo proteinas quinases,
canais iénicos e fosfodiesterases, desencadeando respostas celulares, dentre elas a
vasodilatacao (LANAS, 2008).

NO participa da protecdo e manutencédo da integridade gastrica, uma vez que
essa substancia € capaz de facilitar a secrecdo de muco e de substancias alcalinas

no estémago, inibir a secre¢céo acida e prevenir a ativacao e aderéncia de neutroéfilos
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no endotélio vascular (BRZOZOWSKI et al.,, 2008). Além disso, NO atua como

vasodilatador e, portanto, regula o fluxo sanguineo géastrico (LANAS, 2008).

1.2.6 Canais de Potassio ATP dependentes

Os canais de potassio sensiveis ao ATP (canais de Karp) representam a
maior e mais diversificada familia de canais i6nicos do corpo. Foi descoberto
originalmente no coragéo (TERZIC et al, 1995) e encontradas mais tarde em muitos
outros tecidos.

Esses canais apresentam um importante papel em varios processos
fisioldgicos, como por exemplo, a liberagdo de neurotransmissores (LISS et al.,
1999), a excitabilidade celular, a secrecdo de horménios (DAUT et al., 1994), o
controle da secrecéo de insulina e do glucagon (ASHCROFT et al., 1984). Tambéem
estdo envolvidos nas respostas celulares a varios tecidos, alterando o estado
metabolico, como hiperglicemia, hipoglicemia, isquemia e hipdxia (YOKOSHIKI et al.,
1998; SEINO & MIKI, 2003)

Canais de Katp parecem também estarem envolvidos com o mecanismo de
PGs endogenas e exdgenas, uma vez que a gastroprotecdo promovida pelas
prostaglandinas € inibida ndo apenas pela indometacina, mas também pela

glibenclamida, uma droga inibidora dos canais de Karp. (PESKAR et al., 2002).

1.2.7 Sistema Antioxidante

O termo radical livre € definido como qualquer espécie quimica que contém
um ou mais elétrons desemparelhados. Espécies reativas derivadas de oxigénio
(EROS) é uma expresséo que inclui radicais de oxigénio, como radical superdxido
(02*), hidroxila (OHe), peroxila (RO,) e hidroperoxila (HO;) e outros agentes
oxidantes que nao sdo radicais, como peroxido de hidrogénio (H,0,), acido
hipocloroso (HOCI) e ozénio (O3), e que podem ser convertidos facil e rapidamente
em radicais (ATAY e GUTRIDGE, 1989).

Estes radicais sdo produtos de reacbes catalisadas por metais, reacdes
catabdlicas e metabdlicas (xantina oxidase, citocromo P450 oxidase,

monoamianooxidases, ciclooxigenases, lipooxigenases e NADPH oxidase)
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desenvolvidas por organelas citoplasméticas, bem como produzidos por neutréfilos e
macroéfagos durante inflamagédo (CADENAS, 1989).

Em geral, o ambiente redox (oxidacdo-reducao) do interior das células impede
os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente € mantido pela acdo de
enzimas antioxidantes, como a catalase (CAT), superéxido dismutase (SOD),
glutationa peroxidase (GPx), glutationa redutase (GR) e também por substancias
ndo enzimaticas como a glutationa reduzida (GSH), ubiquinona, melatonina,
tioredoxina (TxR) e &cido lipdico (BAYIR et al., 2006).

Alteracbes no estado redox e deplecdo de antioxidantes pela exposicao a
agentes oxidantes levam ao estresse e dano oxidativo (BAYIR, 2005).

A SOD é uma metaloproteina que catalisa a dismutacdo do radical superéxido
(02*) em espécies menos reativas como o peréxido de hidrogénio (H,O,) e oxigénio
molecular (O2). No homem, apresentam-se de trés formas: citosolica (CuzZn-SOD),
Mitocondrial (Mn-SOD) e extracelular (EC-SOD) (LANDIS & TOWER, 2005). A
isoforma citosolica catalisa a dismutacdo, enquanto que a mitocondrial é
responsavel pela segunda fase da dismutacdo do superdxido alterando o estado
redox de Mn®* a Mn?*. A isoforma EC-SOD é uma glicoproteina de Zn/Cu com alta
afinidade por glicosaminoglicanos, como a heparina e regula os tecidos por
coordenacao de citocinas e, basicamente nao respondem aos oxidantes (MATES et
al., 1999).

O peroéxido de hidrogénio ndo é considerado um radical livre, mas € altamente
importante pela sua habilidade de penetrar nas membranas biologicas, e por ser
intermediario na formac&o de moléculas mais reativas, tais como o acido hipocloroso
(HOCI) pela acdo da mieloperoxidase (enzima presente nos fagossomas de
neutrofilos), e mais importante na formacdo de eOH via ativacdo de metais de
transicdo (NORDBERG; ARNER, 2001). O H,0O, gerado é degradado por GPx e
catalase (VALKO et al., 2006).

As glutationas peroxidases apresentam-se nos tecidos nas isoformas
dependentes (GPXx) e independente (glutationa-S-transferase, GST) de selénio e tem
como funcdo proteger os tecidos contra baixos niveis de estresse oxidativo. GPx
decompde peroxidos inorganicos (H202) e organicos (ROOH) em agua ou alcool e
O,, enquanto simultaneamente oxida GSH. O processo de decomposicdo de H,0,

ocorre sob competicdo com CAT, localizada nos peroxissomos (MATES et al., 1999).
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Um dos mais importantes antioxidantes celulares é a glutationa, que
representa 0 mais proeminente tiol de baixo peso molecular presente nas células.
Os niveis celulares de GSH sao controlados por diversos sistemas enzimaticos -
glutamiltranspeptidase (-GT), transportador de aminoéacidos, glutationa sintase (GS),
GPx e glutationa redutase (GR) (ISHIKAWA et al.,, 1997). Sobre condi¢bes de
estresse oxidativo, o0s EROs séo reduzidas pela GSH com formag&o concomitante
de GSSG (dissulfido oxidado). A GSH reage rapidamente e ndo enzimaticamente
com o radical hidroxila, com N,O3 e peroxinitrito (GRIFFTH, 1999), indicando a sua
acdo antioxidante quimica. A glutationa age como um co-fator do GPx mediando a
reducdo de peroxido e resultando na formacao de GSSG (CNUBBEN et al., 2001).
Em condi¢des normais o0 GSSG é reduzido para GSH pela glutationa redutase (GR)
na presenca de NADPH, formando o ciclo redox. (LU, 2000). Em condi¢cbes de
estresse oxidativo, para manter o balanco redox, o GSSG é exportado da célula por
proteinas transportadoras dependentes de ATP, assim, em condi¢cdes severas de
estresse oxidativo ocorre a deplegéo dos niveis de GSH (LEIER, et al., 1996).

1.3 Ulcera Péptica

A Ulcera péptica é um termo referido as lesdes necrosadas e profundas da
mucosa até a camada muscular do esb6fago, estbmago e duodeno como
consequéncia de processos isquémicos, baixo suporte local de oxigénio e nutrientes
e formacéo de radicais livres causados por alteracdes vasculares e microvasculares
(TARNAWKI, 2010). E uma doenca de origem multifatorial que atinge um
consideravel numero de pessoas em todo o mundo e cujos fatores etioldégicos
incluem estresse emocional, dieta inadequada, fatores genéticos, uso continuo ou
indiscriminado de AINEs e infeccdo por Helicobactoer pylori (JAIN et al., 2007;
MUSUMBA et al., 2009).

Segundo Wallace (2001), os antiinflamatorios ndo-esteroidais estdo entre os
agentes farmacologicos mais utilizados na clinica e contribuem para a patogénese
da ulcera gastrintestinal. Farmacos desta classe terapéutica, como indometacina e
piroxicam, inibem as isoformas das enzimas ciclooxigenases (COX) resultando em
distirbios na microcirculagdo sanguinea, aumentam a migracdo e adesdo de

polimorfonucleares, induzem a formagao de radicais livres, reduzem a secrecdo de
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muco alcalino e provocam alteragbes na motilidade gastrintestinal (NYLANDER,
2011).

Outro fator de grande importancia no desenvolvimento de Ulceras gastricas é
o consumo de alcool pela populacdo. O etanol é um agente necrosante para a
mucosa gastrintestinal por fragilizar a camada de muco protetor, aumentar a
permeabilidade do tecido epitelial & secrecdo acida estomacal e provocar a
formacdo de erosdes hemorragicas como consequéncia da constricdo de vénulas e
dilatacéo arteriolar (SZABO, 1991; SAEKI et al., 2004).

A ingestdo excessiva de alcool pode resultar em gastrite caracterizada por
edema, hemorragia sub-epitelial, esfoliacdo celular e infiltracdo de células
inflamat6rias na mucosa gastrica (JAHOVIC et al., 2007; MATSUHASHI, et al.,
2007). Além disso, em modelos experimentais, o etanol tem efeito ulcerogénico e
necrosante que resulta em dano direto da mucosa. Em cultura de células, o etanol
tem sido descrito como capaz de retardar a restauracdo do epitélio gastrico por
provocar danos no citoesqueleto celular (MATSUHASHI et al.,, 2007). O etanol
também induz liberagcdo de endotelinas, degranulacdo de mastoécitos, inibicdo da
sintese de PGs e consequente reducdo da producdo de muco, além de provocar
dano no endotélio vascular da mucosa gastrica, desordem da microcirculacdo e
isquemia, resultando na producao de EROs (PAN et al., 2008).

De fato, a mucosa gastrica € continuamente exposta a varios fatores e
agentes nocivos, sejam eles enddgenos (acido cloridrico e pepsina) ou exdégenos
(Helicobacter pylori, fumo, ingestado de alcool, uso de AINEs, estresse). Em contra
partida, o organismo possui potentes mecanismos de defesa (barreira muco-
bicarbonato, fosfolipidios da superficie epitelial de revestimento, camada lipoproteica
da membrana, fluxo sanguineo, sintese de PGs, NO e sistema antioxidante) que
protegem a mucosa de possiveis lesdes.

Portanto, a integridade da mucosa gastrointestinal depende de um equilibrio
entre os fatores agressivos e os fatores protetores, sendo que a Ulcera é o resultado

final de uma série de alteracdes fisioldgicas.

1.4 Farmacoterapéutica da Ulcera péptica

O tratamento da Ulcera péptica € feito com a utilizacdo de medicamentos que

reduzem a acidez gastrica e com citoprotetores, além disso, pode-se utilizar de
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processos cirdrgicos quando a ulceracdo € considerada do tipo hemorrégica,
obstrutiva ou perfurativa (LIPOF et al., 2006).

Atualmente, os medicamentos utilizados na clinica para reduzir a secrecao
acida sao representados por antagonistas dos receptores H; e inibidores da bomba
de protons (H* /K" ATPase) (WALLACE; FERRAZ, 2010).

Os antiacidos compreendem carbonatos, hidréxidos de aluminio e magnésio
ou associagfes. Sao substancias amplamente utilizadas cujo mecanismo de acéo
consiste na neutralizacdo &cida. Apesar de serem efetivos e de baixo custo
(DRUGDDEX, 2012), podem reduzir a biodisponibilidade oral de farmacos e de
minerais presentes em suplementos alimentares (SRINIVAS, 2009; TAYLOR et al.,
2010). Os efeitos adversos comuns incluem nausea, distensdo abdominal,
flatuléncia, diarréia e constipagéo (JAIN et al., 2007).

Em meados da década de 70, a supresséo farmacologica da secrecéo acida
gastrica foi efetivada com a introducdo dos antagonistas de receptores H;
histaminérgicos (cimetidina e ranitidina) e, até 1990, foram os farmacos mais
prescritos no mundo inteiro. Atualmente, existem quatro antagonistas H, utilizados
clinicamente: cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina, os quais promovem a
reducdo da secrecdo acida ao competir reversivelmente com a histamina pela sua
ligacdo aos receptores H, nas células parietais, diminuindo os niveis de AMPc.
Porém essa acédo so reduz aproximadamente 50% das lesdes gastrintestinais e nao
impede a recorréncia da ulcera (KOROLKOVAS et al., 2004).

Os inibidores irreversiveis da bomba de protons (IBPs) sdo considerados os
mais eficazes no controle da secrec¢éo acida por inibir o final da cascata de formacéo
do acido gastrico, resultando em melhoras significativas nas taxas de cicatrizacao de
Ulceras gastricas e duodenais. Sdo representados pelos farmacos omeprazol,
esomeprazol, lansoprazol, pantoprazol e rabeprazol (PALENCIA-HERREJON et al.,
2011). Além disso, atualmente sdo os medicamentos mais utilizados no tratamento e
prevencdo dos disturbios &acido-pépticos. Porém, tanto os antagonistas de
receptores H, quanto os inibidores da bomba de H'/K* ATPase, podem apresentar
alguns efeitos adversos quando utilizados cronicamente devido a supressdo do
acido gastrico. Dentre esses efeitos, destacam-se o desenvolvimento da
hipergastrinemia (resultante da menor liberacdo de somatostatina a partir das
células D, que ocorre subsequentemente a supressdo da secrecdo acida) e o

aumento do risco de infeccdo bacteriana (como pela Helicobacter pylori e Clotridium
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difficile), adicionalmente esses dois problemas podem levar a formagdo de cancer
gastrico (PALENCIA-HERREJON et al., 2011; VAKIL, 2012;).

Nos casos em que a Ulcera péptica esta relacionada a infeccdo provocada
pela bactéria H. pylori, os antagonistas H, ou IBPs s@o associadas a antibioticos. As
combinagdes aplicadas na clinica séo de inibidores de
bombal/claritromicina/amoxicilina, inibidores de bomba/claritomicina/metronidazol,
ranitidina/metronidazol/tetraciclina ou tetraciclina/metronidazol/compostos  de
bismuto (MOSSNER & CACA, 2005).

