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RESUMO

Parahancornia amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae) ¢ uma espécie vegetal, popularmente
conhecida como “amapa” ou “amapazeiro”, utilizada na medicina tradicional de comunidades
amazoOnicas para o tratamento de doengas respiratdrias e gastrointestinais. Considerando seu
uso popular e, principalmente, que o extrato metandlico das cascas do caule de P. amapa
(EMPA) apresentou efeitos protetores sobre a mucosa gastrica em estudos anteriores, o
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade antimicrobiana e as vias ou mecanismos de a¢ao
gastroprotetora do EMPA. Diferentes concentragdes do extrato (51,2-1,6 pg/mL) foram
testadas frente a cepas bacterianas e de fungos, utilizando a técnica de microdilui¢do, para
avaliar sua influéncia sobre o crescimento microbiano. Ratos Wistar foram utilizados para
avaliar o efeito da administragcdo oral de EMPA (500 mg/kg) na secrecdo gastrica, utilizando
o modelo de ligadura do piloro, e a participagdo do 6xido nitrico no seu efeito gastroprotetor.
O extrato, nas concentracdes utilizadas ndo foi eficaz de inibir o crescimento das cepas
testadas, demonstrando que faz-se necessario o uso de concentracdes mais elevadas para do
extrato para obtencdo do efeito antimicrobiano. Os animais que receberam EMPA (v.0.)
apresentaram redugdo significativa no volume do suco gastrico e na concentragdo de fons H"
(acidez total) semelhante aos tratados com a droga padrdo (cimetidina), sugerindo importante

efeito antissecretorio do extrato.

Palavras-chave: Apocynaceae. Parahancornia amapa. Gastroprotegao.



ABSTRACT

Parahancornia amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae) is a plant species, popularly known as
“amapa” or “amapazeiro”, used in the traditional medicine of Amazonian communities for the
treatment of respiratory and gastrointestinal diseases. Considering its popular use, and
especially that the methanol extract of the stem bark of P. amapa (EMPA) showed protective
effects on the gastric mucosa in previous studies, the aim of this study was to evaluate the
antimicrobial activity and the pathways or mechanisms of the gastroprotective action of
EMPA. Different concentrations of the extract (from 51.2 to 1.6 pg/mL) were tested against
bacterial and fungal strains by microdilution to assess its influence on microbial growth.
Wistar rats were used to evaluate the effect of oral administration of EMPA (500 mg/kg) on
gastric secretion using the pylorus ligation model, and the involvement of nitric oxide in its
gastroprotective effect. The extract, at the concentrations used, was not effective in inhibiting
the growth of the strains tested, demonstrating that it is necessary to use higher concentrations
to demonstrate antimicrobial effect. Animals that received EMPA (p.o.) showed significant
reduction in the volume of gastric juice and concentration of H' ions (total acidity) similar to
those treated with the standard drug (cimetidine), suggesting an important antisecretory effect

of the extract.

Keywords: Apocynaceae. Parahancornia amapa. Gastroprotection.
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1 INTRODUCAO

A utilizacao de produtos naturais ¢ uma pratica comum no combate a problemas de
saude desde os primdrdios da humanidade. A fitoterapia ¢ uma forma de tratamento medicinal
que vem recebendo bastante atencdo nas ultimas décadas. Desde 1978, a Organizagao
Mundial da Satde (OMS) incentiva os investimentos publicos para o estudo e
desenvolvimento de produtos derivados de plantas medicinais (YUNES et al., 2001;
OLIVEIRA, 2008).

Segundo a OMS, estima-se que 80% das populagdes que vivem em paises em
desenvolvimento recorrem a medicina popular para o tratamento de diversas doencas. No
Brasil, aproximadamente 85% da terapéutica empregada na medicina popular envolve o uso
de plantas ou extratos vegetais (BRASIL, 2006). Porém, apenas 5-10% das quase 500.000
espécies vegetais existentes no planeta foram investigadas quanto a constituigdo quimica e
possiveis atividades biologicas (LIMA et al., 2006).

As abordagens cientificas sobre as plantas medicinais sdo maultiplas, sendo estas
definidas, de acordo com a OMS, como “todo e qualquer vegetal que possua, em um ou mais
orgaos, substancias que podem ser utilizadas com fins terap€uticos ou que sejam precursores
de farmacos semi-sintéticos” (CALIXTO, 2001). Em todo o Brasil, um vasto nimero de
plantas sao utilizadas na forma de extratos brutos, infusdes ou emplastros com o objetivo de
tratar infeccoes comuns (TOMAZZONI et al., 2006).

No Brasil, a utilizacdo de plantas medicinais € motivada por varios fatores, tais como a
dificuldade econdmica, que impede o acesso aos medicamentos produzidos pela industria
farmacéutica, assisténcia médica e farmacéutica precaria e preferéncia por produtos de origem
natural, por grande parte da populaciao em geral (SILVEIRA et al., 2008). O conhecimento
tradicional ou popular € o principal determinante para o uso de determinada espécie vegetal
(MACIEL et al., 2002).

Todavia, a auséncia de descri¢ao de inimeras espécies de plantas em codigos oficiais,
como formulérios e farmacopeias, ainda constitui um importante fator limitante para a ampla
utilizacao terapé€utica. Estudos cientificos realizados ao longo do tempo demonstraram que a
administracao destes produtos pode causar prejuizos a saude da populacao, desmistificando a
crenca de que aquilo que ¢ natural ndo faz mal (EVANS, 2002).

A Amazobnia, com suas 60.000 espécies vegetais, tem sido o centro das atengdes
mundiais em virtude da riqueza de sua biodiversidade, sendo ber¢o da descoberta de

importantes substancias farmacologicamente ativas. Apesar do Brasil possuir a maior



diversidade vegetal do mundo, somente 8% das espécies foram utilizadas em pesquisas de
compostos bioativos e 1.100 espécies tiveram suas propriedades medicinais avaliadas
(GUERRA et al., 2007).

Plantas e extratos vegetais representam fonte importante de substancias ativadas que
servirdo como prototipos para o desenvolvimento de novos farmacos ou medicamentos feitos
exclusivamente com eles, os chamados fitoterapicos. De acordo com a Agéncia Nacional de
Vigilancia Sanitaria (ANVISA), ¢ considerado fitoterapico todo medicamento obtido
exclusivamente de matérias-primas ativas vegetais. Os fitoterapicos, como todos os demais
medicamentos, deve, obrigatoriamente, oferecer garantia de qualidade, apresentar efeitos
terapéuticos comprovados, composicao padronizada e seguranca no uso (SCHENLEL, et al.
2001).

No Brasil, os medicamentos fitoterapicos passam por processo de validagdo cientifica
e, em seguida, sdo registrados e liberados pela ANVISA. Este processo ¢ caracterizado pelo
estudo da eficacia e dos riscos de seu uso, bem como a reprodutibilidade e constincia da
qualidade. Estas medidas visam garantir a comercializagdo, em todo o territorio nacional, de
produtos atoxicos, com garantia de eficdcia comprovada e rigido controle de qualidade
(MALDANER, 2001).

Os fitoterapicos representam uma significativa parcela do mercado farmacéutico.
Mundialmente, o setor movimenta cerca de 21,7 bilhdes de ddlares por ano. No Brasil, o valor
estimado gira em torno de 160 milhdes de dolares. Estes valores devem aumentar devido as
vendas dos fitoterdpicos que crescem cerca de 15% ao ano, contra 4% do