Em busca de farmacos que aumentem fatores protetores da mucosa
gastrintestinal ou proporcionem protecdo mecéanica na superficie da Ulcera, os
citoprotetores foram introduzidos na terapéutica antiulcerogénica. Entre os mais
utilizados, podem ser citados os compostos de bismuto, sucralfato e analogos de
prostaglandinas (BRUTON et al., 2006). Os compostos de bismuto sdo um complexo
coloidal do sal aménio potassico de oxoidrocitratobismutato 11l que se deposita sobre
as lesdes gastrintestinais facilitando a cicatrizacao por estimular secrecao de muco e
a sintese de PGs.

De forma semelhante, o sucralfato é constituido de sacarose sulfatada e
hidroxido de aluminio formando um gel viscoso sobre a mucosa gastrica que evita a
acao de agentes lesivos, além de estimular a secrecdo de muco e sintese de PGs.
Como representante dos analogos de prostaglandina, pode ser citado o misoprostol
gue age na mucosa gastrintestinal aumentando a secrecdo de muco e bicarbonato,
mantendo o fluxo sanguineo e inibindo a secrecdo &cida via receptores EP3 na
célula parietal (BRUTON et al., 2006). Contudo, no Brasil, o misoprostol é
exclusivamente utilizado em ambientes hospitalares, uma vez que o uso inadequado
por gestantes podera causar aborto (KOROLKOVAS et al., 2004).

No entanto, os farmacos protetores da mucosa apresentam efeitos colaterais,
a exemplo da diarréia, constipacdo, nauseas, vomitos, hipergastrinemia e tumores
gastricos, perda da libido, impoténcia, confusdo mental e sonoléncia. Além disso,
nao impedem a recorréncia das lesées (BRUTON et al., 2006).

Diante dos efeitos colaterais provocados pela utilizacdo desses farmacos, se
faz necessario investigar alternativas que agreguem efeitos farmacolégicos capazes
de promover a prevencao e a cicatrizacdo de Ulceras, com auséncia ou reducao de

efeitos colaterais.
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1.5 Inducéo de lesdo gastrica por etanol

Devido ao carater multifatorial da Ulcera gastrica, existem diversos modelos
experimentais para inducdo de lesdes na mucosa gastrica, a partir de diferentes
agentes, como etanol absoluto, antiinflamatérios ndo esteroidais, acido acético, entre
outros.

O etanol é uma substancia de efeitos complexos, sendo a causa mais comum
de ulceragdo gastrica em homens. E conhecido como uma substancia necrosante
gue causa injlria na mucosa gastrica, e a ingestdo excessiva de etanol pode resultar
em gastrite, caracterizada por edema na mucosa, hemorragias subepiteliais,
esfoliacd@o celular e infiltragdo de células inflamatérias (GUSLANDI, 1987).

O uso de etanol na indugéo de ulceras € um processo simples e facilmente
reprodutivel, na qual se administra etanol concentrado. Dependendo da quantidade
de etanol a ser administrada, uma porcentagem de 10-40% da por¢ao glandular do
estdbmago fica coberta por lesdes hemorragicas e Ulceras, que sao observadas apos
1-2 horas da administracdo (SZABO, 1987).

No estbmago o etanol interfere na secrecdo do &acido gastrico, efeito
provavelmente mediado pela gastrina e histamina. O etanol em altas concentracdes
aumenta a permeabilidade epitelial causando redifusdo de ions H* (DAVENPORT,
1967; DAVENPORT, 1969). Essa substancia também reduz o fluxo sanguineo no
estbmago causando estase gastrica, aumenta a permeabilidade vascular, resultando
em maior probabilidade de desenvolvimento de Ulceras e hemorragias, associadas a
injarias histoloégicas e macroscopicas na mucosa (BODE, 1997; SANTOS; RAO,
2001).

Além disso, o etanol também causa deplecdo de muco, possivelmente por
mobilizar os mucopolissacarideos da mucosa para o lumen, reduzindo a capacidade
secretoria de muco do estbmago, contribuindo assim, para a formacao de Ulceras
(CHO et al., 1983; ISHIHARA et al., 1988). A liberacdo de muco em resposta a
aplicacdo de agentes irritantes possui um papel importante no reparo do epitélio e no
processo de restituicdo. Alguns autores demonstraram que o Oxido nitrico e as
prostaglandinas séo capazes de aumentar a secrecdo de muco no estébmago
(ROWN et al., 1992).

Um dos fatores que desempenham um papel primordial nas muitas vias de

danos induzidos por etanol € o estresse oxidativo, que resulta na geragdo espécies
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reativas de oxigénio. Ele aumenta a producdo de anions superoxido e radicais
hidroxila e a peroxidacao lipidica na mucosa gastrica.

O tratamento agudo com etanol causa deplecdo dos niveis de superdxido
dismutase (SOD), catalase (CAT) e glutationa reduzida (GSH), que sdo enzimas
antioxidantes importantes para a reducdo de radicais livres. Assim, a reducao
desses compostos vai levar ao acumulo desses radicais altamente reativos (CHO et
al, 2001; SARAVANAN et al, 2003) que levam, portanto, ao estresse oxidativo
(REPETTO et al., 2003).
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1.6 Latex e Plantas laticiferas

O latex é um fluido presente em muitas plantas e em algumas espécies de
fungos dos géneros Lactariam e Peziza (KONNO., 2011). Na maioria das vezes tem
aspecto leitoso, no entanto pode apresentar coloracdo amarelada ou alaranjada
como em plantas pertencentes a familia Papaveraceae, marrom-amarelado em
plantas do género Cannabis, ou pode ser limpido como em Nerium oleander
(KEKWICK, 2001). E armazenado dentro de células ou fileiras de células
especializadas denominadas laticiferos, e é exsudado quando a planta sofre algum
tipo de injaria, seja por dano mecéanico ou por ataque de predadores (MOURSY,
1997).

Considerando o aspecto anatdémico dos laticiferos, existem dois tipos distintos
gue podem ser observados: os laticiferos articulados os quais sado formados por
células sequenciais interconectadas por perfuracdes em suas paredes celulares e 0s
laticiferos nédo articulados, formados por uma UuUnica célula alongada que se
desenvolve nos espacos intercelulares e, eventualmente, se ramifica nos tecidos das
plantas de um modo similar as hifas de fungos (AGRAWAL; KONNO, 2009).

O latex contém uma grande variedade de substancias tais como carboidratos,
lipideos e proteinas (MORCELLE et al., 2004). Neste fluido também ja foram
encontrados metabodlitos secundarios tais como alcaléides, cardenolideos,
compostos fenolicos, terpenos, taninos e flavonodides (KONNO, 2011).

Dentre a grande variedade de proteinas ja identificadas no latex de plantas
temos beta-1,3-glucanases (CHEYE; CHEUNG, 1995), lisozimas, proteinas
inativadoras de ribossomos (RIPs) (GIORDANI & LAFON, 1993), lectinas, quitinases
(JEKEL et al., 1991), amilases (LYNN; CLEVETTE-RADFORD, 1987), inibidores de
proteinases (ARCHER, 1983; SRITANYARAT et al.,, 2006), oxidases (AGRAWAL;
KONNO, 2009) dentre outros. Mais de 110 plantas produtoras de latex distribuidas
em diferentes familias sdo conhecidas por apresentar atividade proteolitica. Estas
sdo pertencentes a classe das proteinases cisteinicas, serinicas e asparticas
(DOMSALLA; MELZIG, 2008).

Existem varias hipéteses sobre a real funcédo do latex para a planta, e entre
estas podemos citar: excre¢cdo de residuos do metabolismo, cobertura de tecido

danificado e defesa da planta contra o ataque de predadores (KONNO, 2011). Entre
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estas hipdteses, a mais aceita é a de que o latex serve prioritariamente para a
defesa da planta contra herbivoros e patdgenos, que é evidenciado, principalmente,
pela presenca de proteinas relacionadas a defesa contra esses organismos, cCOmo
as glucanases e quitinases (VAN LOON; VAN STTRIEN, 1999) e inibidores de
proteinases (SRITANYARAT et al., 2006).

Os canais laticiferos podem estar presentes em todas as partes da planta ou,
apenas, em tecidos ou 6rgaos restritos. O latex poder ser extraido a partir do caule
(Hevea brasiliensis), tubérculos (Manihot glaziovii), folhas (Calotropis procera),
galhos (Plumeria rubra) ou do fruto (Achras sapota, Carica papaya).

O processo de coleta do latex ndo € igual para todas as plantas, por exemplo
a extracdo de latex de Hevea brasiliensis ocorre através de incisdes realizadas em
seu tronco, o latex de Calotropis procera € coletado a partir de extremidades foliares,
enquanto que na Plumeria rubra este fluido é abundante apenas nas extremidades
dos seus galhos, ndo sendo possivel coletar latex a partir de sua porgéo lenhosa.

Dentre a grande variedade de plantas que compdem o Reino Vegetal, mais
de 35.000 espécies de plantas exsudam latex, resinas e exsudatos, e mais de
20.000 espécies de plantas com flores em mais de 40 familias sdo consideradas
plantas laticiferas (KONNO, 2011).

Em geral, as plantas laticiferas sdo mais freqlientemente encontradas em
clima tropical, representando 12,2% das familias e 14,0% das espécies deste clima.
Enquanto no clima temperado elas representam apenas 4,9% das familias e 5,9%
das espécies (KONNO, 2011).

Plantas comuns do nosso cotidiano séo laticiferas, tais como o jasmim
(Plumeria rubra L.), horténcia (Calotropis procera) e o sapoti (Achras sapota). Entre
as familias produtoras de latex destacam-se Euphorbiaceae e Apocynaceae, embora
existam outras familias que produzem tais como: Papaveraceae, Moraceae,
Convolvulaceae, Asteraceae, Araceae, Alliaceae e Musaceae. (KONNO, 2011).

Dentre a diversidade de plantas laticiferas, a mais conhecida é a seringueira
(Hevea brasiliensis), uma arvore nativa da Amazénia. A borracha produzida por esta
planta € amplamente utilizada pela indastria (SUSSMAN et al., 2002) e como esse
latex é intensamente explorado, a maior parte dos estudos bioquimicos ja
desenvolvidos com fluidos laticiferos se refere ao latex desta planta. Atualmente,
tém crescido o interesse de se estudar os fluidos laticiferos de espécies vegetais,

por estas apresentarem propriedades bioquimicas consideravelmente interessantes,
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como por exemplo: Papaver somniferum, Cannabis sativa e Calotropis procera
(HAGEL et al., 2008).

1.7 Latex na Protecédo Gastrica

Ao longo do tempo, varios trabalhos tém sido publicados descrevendo
atividade antiulcerogénica de substancias ou extratos obtidos de plantas das mais
variadas espécies, em modelos animais de lesdes gastricas agudas e cronicas
(WANG et al., 1997; RAJI et al., 2000; OLIVEIRA et al., 2004; CARVALHO et al.,
2007; MONTEIRO et al, 2007; OLINDA et al., 2008; MORAIS et al., 2010; CALDAS
et al., 2011; TAHA et al., 2012; COELHO-DE-SOUZA et al., 2012), nesse sentido
moléculas de estruturas de classes quimicas marcadamente diferentes tém se
demonstrado serem promissoras alternativas terapéuticas.

Pesquisas com o latex de plantas vém sendo desenvolvidas a fim de
investigar seu efeito na Ulcera gastrica. TOMA e colaboradores (2005)
demonstraram o efeito antissecretdrio e gastroprotetor de extratos obtidos do latex
de Mammea americana em modelos de lesdo gastrica induzida por etanol
acidificado, estresse, indometacina e ligadura do piloro. Em outro estudo, o latex do
mamao verde reduziu a secre¢ao gastrica induzida por metacolina em ratos, o que
aconteceu somente por via oral, mas nao por via intraperitoneal, sugerindo que o
efeito desse latex ocorre por agéo local e direta sobre a mucosa gastrica (CHO e
HAN, 1984). Estudo realizado com uma fracdo proteolitica do latex de Carica
candamarcensis mostrou que essa substancia foi capaz de reduzir a lesdo gastrica
no modelo de ulcera induzida por indometacina. Essa fracdo também teve acéo
cicatrizante em Ulcera gastrica induzida por acido acético e esse efeito parece estar
envolvido com o aumento de muco no conteddo estomacal e estimulacdo da
angiogénese (MELLO et al., 2007). Estudo desenvolvido com o latex de Himatanthus
drasticus mostrou que este possui efeito gastroprotetor no modelo de lesao gastrica
induzida por etanol (LEITE et al, 2009). Um trabalho publicado por BHARTI et al.
(2010), mostrou que a suspensdo e o extrato metandlico do latex de Calotropis
procera reduz o dano na mucosa gastrica induzido por alcool e aspirina. Esse efeito
protetor parece estar envolvido com a reducdo da hemorragia gastrica, manutencéo

da integridade do tecido, acdo antioxidante e aumento do pH no estémago.
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Estudo recente desenvolvido por nosso grupo de pesquisa mostrou que as
proteinas do latex de Himatanthus drasticus apresentam atividade protetora em
Ulcera géstrica induzida por alcool, e esse efeito provavelmente esta envolvido com
uma agédo antioxidante e com via NO/GMPc/Canais de K* (MARQUES, 2012).

1.8 Latex de Plumeria rubra L.

Plumeria rubra L. é uma planta laticifera que pertence a familia Apocynaceae.
Conhecida popularmente como jasmim, jasmim-manga, frangipani ou arvore-
pagode, é originaria da América Central e encontra-se amplamente distribuida pelas
regides de clima tropical do mundo, inclusive no Brasil (BROWN, 2008). Tem sido
amplamente utilizada na medicina popular para tratamento de sifilis, como purgativo
e no combate da febre (KARNODO et al., 1990). Devido a beleza e perfume de suas
flores, o Jasmim é facilmente encontrado como planta ornamental em pracas e
jardins de muitas regides metropolitanas (Figura 4).

O nome do género, Plumeria, € uma homenagem ao botanico que a
descreveu, Charles Plumier. Trata-se de uma arvore, com ramificacées bifurcadas,
espessas de aspecto suculento, de 6-8 metros de altura. Com folhas deciduas,
aglomeradas no apice dos ramos. Possui inflorescéncia terminal, com numerosas
flores sucessivas, perfumadas na espécie tipica, vermelhas ou réseas com o centro
amarelo (BROWN, 2008). Quanto ao seu cultivo, apresenta facil multiplicacdo por
estacas (LORENZI; SOUZA, 1999).

Estudos com P. rubra tém sido feitos no sentido de investigar as propriedades
farmacoldgicas dessa planta. Um estudo publicado por Hamburguer e colaboradores
(1991) mostrou que compostos isolados do cerne de P. rubra apresentaram efeitos
muluscicida, citotoxico e antibacteriano. Outro estudo feito com a casca de P. rubra
mostrou que as substancias isoladas dessa parte da planta apresentam atividade
antifangica, antalgica, antibacteriana (KUIGOUA et al.,, 2010). PETIL e
colaboradores (2012) demostraram que essa planta apresenta atividade larvicida

contra Aedes aegypti e Anopheles stephensi.



43

FIGURA 4 - Aspecto geral da planta Plumeria rubra

A: Arvore; B: Inflorescéncia; C: Flor; D: Apice Caulinar.
Fonte: BROWN, 2008.

Estudos fitoquimicos com o latex de P. rubra demonstraram que ela possui
muitos iridéides, um metabdlito secundario monoterpénico. Estes iridoides
demonstraram possuir atividade algicida, antibacteriana e citotoxica contra linhagens
de células de leucemia linfocitica (P-388) e contra células de varios tipos de cancer
humano (mama, colon, fibrossarcoma, pulmdo e melanoma) (KARNODO et al.,
1990; KUIOGA et al., 2010). O extrato metandlico das folhas dessa planta
apresentou atividade antimicrobiana e antifangica (EGWAIKHIDE, 2009; GAITAN et
al., 2011) e anti-cancer (BANU et al., 2011) e o0 essa mesma preparacao, sendo das

flores, também apresentou atividade antimicrobiana (EGWAIKHIDE, 2009). Um
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glicosideo flavonico isolado de P. rubra mostrou ter atividade antioxidante e
hipolipidémica (BEGUM et al., 2010).

Quanto ao latex de P. rubra, no que se refere a atividade enzimética, € uma
fonte de atividade lipolitica (CAMBON et al., 2006) e proteolitica (CHANDA et al.,
2011). Um trabalho desenvolvido por FREITAS e colaboradores (2010) mostrou que
proteinas isoladas do latex de P. rubra apresentam atividade antioxidante e
proteolitica in vitro e outro estudo mostrou que proteases isoladas do latex dessa
planta apresentam atividade antiinflamatoria e cicatrizante (CHANDA et al., 2011).
Um estudo desenvolvido pelo laboratério do Prof. Marcio Viana Ramos (UFC)
demonstrou que uma fragdo proteica dializavel (PrDF) e uma néo dializavel (PrLP)
isoladas do latex de P. rubra resultam em relaxamento, de forma dose-dependente,
do endotélio da aorta de ratos que foram contraidos com a administracdo de
fenilefrina. A melhor resposta relaxante se deu pela fracdo PrDF, que parece ter seu
efeito mediado por Src-quinase e por NO via GMPc. Essa fracdo do latex também
apresentou efeito antihipertensivo, uma vez que PrDF foi capaz de reduzir a pressao
arterial de ratos alterada pelo tratamento dos animais com L-NAME (Dados né&o
publicados) e outro estudo desenvolvido por esse mesmo grupo de pesquisa
demonstrou que essa proteinas apresentam acdo sobre fitopatdogenos (SOUZA et
al., 2011).

Apesar desses relatos, essa planta, bem como o seu latex, sdo poucos
estudados quando considerado seus aspectos bioquimicos e farmacolégicos, e nao
existem, de acordo com pesquisa bibliografica realizada, estudos relacionados ao

uso desse latex com propositos aplicados.
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2 JUSTIFICATIVA

De acordo com Sung e colaboradores (2009), a incidéncia anual de Ulcera
péptica ho mundo varia de 0,10 a 0,19%, e a prevaléncia, de 0,12 a 1,5%. Em
Setembro de 2009, segundo o United States Census Bureau, a populacdo mundial
era de aproximadamente 6,784 bilhbes de pessoas. Isso significa que anualmente
sdo diagnosticados entre 7 a 13 milhdes novos casos de Ulcera péptica, e que
podem existir mais de 100 milhdes de pessoas no mundo com essa enfermidade.

Barkun e Leontiadis (2010) realizaram um estudo e verificaram que 0s custos
diretos do tratamento da Ulcera foram de 163 a 866 ddlares por paciente, por ano. Ja
0S custos anuais do tratamento da Ulcera hemorragica, que envolvem internacéo e
medicacdo, foram bem mais altos, 1883 a 25.444 doélares por paciente. Assim, as
Ulceras pépticas configuram como um problema social e clinico de importancia
econdmica global (SANCHEZ-MENDOZA et al., 2011).

A terapia usada para o tratamento de Ulceras gastricas inclui a inibicdo da
bomba H+/K+ ATPase e da secrecdo acida, aléem do controle da bactéria H. pylori,
no entanto estas estratégias além de ndo serem completamente efetivas, produzem
muitas reacdes adversas e representam altos custos para os pacientes (TOMA et al.,
2002).

Diversos compostos de origem vegetal como monoterpenos, lipideos
fendlicos, Oleos essenciais, lectinas entre outros, tém demonstrado atividade
antitlcerogénica em modelos experimentais (SILVA et al.,, 2009; MORAIS et al.,
2010; CALDAS et al., 2011; ABDON et al., 2012; TAHA et al., 2012), porém poucos
estudos clinicos foram realizados. Nessas classes de compostos, observam-se
substancias de importancia terapéutica particular que podem apresentar tanto
atividade antidlcera quanto anti-inflamatoria, uma vantagem em relacdo aos anti-
inflamatorios tradicionais que, em sua maioria, sdo ulcerogénicos (BORRELLI &
1ZZ0O, 2000).

Estudos com o latex de plantas tém sido desenvolvidos a fim de se verificar o
potencial farmacolégico desses compostos (ALENCAR et al., 2004; ALENCAR et al.,
2006; ALBUQUERQUE et al., 2009; RAMOS et al., 2009; LIMA-FILHO et al., 2010;
RAMOS et al., 2012; OLIVEIRA et al., 2012). Adicionalmente, vém crescendo o
interesse de se investigar o efeito de fluidos laticiferos em modelos de Ulcera
gastrica (TOMA et al., 2005; MELLO et al., 2007; LEITE et al., 2009; BHARTI et
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al.,2010). Nesse contexto acreditamos que o latex de Plumeria rubra possa ser uma

ferramenta farmacoldgica importante e Gtil no tratamento de Ulcera géstrica.
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3 OBJETIVOS

3.1 Objetivo Geral

Avaliar a atividade gastroprotetora da fragdo proteica do latex de Plumeria
rubra (PrLP) e seus possiveis mecanismos de acdo farmacol6gicos em modelo
experimental de Ulcera gastrica, além de analisar a seguranca terapéutica destas
proteinas.

3.2 Objetivos Especificos

v Investigar o efeito gastroprotetor de PrLP no modelo experimental de Ulcera

gastrica induzida por etanol.

v Avaliar a participacdo das prostaglandinas, do 6xido Nitrico, dos canais de

Potassio ATP dependentes e do GMPc no efeito gastroprotetor de PrLP.

v/ Estudar a participacdo dos receptores TRPV1 no efeito gastroprotetor de
PrLP.

v Investigar o efeito de PrLP sob o consumo de glutationa na mucosa gastrica

induzida por etanol.

v" Verificar a seguranca terapéutica do uso de PrLP através da avaliacdo de

parametros hematoldgicos e bioquimicos.
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4 MATERIAS

4.1 Material vegetal

O latex utilizado neste estudo foi coletado de espécimes de Plumeria rubra L.
(Jasmim) cultivados no Horto de Plantas Medicinais da Universidade Federal do
Ceara ou de exemplares existentes em pracas ou jardins residenciais na cidade de
Fortaleza.

P. rubra L. foi identificada pelo Professor Edson de Paula Nunes, taxonomista
do Herbério Prisco Bezerra da Universidade Federal do Ceara, onde uma exsicata
(N. 15018) desse material encontra-se depositada.

4.2 Coleta do latex e isolamento da fracéo proteica

Coletas em campo foram realizadas semanalmente, durante todo o ano e
sempre no periodo da manha, e preferencialmente antes das nove horas, pois foi
observado que, a medida que se aproxima do pico solar, a liberacdo de latex pela
planta é diminuida.

O latex foi extraido da planta através da quebra do apice caulinar. O fluido
exsudado foi coletado em tubos do tipo Falcon contendo agua destilada, na
proporcao de 1:2 (v/v). Este procedimento foi normalmente adotado porque o latex
sofre um processo natural de coagulacédo, adquirindo uma caracteristica colante. A
coleta do latex em agua tem a finalidade de diminuir este efeito e evitar a formacéo
de flocos de borracha, os quais podem aprisionar substancias sollveis.

O processamento do latex foi realizado no Laboratério de Bioquimica e
Biologia de Proteinas Vegetais da Universidade Federal do Ceara, coordenado pelo
Prof. Dr. Marcio Viana Ramos de acordo com metodologia descrita por RAMOS e
colaboradores (2009).

No laboratério, a amostra foi submetida a centrifugacdo a 5000 x g por 10
min, a 4°C. Este procedimento inicial propiciou a precipitacdo parcial da parte
insoltvel do latex, borracha. Essa fracédo foi denominada de BL (Borracha do Latex),
a qual foi separada. O sobrenadante foi dialisado por 1 hora contra o0 mesmo volume
de agua destilada, ou seja, respeitando a relacdo de 1:1 (v/v). Ao término desse

periodo a fragdo dialisavel (dialisato) foi coletada e o saco de dialise com o
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sobrenadante foi transferido para outro recipiente, onde foi dialisado exaustivamente
contra 4gua destilada por 72 horas, a 4°C. O material resultante foi novamente
centrifugado e o sobrenadante obtido, contendo a fracdo proteica do latex, foi
liofilizado.

Nas didlises foram utilizadas membranas com capacidade para retencédo de
moléculas com massa molecular superior a 8 kDa. Dessa maneira, o dialisato era
entdo, constituido de moléculas menores que 8 kDa, provavelmente ions,
metabdlitos secundéarios e/ou peptideos. Esta fracdo foi denominada de DL
(Dialisato do Latex). O sobrenadante final liofilizado resultou em uma fragéo livre de
borracha e rica em proteinas solaveis, e foi por isso denominada de Proteinas do
Latex de Plumeria rubra — PrLP.

4.3 Equipamentos e instrumentos laboratoriais

Os equipamentos e instrumentos laboratoriais utilizados nos procedimentos

experimentais estéo listados a seguir:

Aparelho ou instrumento Procedéncia
Balanca para animais (mod. MF-6) Filizola, Brasil
Balanca analitica (mod. AX-200) Shimadzu, Japao
Céamera fotografica Sony, China

Centrifuga refrigerada (modelo
Marathon 26KMR)

Fisher Scientific, EUA

Eppendorfs Global Trade Technology
Homogeneizador de tecidos Ultra Stirrer

Leitora de microplacas ASYS, Austria

Ponteiras para pipetas automaticas Global Trade Technology
Pipetas automaticas monocanal Digipet

Pipetas automaticas multicanal Digipet

Seringas plasticas B-D Plastipak
Banho-maria Fanen, Brasil

Microscopio Quimis, EUA
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4.4 Drogas e reagentes

As drogas e reagentes utilizados nos procedimentos experimentais estdo listados

abaixo:

Droga ou reagente Procedéncia

Acido tricloroacético Sigma, EUA

Capsaicina Sigma, EUA

Capsazepina Sigma, EUA

Diaz6xido Sigma, EUA

DTNB Sigma, EUA

EDTA VETEC, Brasil

Etanol absoluto Merck, Alemanha

Formol VETEC, Brasil

Glibenclamida Sigma, EUA

Glutationa reduzida Sigma, EUA

Indometacina Sigma, EUA

Kits de analise bioquimica Labtest, Brasil

L-Arginina Sigma, EUA

L- NAME Sigma, EUA

Metanol Dinamica Quimica Contemporanea,
Brasil

Misoprostol Biolab Searle, Brasil

N-acetilcisteina EMS, Brasil

NADPH Sigma, EUA

Nitrato redutase Sigma, EUA

OoDQ Sigma, EUA

Solucéo salina 0,9% Quimica Farmacéutica Gaspar Viana,
Brasil

Tris-HCI Merck, Alemanha
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4.5 Animais

Foram utilizados camundongos Swiss albinos (Mus musculus) machos e fémeas,
pesando entre 20 a 25 gramas, provenientes do Biotério Central do Campus do Pici
— UFC e mantidos no Biotério setorial do Departamento de Fisiologia e Farmacologia
da Faculdade de Medicina da Universidade Federal do Ceard (UFC). Todos foram
acondicionados em gaiolas apropriadas (6 — 10), sob condi¢cdes adequadas de luz e
temperatura, permanecendo nas mesmas condicdes ambientais durante o0s
experimentos.

Foram utilizados no minimo oito animais por grupo experimental. Os protocolos
experimentais foram aprovados na Comiss&o de Etica Institucional (CEPA) sob o
namero (57/2010).
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5. METODOS

5.1 Avaliacéo toxicolégica aguda da PrLP

Antes de iniciar as abordagens experimentais para avaliar efeitos
farmacolégicos da PrLP, avaliamos o efeito da administracdo de PrLP aos animais,
através de estudo toxicoldgico agudo, descrito anteriormente (BEZERRA et al.,
2008). Para tanto, foram utilizados dois grupos experimentais os quais foram
tratados diariamente por um periodo de sete dias com veiculo (solucéo salina 0,9%,
i.v.) ou PrLP (50 mg/kg, i.v.), uma vez ao dia.

Durante o periodo de tratamento foram observados e registrados diariamente,
parametros fisioldgicos (consumo de agua e racéo, producdo de fezes e urina) e
alteracdes comportamentais (consciéncia e disposicdo geral, coordenacdo motora,

tbnus muscular e reflexos) e condicdo da pelagem dos animais.

ApOs o periodo de tratamento, os animais foram pesados e a massa corporal
comparada com 0 a massa anterior (antes do tratamento) e o resultado expresso
como variacdo de massa corpoOrea antes e apo0s os tratamentos. Em seguida, o
sangue foi coletado dos camundongos pelo plexo orbital, sob leve anestesia, para
avaliacdo do leucograma, quantitativo de plaguetas e dosagens bioquimicas . Os
animais foram, entdo, eutanasiados por deslocamento cervical, e seus 0rgaos
(figado, coracdo, rim e baco) removidos ainda umidos, pesados e avaliados

macroscopicamente.

Na avaliacdo do leucograma, esfregacos de sangue foram confeccionados,
corados pelo método de hematoxicilina-eosina e destinados a contagem diferencial
das células em microscépio 6ptico, utilizando a objetiva de imersdo. A contagem
total foi feita de acordo com o método de SOUZA; FERREIRA (1985). Apds este

procedimento, obteve-se entdo o nimero de células x 10% mL de sangue.

Para a contagem de plaquetas, diluicbes de 1:200 foram preparadas,
adicionando 2 mL de oxalato de aménio 1% e 10 pyL do concentrado de plaquetas
em tubos plasticos. A diluicdo foi homogeneizada e mantida sobre a bancada por 10
a 15 minutos. Posteriormente, a camara de Neubauer foi preenchida com esta
diluicdo utilizando um capilar ou micropipeta elevada a uma camara umida (placa de

Petri com gaze ou algoddo embebido em agua), onde permaneceu por, no minimo,
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20 minutos. Finalmente, a cAmara de Neubauer foi analisada em microscopio optico,
na objetiva de 40x. Para minimizar os erros e assegurar a sua reprodutibilidade, as
amostras foram analisadas em duplicada (LEWIS et al., 2006).

Para as dosagens bioquimicas aliquotas do sangue coletado foram
submetidos a centrifugacdo por 15 minutos, numa rotacao de 3.500 rpm, obtendo-
se, assim, o plasma, que foi mantido sob refrigeracdo a -20 °C até o momento da
realizacdo das analises. A atividade sérica de transaminases (aspartato
aminotransferase — AST e alanina aminotransferase - ALT) foi utilizada como
marcador da funcéo hepatica e a dosagem da uréia como marcador de funcéo renal.
Os ensaios bioquimicos foram realizados conforme orientacdo do laboratério
fabricante “kit” utilizando (Labtest®), por método cinético de tempo fixo e medigéo de
ponto final. Os resultados foram expressos em Ul/mL (transaminases) e mg/dL

(uréia).

5.2 Efeito da fracdo proteica do latex de Plumeria rubra (PrLP) na Leséo

Gastrica Induzida por Etanol: Curva Dose-Resposta

Para a avaliacdo da possivel atividade antiulcerogénica de PrLP foi utilizado o
modelo de lesdo gastrica induzida pelo etanol conforme protocolo anteriormente
descrito por Robert e colaboradores (1979).

Camundongos swiss em jejum de solidos de 16 horas, foram divididos em
grupos de oito animais, tratados com veiculo (solucéo salina 0,9%), PrLP (0,05; 0,5,
5 e 50 mg/kg, i.v.) ou N-acetilcisteina (NAC 750 mg/kg, v.0.). Trinta minutos apds o0s
tratamentos com veiculo e PrLP, e uma hora ap6s o tratamento com NAC, o0s
animais receberam por via oral 0,2 mL de etanol absoluto (98%). Passados 60
minutos, os animais foram eutanasiados por deslocamento cervical, os estbmagos
foram retirados, abertos pela grande curvatura, lavados com salina 0,9% e
comprimidos entre duas placas de petri para melhor visualizacdo e captura da
imagem através de camara fotografica. (Figura 5).

A area total e lesionada da parte glandular dos estdmagos foram
determinadas por analise planimétrica das fotografias, através do programa de
computador Image J. A area lesada foi expressa em valores de percentagem em

relacdo a area total do corpo gastrico.



54

FIGURA 5 — Modelo experimental utilizado na avaliacdo do efeito gastroprotetor de
PrLP.

Tratamentos :

‘ Grup!o_s de oito animais ‘ || Grupo 1: Veiculo (salina 0,9%, i.v.)
. emjejum de 16 horas Grupos 2,3,4,5: PrLP(0,05; 0,5: 5 e 50 mg/kg, i.v.)

Grupo 6: NAC(750 mg/kg; v.0.)
‘.. -‘\_./

30 min (1,2,3,4,5)
60 min ( 6)

| Indugao da Les&o (Etanol,ys 0,2ml) |

" 60 min
~, 1. Sacrificio

Resultado: 2. Retirada dos estdmagos

% de area lesionada em relagéo e“ 3. Abertura e lavagem com salina 0,9%
a area total do corpo géastrico 4. Captura da imagem

5. Medida pela planimetria

4

L

5.3 Avaliacéo histopatoldgica

Esta abordagem foi feita no sentido de avaliar as alteracGes histopatologicas
provocadas pelo etanol na mucosa gastrica dos animais e o efeito de PrLP sob estas
alteracoes.

Para tanto a Ulcera gastrica foi induzida conforme item 5.2, os estdmagos
foram coletados, fixados em solu¢do tamponada de formaldeido 10% (v/v) (pH 7,4)
durante 24 horas e, posteriormente, processadas em padrdo histolégico habitual.
Com auxilio de um micrétomo, secgdes de 5 um de espessura foram dispostas em
laminas de microscopia e submetidas as técnicas de coloracdo hematoxilina-eosina.
Os cortes, identificados por codigos, foram examinados em microscépio Optico
(aumento de 100x) por um especialista alheio ao desenvolvimento experimental,
com o objetivo de estabelecer uma analise histopatolégica dos materiais. A andlise

histopatoldgica foi realizada de acordo com os critérios de LAINE & WEINSTEIN
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(1988) que atribui escores aos parametros de hemorragia (0-4), perda de células

epiteliais (0-3) e infiltrado inflamatorio (0-3).

5.4 Investigagcdo de mecanismos envolvidos no efeito Protetor da fragao
proteica do latex de Plumeria rubra na lesdo géstrica induzida por etanol

5.4.1 Avaliac&o do envolvimento das prostaglandinas

Para investigar o papel das prostaglandinas no efeito gastroprotetor de PrLP
foi feita uma modulacdo farmacologica com as seguintes drogas: misoprostol, um
analogo de protaglandina E; e indometacina, droga que inibe inespecificamente a
enzima cicloxigenase (COX) (MORAIS et al., 2010).

Os animais foram tratados com veiculo (solucédo salina 0,9%, i.v.) ou PrLP
(0,5mg/kg, i.v.) 30 minutos antes ou misoprostol (50ug/kg, v.0.) 60 minutos antes da
administracdo do etanolaps (0,2 ml/animal, v.0.). A participacédo das prostaglandinas
foi avaliada através da administracdo de indometacina (10mg/kg, v.0.) 60 minutos
antes de misoprostol (50ug/Kg, v.0.) ou PrLP (0,5mg/kg, i.v.). Apos 60 minutos da
administracdo do misoprostol ou 30 minutos da administracdo de PrLP, os animais
receberam etanolaps (0,2mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da administracéo do
etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e o percentual de

lesdo gastrica medido conforme descrito no item 5.2 (Figura 6).

FIGURA 6 - Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

para avaliar o efeito das prostaglandinas.
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5.4.2 Avaliacdo do papel do 6xido nitrico
5.4.2.1 Modulagéo farmacol6gica com L-NAME

Para investigar o papel do NO (6xido nitrico) no efeito gastroprotetor de PrLP
foi feita modulacdo farmacologica com L-arginina, substrato para sintese de 6xido
nitrico e com L-NAME (N®-nitro-L-arginina-metilester), um inibidor inespecifico da
enzima o6xido nitrico sintase (NOS) (OLINDA et al., 2008).

Os animais foram tratados com veiculo (solu¢do salina 0,9%, i.v.) ou PrLP
(0,5mg/kg, i.v.) ou L-arginina (600mg/kg, i.p.) 30 minutos antes da administracao do
etanolaps (0,2mL/animal, v.0.). A participagdo de NO foi avaliada através da
administracdo de L-NAME (20mg/kg, i.p.) 30 minutos antes de L-arginina (600mg/kg,
i.p.) ou PrLP (0,5mg/kg, i.v.). Apos 30 minutos da administracdo de L-arginina ou
PrLP, os animais receberam etanolas (0,2mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e o

percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito no item 5.2 (Figura 7).

FIGURA 7 - Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

para avaliar o efeito de NO.
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5.4.2.2 Determinacédo dos niveis de nitrato/nitrito na mucosa gastrica

A determinacao de NO, e NOj3™ baseia-se na reagdao do NO, com uma amina
primaria aromatica em meio acido para formar um sal de diazénio, que por sua vez
reage com um composto aromatico formando um azo-composto (reacdo de Griess),
que absorve na regido do visivel do espectro eletromagnético (ELLIOT; PORTER,
1971). O ion NOj3 é determinado, geralmente, como ion NO;', ap6s reducao pela
enzima nitrato redutase.

Veiculo (solucdo salina 0,9%, i.v.), PrLP (0,5mg/kg, i.v.) ou L-arginina
(600mg/Kg i.p.) foram administrados 30 minutos antes da inducdo das lesbes
gastricas por etanolas (0,2mL/animal, v.0.). Ap6s 60 minutos da administracdo do
etanol os animais foram sacrificados por deslocamento cervical e seus estdbmagos
foram retirados e processados para determinacéo dos niveis de NO, das amostra.

Os estdbmagos dos animais foram pesados, homogeneizados em uma solucao
resfriada de cloreto de potassio (KCI) a 1,15% (homogenato a 10%) e centrifugados
(1500 x g; 15 minutos) para obtencdo do sobrenadante. O sobrenadante do
macerado foi plagueado (placas de 96 pogos) em duplicata (80 uL de cada amostra)
e incubado em uma solucéo (0,04 mL de nitrato redutase, NADPH, KH,PO, e agua
destilada) por 12 horas para que o NO3 das amostras fosse convertido em NO,". No
dia subsequente, uma curva-padréo de referéncia de NO;’, a partir de uma diluicdo
seriada de uma solucdo de NaNO, foi preparada e plaqueada. Foram adicionados
80 pL da solucdo de Griess (1% de sulfanilamida em 1% H3PO./ 0,1% de N-1-
nafitiletiienodiamina dihidrocloreto/agua destilada/1:1:1:1) em cada poco. A
coloracdo purpura/magenta foi medida em leitor de ELISA com filtro de 540 nm. Os
valores obtidos para as amostras experimentais foram plotados com curva padrdo e
expressos em M de NO2/NOs.

No ensaio, a por¢ao glandular dos estomagos foi homogeneizada a 10% com
solucéo gelada de KCI 1,15%. O nitrato das amostras foi convertido em NO, através
da incubacdo em placas (12 horas, 37°C) de 40 yL do homogenato com 40uL de
uma solucdo contendo nitrato redutase, fosfato de potassio monobéasico (KH,PO,),
nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato reduzida (NADPH) e agua destilada.
Apoés incubacéo, foram colocados 80uL da solucdo de Griess (sulfanilamida 2%,
acido fosforico 5%, NEED e agua destilada) em cada poco e feita leitura em leitora

de microplacas a 540nm. A concentragdo de nitrito foi calculada através de uma
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curva padréo utilizando-se nitrito de sddio (NaNO;) e os resultados expressos em
MM de NO3/NO;” (GREEN et al., 2000).

5.4.3 Avaliagdo do envolvimento de GMPc

Para investigar o papel do GMPc (guanosina 3’,5-monofosfato ciclico)
intracelular foi feita modulagcédo farmacol6gica com o ODQ (1H-[1,2,4] oxadiazolo [4,
3-a] quinoxalin-1-ona), um inibidor da enzima guanilato ciclase soluvel (MEDEIROS
et al., 2008).

Os animais foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%, i.v.) ou PrLP
(0,5 mg/kg, i.v.) 30 minutos antes da administracdo do etanola,s (0,2mL/animal, v.0.).
A participacdo de GMPc foi avaliada através da administragdo de ODQ
(10mg/kg,i.p.) 30 minutos antes de PrLP (0,5mg/kg, i.v.). Apos 30 minutos da
administracdo de PrLP, os animais receberam etanolss (0,2mL/animal, v.0.).
Decorridos 60 minutos da administracéo do etanol, os animais foram sacrificados, os
estdbmagos retirados e o percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito no
item 5.2 (Figura 8).

FIGURA 8 - Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

para avaliar o efeito de GMPc.
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5.4.4 Avaliac&o do envolvimento dos canais de Katp

Para investigar o papel dos canais de potassio ATP — dependentes foi feita
modulacdo farmacoldgica com diazoxido, droga ativadora dos canais de potassio
sensiveis ao ATP e com glibenclamida, droga hipoglicemiante que bloqueia
seletivamente os canais de potassio ATP - dependentes (RODRIGUES et al., 2010).

Os animais foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%, i.v.) ou PrLP
(0,5mgl/kg, i.v.) ou diazéxido (3mg/kg,i.p.) 30 minutos antes da administracdo do
etanolas (0,2mL/animal, v.0.). A participagdo dos canais de potassio ATP -
dependentes foi avaliada através da administragdo de glibenclamida (5mg/kg, i.p.)
30 minutos antes do diazoxido (3mg/kg, i.p.) ou PrLP (0,5mg/kg, i.v.). Apdés 30
minutos da administracéo de diazoxido ou de PrLP, os animais receberam etanolaps
(0,2mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da administracdo do etanol, os animais
foram sacrificados, os estdmagos retirados e o percentual de lesdo gastrica medido

conforme descrito no item 5.2. (Figura 9).

FIGURA 9 - Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

para avaliar o efeito de canais de potassio ATP - dependentes.
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5.4.5 Avaliagdo do envolvimento dos neurdénios aferentes primarios sensiveis a

capsaicina via receptor de potencial transiente vaniléide 1 (TRPV1)

Para investigar o papel dos neurdnios aferentes primarios sensiveis a
capsaicina foi feita modulacdo farmacologica com capsaicina, um agonista dos
receptores TRPV1 e capsazepina, droga antagonista desses mesmos receptores
(RODRIGUES et al., 2011) .

Os animais foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%, i.v.) ou PrLP
(0,5mg/kg, i.v.) 30 minutos antes ou capsaicina (0,3mg/kg, v.0.) 60 minutos antes da
administracdo do etanolyps (0,2mL/animal, v.0.). A participacdo dos receptores
TRPV1 foi avaliada através da administracdo de capsazepina (5mg/kg, i.p.) 30
minutos antes de capsaicina (0,3mg/kg, v.0.) ou PrLP (0,5mg/kg, i.v.). Apos 60
minutos da administracao da capsaicina ou 30 minutos da administracao de PrLP, os
animais receberam etanolss (0,2mL/animal, v.0.). Decorridos 60 minutos da
administracdo do etanol, os animais foram sacrificados, os estdmagos retirados e o0

percentual de lesdo gastrica medido conforme descrito no item 5.2. (Figura 10).

FIGURA 10 - Representacdo esquematica do procedimento experimental utilizado

para avaliar o efeito de neurdnios aferentes primarios sensiveis a capsaicina.
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5.4.6 Investigagéo do efeito da frag&o proteica sobre o consumo de GSH

No intuito de avaliar uma possivel acdo antioxidante no efeito gastroprotetor
de PrLP no modelo de lesdo gastrica induzida por etanol, foram determinados os
niveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica dos camundongos. Nesse
ensaio a N-acetilcisteina (NAC) foi utilizada como droga padréo antioxidante.

Para tanto, foram utilizadas duas abordagens: os animais foram divididos em
grupos de oito e tratados com veiculo (solugéo salina 0,9%, i.v.) ou PrLP (0,5mg/kg,
i.v.) ou N-acetilcisteina (750mg/kg, v.0.), ap0s os tratamentos as Ulceras foram
induzidas conforme item 5.2. Outros trés grupos receberam veiculo (solucdo salina
0,9%, i.v.) ou PrLP (0,5mg/kg, i.v.) ou N-acetilcisteina (750mg/kg, v.0.), mas nédo
foram induzidas ulceras.

ApOs os tratamentos e a indugdo das ulceras, os animais foram sacrificados
por deslocamento cervical e as por¢des glandulares dos estdmagos retiradas e
homogeneizadas a 10% em solucdo gelada de EDTA 0,02M. Aliquotas de tecido
(400 ul) homogeneizado foram misturadas com 320 pl de agua destilada e 80 ul de
acido tricloroacético (50%) em tubos de vidros e centrifugados a 4000 rpm por 15
min. Subseqiientemente, o sobrenadante (400 ul) foi misturado com 800 ul de
solucdo tampao Tris-HCL (0,4 M, pH 8,9) e adicionado 5,5-dithio-bis (acido -2-
nitrobenzadico) (DTNB; 0,01 M). Depois de agitada a mistura reacional por 3 minutos,
foi medida a absorbancia em 412 nm (SEDLAK; LINDSAY, 1968). A concentracdo
de GSH foi calculada através de uma curva padréo de glutationa reduzida (GSH) e

os resultados expressos em pg de GSH/g de tecido.
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5.5 Andlise estatistica

Os resultados do teste de lesdo gastrica induzida por etanol foram expressos
como média das percentagens das &reas ulceradas + o Erro Padrdo da Média
(EPM). Para a verificagdo das diferencas estatisticas entre os grupos foi realizada
Analise de Variancia (ANOVA) utilizando o teste de Newman-Keuls e o teste T de
student. Os dados ndo paramétricos resultantes da avaliacdo histopatolégica foram
reportados como medianas e foram aplicados os testes estatisticos de Kruskal-
Wallis e teste de Dunn. Para todas as analises foi considerado significativo p < 0,05.
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6 RESULTADOS

6.1 Administracdo aguda da fracdo proteica do latex de Plumeria rubra néo

produz sinais de toxicidade sistémica em camundongos

Através da andlise da Tabela 01 podemos observar que o tratamento
endovenoso com PrLP (50mg/kg) durante sete dias ndo promoveu mudanca
significativa em nenhum dos parametros hematologicos avaliados, leucdcitos e
plaquetas, em comparagdo com o0 grupo de animais tratados somente com salina
esteril.

A administracdo de PrLP n&o provocou diferencas significativas, em
comparacdo ao grupo salina, na evolucdo ponderal dos animais e também né&o
alterou o peso umido dos 6rgéos analisados (Tabela 02).

De acordo com a Tabela 03 podemos observar que o tratamento endovenoso
com PrLP ndo promoveu mudanca significativa em nenhum dos parametros
bioquimicos avaliados, uréia, ALT, AST em comparacdo com o0 grupo de animais
tratados somente com salina estéril.

Em acréscimo, nenhuma alteracdo anormal nos parametros fisiologicos e

comportamentais foi observada entre os grupos estudados.
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TABELA 1 - Perfil hematolégico em camundongos tratados durante sete dias
com PrLP e veiculo.

Contagem diferencial de Leucdcitos

Dose Plaquetas Leucécitos (103 cels/mL )
Grupo (ma/kg (lO5 cels/m Totais
; 3 Eosindfilo
v.) L) (10° cels/mL) Linfécitos Neutrofilos Mondécitos
s
Veiculo - 6,76 £0,51 2,17 £ 0,27 0,0 1,18+0,06 0,32+0,02 0,02+0,003
PrLP 50 7,76 £0,94 2,03+0,21 0,0 1,48+0,11 0,19+0,01 0,01+0,002

Os valores representam a média + E.P.M. da contagem das respectivas células apés o

periodo de sete dias, grupos de oito animais foram tratados com veiculo (solucdo salina
0,9%) ou PrLP (50 mg/kg, i.v.).

TABELA 2 - Evolugdo ponderal e peso relativo de Orgéos vitais em
camundongos tratados durante sete dias com PrLP e veiculo.

Massa corporea Peso dos Orgéos (g/10g peso do animal)
Dose
Grupo  (mg/kg o Ganho
: Inicial ) i ) .
AD) Final (g) de Figado Rim Baco Coracéo
)
peso(%)
. 257+ 0,45+0,0 0,05+0,00 0,05+0,00
Veiculo - 26,7+0,73 40,8 0,03+0,002
0,57 1 1
24,75 0,49+0,0 0,06+0,00 0,05+0,00
PrLP 50 0.15 26,25+0,55 6+1,0 1 1 0,05+0,003
+ 1

Os valores representam a média + E.P.M. dos parametros avaliados apds o periodo de sete

dias, grupos de oito animais foram tratados com veiculo (solucdo salina 0,9%) ou PrLP (50
mg/kg, i.v.).

TABELA 3 - Perfil bioquimico em camundongos tratados durante sete dias
com PrLP e veiculo.

Uréia
Grupo Dose (mg/kg) ALT (UI/L) AST (UI/L)
(mg/dL)
Veiculo - 385+7,3 68,7 £ 9,4 89,6 £5,3
PrLP 50 35,4 +53 73,1+£83 93,5+10,4

Os valores representam a média £ E.P.M. dos parametros avaliados apds o periodo de sete
dias, grupos de oito animais foram tratados com veiculo (solugéo salina 0,9%) ou PrLP (50
mg/kg, iv.).
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6.2 Fracdo proteica do latex de Plumeria rubra reduz o percentual de lesGes
gastricas induzidas por etanol

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) resultou em area de lesdo na mucosa gastrica
com um percentual de 1541 + 0,84 % de area ulcerada. Tal efeito foi
significativamente reduzido com a administracdo intravenosa prévia de PrLP nas
doses de 0,5 mg/kg (2,78 = 1,04 %, p<0,05, inibicdo de 81,95%), 5 mg/kg (4,18 +
0,91 %, p<0,05, inibicdo de 72,8%) e 50mg/kg (4,93 £ 1,11 %, p<0,05, inibicdo de
68%), no entanto, para dose de 0,05 mg/kg, esse efeito protetor ndo foi observado
(15,30 + 0,79 %). A NAC foi utilizada como droga padréo e sua administracéo foi
capaz de reduzir a area gastrica lesionada (0,7 = 0,28 p<0,05, inibicdo de 95%) em
comparagao com o grupo veiculo (15,41 + 0,84 %). (Figura 11 e Tabela 4).

Figura 11 — Efeito protetor de PrLP no modelo de Ulcera gastrica induzida por
etanol.

N
o
J

N
(83}
1

Area ulcerada (%)
o

-
-

0 *

Veiculo NAC 005 05 5 50
Prip

Etanol 98%

As barras representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do
estbmago, apds 60 min da indugéo da ulcera, grupos de oito animais foram tratados
com veiculo; N-acetilcisteina (NAC 750 mg/Kg, v.0.) e PrLP (0,05; 0,5 ; 5 e 50
mg/kg, i.v.) * p < 0.05; representa significancia em relacdo ao grupo veiculo(ANOVA
e Teste de Newman-Keul).
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TABELA 4 — Efeito protetor de PrLP no modelo de Ulcera géastrica induzida por
etanol

Grupos Doses Area Ulcerada (%) % de inibicao
Controle - 15,41 +0,84 -
N-acetilcisteina 750 mg/kg 0,7+0,28* 95,45

PrLP 0,05 mg/kg 15,3+0,79 -

PrLP 0,5 mg/kg 2,78+1,04* 81,9

PrLP 5 mg/kg 4,18 +0,91* 72,8

PrLP 50 mg/kg 4,93 +1,11* 68,0

Os valores representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estémago,
apos 60 min. da inducdo da Ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo
(salina 0,9%); N-acetilcisteina (750 mg/kg, v.0.) e PrLP (0,05; 0,5 ; 5 e 50 mg/kg; i.v.) * p <
0.05 representam significancia em relacdo ao grupo controle (ANOVA e Teste de Newman-
Keul).

6.3 Avaliacdo Histopatologica

O efeito gastroprotetor das proteinas de latex de Plumeria rubra foi analisado
microscopicamente e esta representado na Figura 12. Os parametros de
hemorragia, perda de células epiteliais e infiltrado de células inflamatorias foram
analisados de forma semi-quantitativa e estéo dispostos na Tabela 5.

O parametro de hemorragia ndo foi evidenciado em animais do grupo controle
normal. Pode-se observar que animais do grupo controle Ulcera apresentaram
extensa area lesionada associada a hemorragia. Este parametro ocorreu de forma
intensa com mediana e variacbes de 4 (4-4) e, de forma significativa (p<0,05)
guando comparado ao controle normal. De forma semelhante ao controle normal,
nao foi observada hemorragia em animais pré-tratados com N-acetilcisteina (NAC).
O pré-tratamento com PrLP (0,5 mg/kg i.v.) reduziu a hemorragia de forma
significativa (p<0,05) quando comparado ao controle Ulcera, apresentando mediana
e variacdes de 0,5 (0-1). A perda de células epiteliais ndo foi observada em animais
grupo controle normal. Observou-se no grupo controle Ulcera um numero reduzido
de células mucdides, principais e parietais. Desta forma, a perda de células epiteliais
ocorreu de forma intensa, com mediana e variacdes de 3 (2-3). As diferencas foram
significativas (p<0,05) quando comparado ao controle normal. O pré-tratamento com
N-acetilcisteina (NAC 750 mg/kg; v.0.) ou PrLP (0,5 mg/kg i.v.) preveniram a perda

epitelial, apresentando mediana e variacdes de 1 (1-1). As diferencas foram
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significativas (p<0,05) quando comparados ao grupo controle Ulcera. O infiltrado de
células inflamatorias foi raramente observado nos grupos controle e experimental,

nao havendo diferenca significativa.

TABELA 5 — Avaliagdo histopatoldgica do efeito de PrLP sobre as lesdes géastrica
induzida por etanol em camundongos.

Grupos Hemorragia Perda de Células
(0-4 escores)  Células Epiteliais Inflamatérias
(0-3 escores) (0-3 escores)
Controle normal 0 (0-0) 0 (0-0) 0 (0-0)
Controle Ulcera 4 (4-4)* 3 (2-3) 1(0-1)
PrLP 0,5(0-1)" 1(1-1)" 0 (0-1)
NAC 0 (0-0)* 1(1-1)" 0 (0-1)

Os valores representam mediana e variacdo(maximo — minimo) dos escores
mensurados de acordo com os critérios de Laine & Weinstein (1988). Os animais
foram tratados com veiculo (salina 0,9%); PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) e NAC (750 mg/kg;
v.0.) em seguida 0,2 ml de Etanolags v.0. *p < 0,05 indica diferenca estatistica em
relacdo ao grupo controle normal e “p < 0.05 ao grupo controle Ulcera (Kruskall-
Walllis e teste de Dunn).
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FIGURA 12 — Analise macro e microscopica do pré-tratamento com PrLP no modelo
de lesdo gastrica induzida por etanol absoluto.

As mucosas gastricas dos animais foram removidas e utilizadas para confec¢do de laminas
histologicas pelo método de H&E. Fotomicrografias das mucosas gastricas foram obtidas de animais

do grupo controle normal (A), controle ulcera (B), PrLP (0,5 mg/kg) (C) e NAC (750 mg/kg) (D),
aumento de 200x.
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6.4 O pré-tratamento com indometacina bloqueia a protecdo géstrica da fracéo
proteica do latex de Plumeria rubra

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) produziu significativa porcentagem de area
ulcerada (17,82 + 2,58 %). Tal efeito foi reduzido em 76,82% pela administragéo
prévia de PrLP 0,5 mg/kg, i.v. (4,13 £ 1,01 %, p<0,05) e em 50% pelo pré-tratamento
com misoprostol 50 upg/kg, v.o. (8,91 + 0,75 %, p<0,05), quando comparados ao
grupo controle.

O pré-tratamento oral dos animais com indometacina 10mg/kg reverteu a
gastroprotegcdo promovida pela administragdo de misoprostol, aumentando
significativamente (p<0,05) a éarea lesionada em 191% (25,91 + 1,56%), essa
administracdo prévia também reverteu o efeito de PrLP, aumentando

significativamente a area lesionada em 634% (30,32 = 1,10%) (Figura 13).

FIGURA 13 - Indometacina reverte efeito gastroprotetor de PrLP .
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As barras representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estdmago, apos 60
minutos da inducéo da Ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com veiculo ; PrLP (0,5 mg/kg,
i.v.); Misoprostol (50 pg/kg, v.0.); Indometacina (10 mg/Kg, v.0.) + PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) ou
Indometacina (10 mg/kg, v.0.) + Misoprostol (50 pg/kg, v.0.). * p < 0.05 em rela¢@o ao grupo controle;
*p < 0.05 em relacdo ao grupo tratado somente com PrLP;  p < 0.05 em relacdo ao grupo tratado
somente com misoprostol (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.5 Avaliacao do papel do 6xido nitrico

6.5.1 O pré-tratamento com L-NAME bloqueia a protecdo gastrica da fracéo
proteica do latex de Plumeria rubra

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) produziu significativa porcentagem de area
ulcerada (17,32 £ 2,16 %). Tal efeito foi reduzido em 61,02% pela administragéo
prévia de PrLP 0,5 mg/kg, i.v. (6,75 * 2,20%, p<0,05) e em 78,29% pelo pré-
tratamento com L-Arginina 600 mg/kg, i.p. (3,76 = 2,65 %, p<0,05), quando
comparados ao grupo controle.

O pré-tratamento intraperitoneal dos animais com L-NAME 20 mg/kg, reverteu
a gastroprotecdo promovida pela administracdo de L-arginina, aumentando
significativamente (p<0,05) a éarea lesionada em 635% (24,64 + 2,32%), essa
administracdo prévia também reverteu o efeito de PrLP, aumentando de forma
significativa (p<0,05) a area lesionada em 502% (40,57 = 3,13%) (Figura 14).
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FIGURA 14 - L-NAME reverte efeito gastroprotetor de PrLP. As barras
representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estdbmago, apos
60 minutos da inducdo da ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com
Veiculo (controle); PrLP (0,5 mg/kg, i.v.); L-Arginina (600 mg/kg, i.p.); L-NAME (20
mg/Kg, i.p.) + PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) ou L-NAME (20 mg/Kg, i.p.) + L-Arginina (600
mg/kg, i.p.).* p < 0.05 vs grupo controle; * p < 0.05 vs grupo tratado somente com

PrLP;  p < 0.05 vs grupo tratado somente com L-Arginina. (ANOVA e Teste de
Newman-Keul).
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6.5.2 Frac&o proteica do latex de Plumeria rubra induz aumento dos niveis de

Nitrato/Nitrito na mucosa gastrica com lesdes por etanol

O grupo controle, que recebeu somente veiculo, teve o0s niveis de nitrito
reduzidos na mucosa gastrica dos camundongos apdés tratamento oral com etanol
absoluto (17,68 *+ 0,84 [NO3/NOy]). O tratamento prévio com L-arginina 600mg/kg
i.p. ou com PrLP 0,5mg/kg i.v. aumentou significativamente (p<0,05) o conteddo
gastrico de nitrito em relagdo ao grupo controle. Esse aumento foi de 29% (22,87 +
1,48 [NO3/NO;]) para L-arginina e de 26% (22,31 + 1,62 [NO3/NO,]) para PrLP
(Figura 15).
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Figura 15 - Fracdo proteica do latex de Plumeria rubra induz aumento dos
niveis de nitrato/nitrito na mucosa gastrica com lesdes por etanol. As barras
representam a média + E.P.M. dos niveis de NO3/NO, no estdbmago, apds 60
minutos da inducdo da Ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com Salina
0,9%; Veiculo (controle); L-Arginina (600 mg/kg, i.p.) e PrLP (0,5 mg/kg, i.v.). * p <
0,05 em relacéo ao grupo veiculo * p<0,05 em relacdo ao grupo salina (ANOVA e
Teste de Newman-Keul).
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6.6 O pré-tratamento com ODQ bloqueia a protecéo gastrica da fracédo proteica
do latex de Plumeria rubra

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) produziu significativa porcentagem de area
ulcerada (21,94 + 4,68 %). Tal efeito foi reduzido em 73,92% pela administragao
prévia de PrLP 0,5 mg/kg, i.v. (5,72 £ 1,16 %, p<0,05) quando comparados ao grupo
controle.

O pré-tratamento intraperitoneal dos animais com ODQ 10 mg/kg, reverteu a
gastroprotecdo promovida pela administracdo de PrLP, aumentando de forma
significativa (p<0,05) a area lesionada em 429% (30,29 + 8,04%) (Figura 16).
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FIGURA 16 — ODQ reverte efeito gastroprotetor de PrLP. As barras representam
a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estdmago, apdés 60 minutos da
inducdo da ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com Veiculo (controle);
PrLP (0,5 mg/kg, i.v.); ODQ (10 mg/Kg, i.p.) + PrLP (0,5 mg/kg, i.v.).* p < 0.05 em
relagcdo ao grupo controle; * p < 0.05 em relacédo ao grupo tratado somente com
PrLP (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.7 O pré-tratamento com glibenclamida bloqueia a protecdo gastrica da fracéo

proteica do latex de Plumeria rubra

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) produziu significativa porcentagem de area
ulcerada (20,08 = 4,04 %). Tal efeito foi reduzido em 73,25% pela administragéo
prévia de PrLP 0,5 mg/kg, i.v. (5,37 £ 1,34 %, p<0,05) e em 75% pelo pré-tratamento
com Diazéxido 3 mg/kg, i.p. (5,02 £ 1,34 %, p<0,05), quando comparados ao grupo
controle.

O pré-tratamento intraperitoneal dos animais com Glibenclamida 5 mg/kg,
reverteu a gastroprotecdo promovida pela administracdo de Diazéxido, aumentando
significativamente (p<0,05) a éarea lesionada em 299% (20,04 = 1,64%), essa
administracdo prévia também reverteu o efeito de PrLP, aumentando de forma
significativa (p<0,05) a area lesionada em 185% (15,34 + 1,99%) (Figura 17).

40-
< 304
©

&

gl T r T
o 204
2
>
©
D 10+ . *
< — —T

0

Veiculo PrLP Diazoéxido PrLP  Diazoxido
Glibenclamida

Etanol 98%

FIGURA 17 — Glibenclamida reverte efeito gastroprotetor de PrLP. As barras
representam a média = E.P.M. do percentual da area lesionada do estdbmago, apos
60 minutos da inducdo da ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com
Veiculo (controle); PrLP (0,5 mg/kg, i.v.); Diazéxido (3 mg/kg, i.p.); Glibenclamida (5
mg/Kg, i.p.) + PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) ou Glibenclamida (5 mg/Kg, i.p.) + Diazéxido (3
mg/kg, i.p.).* p < 0.05 em relagéo ao grupo controle; * p < 0.05 em relagdo ao grupo
tratado somente com PrLP; * p < 0.05 em relacdo ao grupo tratado somente com
Diazéxido. (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.8 O pré-tratamento com capsazepina bloqueia a protecdo géstrica da fracéo
proteica do latex de Plumeria rubra

A administracdo de etanol absoluto nos animais que foram previamente
tratados com veiculo (salina 0,9%) produziu significativa porcentagem de &rea
ulcerada (20,56 = 5,01 %). Tal efeito foi reduzido em 76,94% pela administragéo
prévia de PrLP 0,5 mg/kg, i.v. (4,74 = 1,01 %, p<0,05) e em 75,58% pelo pré-
tratamento com capsaicina 0,3 mg/kg, v.o0.(5,02 + 1,35 %, p<0,05), quando
comparados ao grupo controle.

O pré-tratamento intraperitoneal dos animais com capsazepina 5 mg/Kg
reverteu a gastroprotecdo promovida pela administracéo de capsaicina, aumentando
significativamente (p<0,05) a area lesionada em 249% (17,54 + 1,34%), essa
administracdo prévia também reverteu o efeito de PrLP, aumentando de forma
significativa (p<0,05) a area lesionada em 252% (16,66 = 2,66%) (Figura 18).

S
o
J

w
o
1

B
Ro

-

Area ulcerada (%)
N N
T i

.
0 T T T T T
Veiculo PrLP  Capsaicina PrLP  Capsaicina
Capsazepina

Etanol 98%

FIGURA 18 — Capsazepina reverte efeito gastroprotetor de PrLP. As barras
representam a média + E.P.M. do percentual da area lesionada do estébmago, apos
60 minutos da inducdo da ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com
Veiculo (controle); PrLP (0,5 mg/kg, i.v.); Capsaicina (0,3 mg/kg, v.0.); Capsazepina
(5 mg/Kg, i.p.) + PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) ou Capsazepina (5 mg/Kg, i.p.) + Capsaicina
(0,3 mg/kg, v.0.).* p < 0.05 em relacéo ao grupo controle; * p < 0.05 em relacéo ao
grupo tratado somente com PrLP; ¢ p < 0.05 em relac&o ao grupo tratado somente
com capsaicina (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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6.9. A fracdo proteica do latex de Plumeria rubra impede a reducéo dos niveis
de glutationa reduzida (GSH) na mucosa géstrica de camundongos com Uulcera
induzida por etanol

A concentragcdo de GSH das amostras foi calculada a partir da leitura das
absorbancias apés a reagcdo com o DNTB, contra uma curva padrdo de GSH. O
grupo controle, que recebeu somente veiculo, teve os niveis de GSH determinados
na mucosa gastrica (289,3 + 42,37 ug/mg de tecido). O grupo que recebeu o veiculo
e posteriormente etanol teve seus niveis de GSH reduzidos em 42% (165,0 £ 21,74
pg/mg de tecido). O tratamento prévio com N-acetilcisteina (NAC) 750mg/kg v.o. ou
com PrLP 0,5mg/kg i.v. aumentou significativamente (p<0,05) o conteudo gastrico de
GSH em relagéo ao grupo controle. Esse aumento foi de 105% (338,9+40,63 pg/mg
de tecido) para PrLP e de 325% (702+ 39,75 pg/mg de tecido) para NAC (Figura
19).

A segunda abordagem foi feita no sentido de verificar se PrLP age através do
aumento dos niveis de GSH, ou evita a lesdo gastrica pelos radicais livres. Assim, 0
efeito de PrLP sobre a GSH gastrica foi avaliada em animais normais. Observou-se
gue PrLP n&o aumenta significativamente os niveis de GSH (164,8 +6,3 pg/mg de
tecido) quando comparado ao grupo controle (232 +36 pug/mg de tecido), porém o
grupo tratado com NAC observou-se um aumento de 112% nos niveis de GSH
(493,3 £ 66,67 ng/mg de tecido) (Figura 20).
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Figura 19 - Fracao proteica do latex de Plumeria rubra evita a redu¢cao dos
niveis de glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica com lesdes por etanol.
As barras representam a média = E.P.M. dos niveis de GSH no estdmago, apés 60
minutos da indugdo da ulcera. Grupos de oito animais foram tratados com veiculo
(salina 0,9%); NAC (750 mg/kg, v.0.) e PrLP (0,5 mg/kg, i.v.). * p < 0.05 em relacao
ao grupo que recebeu apenas veiculo; * p<0,05 em relacdo ao grupo veiculo +
etanol (ANOVA e Teste de Newman-Keul).
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Figura 20 - Fracdo proteica do latex de Plumeria rubra ndo aumenta os niveis
de glutationa reduzida (GSH) na mucosa gastrica sem lesdes. As barras
representam a meédia £ E.P.M. dos niveis de GSH no estdmago. Grupos de oito
animais foram tratados com Salina 0,9% (veiculo); PrLP (0,5 mg/kg, i.v.) e NAC (750
mg/kg, v.0.). * p < 0.05 em relagcédo ao grupo veiculo (ANOVA e Teste de Newman-
Keul).
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7. DISCUSSAO

Apesar do amplo uso de medicamentos sintéticos no mercado mundial, a
utilizacdo de produtos naturais vem aumentando de forma significativa,
possivelmente por questdes que envolvem aspectos culturais, econdmicos e sociais,
bem como pelas comprovacdes de eficacia terapéutica destes produtos através de
trabalhos cientificos. Entretanto, varias plantas utilizadas na medicina tradicional
ainda nao foram submetidas a nenhum tipo de avaliacéo toxicolégica, representando
assim risco para aqueles que delas fazem uso.

A idéia de que substancias originadas das plantas séo inofensivas e isentas
de riscos a saude humana é equivocada, considerando a toxicidade demonstrada
para varias espécies vegetais (TAGLIATI; FERES, 2009). Sendo assim, a realizag&o
de estudos toxicolégicos que investiguem auséncia ou o nivel de seguranca
terapéutica das drogas originadas de produtos naturais e de fitoterapicos é de
fundamental importancia para protecdo da saude humana.

Seguindo esta linha de raciocinio, antes de se avaliar o possivel efeito
farmacologico para a fracdo proteica do latex de P. rubra (PrLP) no modelo
experimental aqui proposto, o efeito ocasionado pela administracdo de PrLP foi
avaliado através de um estudo de toxicologia agudo adaptado pelo nosso laboratorio
e descrito anteriormente (BEZERRA et al., 2008).

Foram avaliados parametros de toxicidade subcrénica, na qual utilizou-se a
dose de 50 mg/kg, jA que essa foi a maior dose testada com efeito gastroprotetor.
Esse tratamento ndo provocou nenhuma alteragdo macroscopica e no peso umido
dos 6rgaos avaliados (rim, coracao, figado e baco). Parametros que avaliaram tanto
a funcéo renal (uréia) como a funcédo hepatica (AST e ALT) nao foram alterados,
bem como o numero de leucdcitos circulantes, quantidade de plaquetas e 0 peso
corpéreo dos animais. Da mesma forma latex de outras plantas parecem n&o
apresentar toxicidade aguda, Ramos et al. (2006) mostraram que animais que
receberam proteinas laticiferas de Calotropis procera durante 35 dias consecutivos
nao apresentaram ndo promoveu morte dos animais e nem ocasionou rejeicdo ao
consumo da amostra. Toxicidade aguda ndo foi registrada durante o periodo
experimental. Neste contexto, proteinas laticiferas de P. rubra parecem néo causar
toxicidade aguda, ja que ndo foram observados sinais de toxicidade nos animais que

receberam essas protein as.
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A administrac@o intragastrica de etanol constitui um modelo classico de
inducdo de lesdes gastricas em animais, bastante utlizado para estudo
fisiopatoldgico e para a busca de novas moléculas (WONG; OGLE, 1995; SAIRAN et
al., 2001; BARROS et al.,, 2007; ROZZA et al., 2010; FARIA et al., 2012). No
presente estudo foi demonstrado efeito antiulcerogénico de uma fracdo proteica
isolada do latex de P. rubra (PrLP), evidenciado pela reducdo da area gastrica
lesionada pelo etanol em camundongos. O pré-tratamento dos animais com PrLP
reduziu de forma significativa a hemorragia e a necrose nas células do epitélio
gastrico exposto a gastrotoxicidade promovida pelo etanol. O efeito gastroprotetor de
PrLP foi observado nas trés maiores doses que foram testadas e foi semelhante ao
efeito da droga antiulcerogénica usada como padrdo neste estudo, N-acetilcisteina
(NAC). Tal efeito protetor de PrLP também foi visto na avaliagdo histopatoldgica,
observou-se que o pré-tratamento com essa fracdo proteica reduziu o
extravasamento de hemacias e perda de células epiteliais (mucoides, principais e
parietais), além disso, o pré-tratamento com NAC também reduziu esses parametos,
confirmando os achados macroscopicos aqui descritos.

Muitos produtos naturais de origem vegetal sdo conhecidos popularmente e
cientificamente por apresentarem diversas propriedades farmacologicas, incluindo
atividade antiulcerogénica (MARQUES et al., 2004; RODRIGUES et al., 2008;
AKKOL et al., 2009; CALDAS et al., 2011; RODRIGUES et al., 2012; ZAKARIA et al.,
2012). Nesse contexto, podemos destacar os fluidos laticiferos que tém sido objeto
de muitos estudos e tém-se demonstrado como ferramentas promissoras para o
tratamento de lesdes gastricas (TOMA et al., 2005; LEITE et al., 2009; BHARTI et
al., 2010)

A génese das lesdes gastricas induzidas por etanol é de origem multifatorial e
estd associada a uma diminuicao de fatores protetores da mucosa gastrica, como o
muco e moléculas antioxidantes, e a um aumento de fatores agressores
relacionados principalmente a alterac6es na microcirculacdo e ao estresse oxidativo
(DAVENPORT, 1969).

Desta forma, considerando o significativo efeito gastroprotetor de PrLP aqui
demonstrado, um estudo de possiveis mecanismos envolvidos neste efeito foi
delineado utilizando estratégias experimentais que permitem a investigacao do efeito
de PrLP com a expressédo e/ou efeito de receptores e mediadores envolvidos na

lesdo gastrica. Assim, investigamos o envolvimento da atividade antiulcerogénica
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desta fracdo proteica com as prostaglandinas, fibras aferentes sensiveis a
capsaicina através dos receptores TRPV1, éxido nitrico, canais de K* ATP -
dependentes, GMPc e com o0s niveis de glutationa reduzida. Em todas essas
abordagens, PrLP foi utilizada na dose de 0,5 mg/kg, uma vez que essa foi a menor
dose testada que exibiu efeito gastroprotetor.

As prostaglandinas sdo importantes mediadores envolvidos na protecdao da
mucosa gastrica e na cicatrizacdo de Ulceras gastricas (HIGUCHI, 2010). Promovem
uma acao protetora através da estimulacdo da liberacdo de bicarbonato e muco,
além de melhorar o fluxo sanguineo através da vasodilatacdo (HAWKEY, 2000;
BRZOZOWSKI et al., 2005; LAINE et al., 2008) e de aumentar a resisténcia das
células epiteliais contra danos causados por citotoxinas (HAWKEY; RAMPTON,
1985).

E bem conhecido que a prostaglandina E, possui uma agdo protetora contra a
lesdo gastrica provocada pelo etanol (GLAVIN et al., 1996). Também foi
demonstrado que essa protecdo de PGE; é devido a um aumento do GMPc
intracelular, que € mediado via aumento da concentracdo de calcio intracelular livre
e a producéao de oxido nitrico (SAKAI et al., 1995).

Para avaliar o envolvimento de prostaglandinas com o efeito protetor de PrLP
foi utilizada a indometacina, uma droga inibidora ndo seletiva de COX e que,
portanto, inibe a producdo das prostaglandinas. Para essa investigacdo utilizou-se,
também, o misoprostol, que é um analogo estavel da prostaglandina E; (RANG et
al., 2007). No ensaio, PrLP e misoprostol reduziram de forma significativa as lesées
induzidas por etanol e esse efeito foi revertido pela administracdo de indometacina.
Esses resultados sinalizam fortemente que o mecanismo de acdo de PrLP se da
com o envolvimento de prostaglandinas, possivelmente através da estimulacdo da
producéo desse mediador.

O oxido nitrico (NO) é um mediador que desempenha importante funcdo para
a defesa da mucosa gastrica. O NO é produzido pela enzima éxido nitrico sintase, e
apos sua liberacdo, possui um tempo de meia-vida muito curto (5-10s), rapidamente
esta molécula origina nitrito (NO,) e posteriormente nitrato (NO3z), que sao seus
metabolitos estaveis (VINCENT et al., 2000).

O NO é um fator importante na regulacdo do fluxo sanguineo e da
microcirculagdo na mucosa gastrica (WALLACE, 2006). Esse mediador também &

importante para a regulacao da secrecdo de muco (BROWN et al., 1993), aumento
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do fluxo sanguineo (WALLACE; MILLER, 2000) e inibicdo da infiltracdo de
neutréfilos (WALLACE et al., 1997). Por outro lado, o excesso na produgcdo de NO
associado a estados inflamatérios € caracterizado pelo aumento na permeabilidade
epitelial e perda da funcdo da barreira de muco. Assim, os niveis de producédo de
NO, a isoforma geradora de NO e o estado redox das células epiteliais podem
determinar os efeitos do 6xido nitrico na permeabilidade da mucosa e protecédo
(SHAH et al.,, 2004). Um trabalho desenvolvido por KO e colaboradores (2004)
verificou que a administracdo de etanol 50% n&o influencia a atividade da NO
sintase induzida, porém inibe a atividade da NO sintase constitutiva, provocando
perda da integridade da mucosa.

Drogas que bloqueiam a sintese de NO agravam macro e microscopicamente
as lesbes associadas ao etanol e reduzem o fluxo sanguineo da mucosa, alterando
a hemodinamica gastrica. Esses efeitos sao reduzidos pela administracdo de L-
arginina, que € um substrato para a formacdo de NO (MASUDA et al., 1995).

A utilizagdo de inibidores da sintese de NO, como o L-NAME, tem sido feita
para avaliar o efeito da via da sintese do NO sobre o efeito gastroprotetor de varias
drogas (LEITE et al., 2008; OLINDA et al., 2008; LIRA et al., 2009; MORAIS et al.,
2010; CERQUEIRA et al., 2012). O L-NAME ¢ hidrolisado em L-nitroarginina que
inativa a NOS (PFEIFEER et al., 1996).

Para verificar a possivel participacdo de NO no efeito gastroprotetor de PrLP,
o L-NAME foi utilizado previamente a administracdo de PrLP e L-arginina. Foi
observado que esse inibidor inespecifico de NOS reverteu o efeito gastroprotetor de
PrLP e de L- arginina, sugerindo a participacdo de NO na protecdo gastrica
demonstrada por PrLP.

Com o objetivo de complementar o estudo da participacdo de NO no efeito
gastroprotetor promovido por PrLP, foi realizada a dosagem da quantidade
nitrito/nitrato nas amostras dos estdbmagos. Esses dois ions sédo produtos do
metabolismo do NO, logo, esta é uma forma indireta de avaliar a quantidade de NO
nos tecidos. Os resultados mostraram que os niveis de NO,/NO3” hos estdmagos de
animais que receberam apenas etanol foram significativamente reduzidos. Por outro
lado, nos estdmagos pré-tratados com PrLP e lesionados com o etanol houve um
aumento da quantidade desses ions, corroborando com o resultado mostrado na

abordagem de modulacdo com L-NAME. Adicionalmente, os animais que receberam
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L-arginina também tiveram os niveis de nitrato/nitrito aumentados significativamente
em relacdo ao grupo que recebeu apenas etanol.

Estes resultados s&o consistentes e sinalizam fortemente para o envolvimento
do NO no efeito gastroprotetor de PrLP. Possivelmente, o tratamento dos animais
com PrLP induz aumento dos niveis de O&xido nitrico na mucosa gastrica
provavelmente, por induzir um aumento da expressdo de NOS constitutivas,
aumentando assim a eficiéncia de suas acdes cataliticas.

Alguns trabalhos relatam que o 6xido nitrico e as prostaglandinas atuam de
forma cooperativa modulando a microcirculagdo géastrica e estimulando a sintese de
muco (SAKAI et al.,, 1995; WALLACE; GRANGER 1996; MUSCARA; WALLACE,
1996; BROWN et al., 1996; WALLACE, 1996; DING et al., 1997). Também é sabido
gue o NO age aumentado a permeabilidade vascular e a producdo de
prostaglandinas (RANG et al., 2007). Assim, os resultados do presente trabalho
concordam com os dados da literatura, uma vez que foi demonstrado a participacao
desses dois mediadores no efeito protetor de PrLP.

O GMPc é um nucleotideo sintetizado no interior da célula pela acdo de uma
enzima conhecida como guanilato ciclase. Esta enzima é ativada pelo 6xido nitrico,
formando GMPc a partir do ATP (BEAVO, 1995; POLSON; STRADA, 1996). A
producéo do GMPc é o principal mecanismo pelo qual o NO produz muitos dos seus
efeitos fisiol6gicos (CHAVEZ-PINA et al., 2010). O ODQ é um inibidor altamente
seletivo da guanilato ciclase soluvel e varios trabalhos utilizam essa droga para
identificar se efeitos benéficos de drogas na Ulcera gastrica envolve a enzima
guanilato ciclase e 0 GMPc (BRZOZOWSKI et al., 2000; MEDEIROS et al., 2008;
CHAVEZ-PINA et al., 2010).

Nesse trabalho o ODQ foi utilizado para avaliar se o efeito protetor de PrLP é
dependente da producédo de GMPc. O grupo tratado previamente com PrLP teve a
porcentagem de lesdo gastrica reduzida significativamente em relacdo ao grupo
tratado apenas com etanol e a administracéo prévia de ODQ reverteu essa protecéo
gastrica, mostrando que o efeito da frac&o proteica é dependente de GMPc.

Ja foi demonstrado que NO tem um papel fundamental no efeito protetor
gastrico de PrLP e ja é estabelecido que o efeito vasodilatador de NO é mediado
pela estimulacdo da guanilato ciclase e consequente liberagdo de GMPc
(DENNINGER et al., 2001). Assim podemos sugerir que o efeito protetor de PrLP é

dependente da liberagcdo de NO e com o envolvimento da guanilato ciclase e GMPc.



82

Medeiros et al. (2008) obtiveram resultados semelhantes, demonstraram que o efeito
antiulcerogénico do sildenafil (droga utilizada para impoténcia sexual) ocorre através
do envolvimento de NO e GMPc.

Os canais de potassio ATP - dependentes (Katp) pertencem a uma grande
familia de proteinas de membrana. Estes canais regulados por ligantes sao definidos
tendo por base a sua sensibilidade ao ATP intracelular, que inibe sua atividade. Tais
canais ja foram descobertos em véarios 6rgdos, como coragdo, pancreas, rim e
cérebro, e também podem ser encontrados nos muasculos lisos e esqueléticos
(NOMA, 1983; ASHCROFT et al., 1984; HUNTER; GIEBSCH, 1988; ASHFORD et
al., 1988; STANDEN et al., 1989; SPRUCE et al., 1985).

Tem sido postulado que os canais de Karp estdo envolvidos em uma
variedade de funcdes fisiopatologicas no estdmago tais como: regulacdo do fluxo
sanguineo, secrecdo de acido gastrico e contratilidade da musculatura gastrica
(TOROUDI et al., 1999).

Alguns compostos, como o diazoxido, ativam e abrem os canais de potassio
em diversos tecidos, causando hiperpolarizacdo da membrana plasmatica e reducao
da atividade elétrica (ASHCROFT,; GRIBLLE, 2000; JAHANGIR et al., 2001). O
diazoxido, no estdbmago, inibe as lesées na mucosa gastrica induzidas por etanol,
enquanto a glibenclamida, um agente hipoglicemiante oral que estimula a secrecao
de insulina por bloquear os canais de potassio ATP - dependentes, aumenta as
lesdes gastricas (TOROUDI et al., 1999; GUEDES et al., 2008; RODRIGUES, 2008).
A capacidade da glibenclamida de alterar a resposta gastroprotetora de algumas
drogas tem sido aceita como evidéncia para sugerir o envolvimento dos Karp Nos
eventos biologicos (FREITAS et al., 2011; SAXENA et al., 2011; ABDON et al.,
2012).

Para avaliar se o efeito gastroprotetor de PrLP esta envolvido com Karp
utilizamos a glibenclamida e o diazoxido. O diazéxido, bem como PrLP foram
eficientes em reduzir a porcentagem de lesdo gastrica induzida pelo etanol, no
entanto, a administracdo prévia de glibenclamida reverteu o efeito de ambas.
Sugerindo que a acéo benéfica de PrLP é dependente de Karp.

Alguns trabalhos sugerem que a acdo vasodilatadora das prostaglandinas
enddégenas e do NO se da através da ativacdo de canais Karp. Essa estimulacéo

pelo NO se dé& através da ativacdo da guanilil ciclase com consequente liberagédo de
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GMPc que ativa Katp (PESKAR et al., 2002; MEDEIROS et al., 2008; SILVA et al.,
2009; CHAVEZ-PINA et al., 2010; ABDON et al., 2012).

Analisando os provaveis mecanismos de acao da fracdo proteica de P. rubra,
até o momento, podemos sugerir a participacdo das prostaglandinas, 6xido nitrico e
GMPc no efeito gastroprotetor de PrLP e essas vias devem estar acopladas a um
sistema de abertura de canais de potassio sensiveis ao ATP, com consequente
relaxamento endotelial na vasculatura géstrica e aumento do fluxo sanguineo na
regido afetada, reduzindo, assim, a formacé&o de Ulceras.

A capsacina é o principal alcal6ide responsavel pela propriedade irritante da
mucosa de plantas do género Capsicum (BARCELOUX, 2009). Tal substancia age
sobre 0s neurbnios sensoriais estimulando os receptores de membrana,
predominantemente os vaniloides (TRPV1- receptor de potencial transiente tipo 1),
liberando neuropeptidios tais como substancia P e peptideo relacionado ao gene da
calcitonina (CGRP). A liberagdo de CGRP pela estimulagéo de neurdnios aferentes
ocasiona liberacdo de NO que resulta em protecdo da mucosa gastrica pela
estimulacdo da microcirculacdo (HOLZER, 1998). Em pequenas doses, a capsaicina
funciona como um potente gastroprotetor, porém em altas doses, ela destroi
seletivamente as terminacdes neuronais das fibras C, resultando em inativacdo dos
nervos sensoriais (SZOLCSANYI; BAETHO, 2001; EVANGELISTA, 2006).

Estudos mostram que, no estdbmago, 0s nervos sensoriais aferentes sensiveis
a capsacina estdo envolvidos no sistema de defesa local contra a formacdo de
Ulceras e que a administracdo oral de capsaicina exerce protecdo contra lesdes
gastricas induzidas por etanol (MOZSIK et al., 2007; CASTELO et al., 2009). A
capsazepina, droga inibidora dos receptores TRPV1 vem sendo bastante utilizada
em modelos de Ulcera gastrica para verificagcdo do envolvimento desses receptores
com diversas substancias (EHRLICH et al., 2004; GUEDES et al., 2008; MEDEIROS
et al., 2009; CERQUEIRA et al., 2012).

No presente trabalho foi investigado se os receptores TRPV1 estdo
envolvidos no efeito protetor de PrLP. Observou-se que de forma semelhante a
capsaicina, PrLP mostrou atividade gastroprotetora significativa quando comparada
com o grupo controle e que o efeito gastroprotetor das duas substancias foi revertido
pela administracdo de capsazepina, sugerindo que esses receptores Ssao

importantes para o efeito gastroprotetor das proteinas do latex de P. rubra.
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E bem conhecido que a ativagdo de neurdnios aferentes sensiveis a
capsaicina resultam em aumento da formacdo de NO (KAUNITZ; AKIBA, 2004),
levando a uma vasodilatacdo. Os resultados obtidos com PrLP concordam com a
literatura, uma vez que possivelmente essas proteinas também atuam estimulando
essa via aferente, com consequente liberacdo do NO. Rodrigues e colaboradores
(2010), mostram essa mesma relacdo, na qual o efeito gastroprotetor de um
diterpeno parece estar o envolvido com ativagdo de receptores TRPV1 e aumento
de NO, mostrando relacdo desses dois mecanismos de defesa da mucosa.

Neurdnios aferentes contendo neuropeptidios estdo bastante presentes na
mucosa gastrica (STERNINI et al., 1987). E bem conhecido que a ativagdo dos
neurbnios aferentes primarios sensiveis a capsacina protege a mucosa gastrica da
lesdo por agentes irritantes, ao passo que a ativacdo e abertura dos canais Katp
previnem os danos na mucosa induzida por etanol. Medeiros et al. (2009) sugerem
gue os receptores TRPV; e 0s canais Karp S40 co-expressos em neurbnios
aferentes, portanto estando envolvidos na protecdo gastrica por sulfeto de
hidrogénio. Bratz et al. (2008), em outros modelos, demonstraram que 0s receptores
TRPV1 sdo funcionalmente expressos nos vasos e medeiam a vasodilatacédo
endotélio-dependente através de um mecanismo envolvendo oOxido nitrico e
possivelmente canais de Katp. Esses trabalhos sustentam que receptores TRPV1 e
canais Katp, estdo, de alguma forma, relacionados e os resultados obtidos com PrLP
corroboram com esses achados.

Diante da evidéncia de participacdo dos receptores TRPV1 e somando-se aos
resultados das abordagens anteriores aqui demonstradas, podemos sugerir que
PrLP promove seu efeito gastroprotetor no modelo estudado, através de um
complexo que envolve a sensibilizacdo de TRPV1, liberacdo de prostaglandinas e
NO. As prostaglandinas atuariam diretamente através da liberacdo de NO ou por
ativacdo direta de canais Karp € 0 NO levaria a liberacdo de prostaglandinas ou
agiria estimulando a guanilil ciclase a liberar GMPc e esta, por sua vez, ativaria
canais Karp. Além disso, a sensibilizacdo de TRPV1 culminaria a liberacdo de NO e
ativacao de canais de Katp. Esses efeitos combinados levariam a secrecdo de muco
e bicarbonato, ao aumento de fluxo sanguineo gastrico e consequente protecao
gastrica. Entretanto, estudos complementares serdo necessarios para melhor

esclarecer e confirmar esta hipotese.
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Mecanismos de acdo gastroprotetores multifatoriais, como o das proteinas do
latex de P. rubra, encontram-se relatados na literatura com diversos compostos de
origem natural. Rios et al. (2010) demonstraram que a esculina, um derivado
cumarinico, apresenta atividade gastroprotetora, possivelmente com o envolvimento
de prostaglandinas, Oxido nitrico e canais de potassio, Morais et al. (2010)
demonstraram que o efeito gastroprotetor de lipidios fendlicos ndo isoprendides, 0s
acidos anardicos (AA), € dependente de fibras aferentes sensiveis a capsaicina,
prostaglandinas, 6xido nitrico e abertura de canais Karp. Além do trabalho de
Chéavez-Pina et al. (2010) que mostra que o efeito gastroprotetor da carbenoxolona,
um triterpendide semi-sintético, resulta de um aumento nos niveis de prostaglandina
e oxido nitrico (NO) com ativacao da via NO/GMPc/Katp.

A producdo excessiva de radicais livres pode conduzir a danos celulares,
sendo a causa ou 0 agravamento de inumeras doencas, entre elas a Ulcera
gastrintestinal. Evidéncias clinicas e experimentais sugerem que 0 estresse oxidativo
estd bastante relacionado a etiopatologia da doenca ulcerosa péptica, e que
substancias antioxidantes, podem desempenhar acdo gastroprotetora (REPETTO et
al., 2002; THOMPSON et al., 2006; FARIA, 2009; CERQUEIRA et al., 2012).

As principais fontes de radicais livres sd@o organelas citoplasmaticas
detentoras de sistemas enzimaticos que utilizam oxigénio, nitrogénio, cloro, enxofre,
hidrogénio, carbono e metais de transicdo nas reacdes metabdlicas gerando
metabolitos reativos em quantidade superior as condicbes homeostaticas (ROVER
JUNIOR et al., 2001).

Dentre os tipos de radicais livres, podem ser citados as espécies reativas de
oxigénio e nitrogénio (EROs e ERNSs, respectivamente). No trato gastrintestinal, os
EROs como superdéxido, peréxido de hidrogénio e radical hidroxila sdo gerados em
reposta a processos irritantes e inflamatorios, entre eles a privacdo do suprimento
sanguineo que provoca estresse oxidativo e a enzima NADPH oxidase que converte
oxigénio molecular em anions superoéxido, enquanto que para os derivados do Oxido
nitrico esta o peroxinitrito (NAKAGIRI; MURAKAMI, 2009).

Quando formados no meio biolégico, estes radicais livres para se
estabilizarem necessitam doar ou receber elétrons de outras moléculas, portanto
tendem a reagir por oxidacdo com fosfolipidios de membrana, carboidratos,
proteinas e DNA causando danos e morte celular (PAGLIA; VALENTINE, 1967). No

entanto, o organismo possui um aparato antioxidante correspondente a fatores
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enzimaticos e ndo enzimaticos que funcionam como mecanismo de radicais livres
(ANDERSON, 1996; HALLIWELL et al., 1995).

A GSH participa da protecdo da mucosa pela ligacdo aos radicais-livres
(efeito antioxidante) e por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do
muco, de maneira a impedir a sua dissociacdo, portanto, a deplecdo desses
grupamentos parece estar envolvida na formacéo da lesdo (AVILA et al., 1996).
Nesse sentido, a GSH tem importancia na reducao do estresse oxidativo por eliminar
radicais livres, reduzir os peroxidos e formar complexos com compostos eletrofilicos,
de maneira a proteger estruturas celulares proteicas (DNA e lipideos), além de
proteger a célula de outros produtos téxicos (KLAASSEM et al., 1985; HAYES &
MCLELLAN, 1999; KIMURA et al., 2001).

As lesdes gastricas induzidas por etanol estdo relacionadas com a geracao de
radicais livres, essas lesbes sdo produzidas por um desequilibrio entre fatores
celulares oxidantes e antioxidantes (REPETTO; LLESUY, 2002; NASSINI et al.,
2010). Assim, tém-se postulado que os efeitos deletérios do etanol na mucosa
gastrica sdo consequUéncia da peroxidacdo lipidica e reducdo dos niveis de
glutationa (RODRIGUEZ et al., 2007).

Assim, dando continuidade a investigagdo dos mecanismos envolvidos no
efeito de PrPL aqui demonstrado, o envolvimento desta fracdo com as defesas
antioxidantes foi investigado através da determinacéo dos niveis de GSH na mucosa
gastrica dos animais.

Como era de se esperar, 0os resultados mostram que o etanol promoveu
deplecdo dos niveis de GSH na mucosa gastrica e a administracdo de N-
acetilcisteina (NAC), substancia antioxidante doadora de grupos sufidrilas,
restabeleceu os niveis de GSH. O tratamento dos animais com PrLP foi capaz de
restaurar, ndo completamente, mas de maneira significativa, os niveis de GSH na
mucosa, reduzidos apés a administracao de etanol absoluto.

Uma segunda abordagem foi feita no intuito de verificar se esse efeito protetor
de PrLP é mediado através da estimulacdo da sintese endégena GSH ou por evitar
a deplecédo dos niveis destes grupos. Assim, os niveis de GSH foram quantificados
em animais que receberam NAC e PrLP sem que houvesse a inducéo da Ulcera por
alcool. Como ja era esperado, NAC aumentou os niveis de GSH, entretanto PrLP
nao alterou os niveis desse componente antioxidante, mostrando que o efeito

antioxidante de PrLP se d& no sentido de evitar a deplecédo de GSH.
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O efeito antioxidante de PrLP foi relatado por FREITAS e colaboradores
(2010) que mostraram que as proteinas laticiferas de P. rubra apresentam atividade
antioxidante in vitro. Assim, esse efeito também é responsavel pela gastroprotecao
promovida pelas proteinas laticiferas, pois substancias antioxidantes podem
desempenhar acédo gastroprotetora (REPETTO et al., 2002; THOMPSON et al.,
2006; DURSUN et al, 2009; ROCHA et al., 2011). Adicionalmente, ja foi
demonstrado que latex de plantas tem efeito gastroprotetor com envolvimento de
mecanismos antioxidantes, como por exemplo, a suspensédo e o extrato metanolico
do latex de Calotropis procera, que apresentaram efeito protetor gastrico frente a
diferentes modelos de Ulcera e esse efeito foi explicado, em parte, pelo aumento da
atividade de fatores antioxidantes, como por exemplo GSH e SOD (BHARTI et al.,
2010). Tal dado concorda com os resultados obtidos com as proteinas laticiferas de
P. rubra, que também resultaram em aumento nos niveis de GSH.

Finalmente, os resultados do presente estudo indicam que PrLP apresenta
efeito gastroprotetor, e se mostra como uma alternativa promissora para aumentar a
resisténcia da mucosa gastrica a injuria por etanol, com menos efeitos adversos.
Acreditamos que este estudo pode sugerir uma nova aplicacédo biotecnologica para
as proteinas do latex de P. rubra, e apresentando como vantagens o baixo custo e
baixa toxicidade. Entretanto, estudos complementares s&o importantes e
necessarios para credenciar PrLP como uma potente ferramenta de origem natural

gue possa vir a ser utilizada para a prevencao da Ulcera gastrica.
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8. CONCLUSAO

As proteinas do latex de P. rubra (PrLP) possuem efeito gastroprotetor na
mucosa, provavelmente dependente de mecanismos vasodilatadores mediados pela
via NO\GMPc\Katp, prostaglandinas enddgenas e receptores TRPV1, bem como,
pela protecdo da mucosa contra os radicais livres evitando a deplecdo de GSH.
Além disso, podemos sugerir que o uso de PrLP nado causa toxicidade aguda aos
animais.

Podemos, dessa forma, sugerir um possivel mecanismo de a¢cdo para o efeito

gastroprotetor de PrLP. (Figura 22).

Figura 22 — Mecanismo hipotético do efeito gastroprotetor de PrLP.
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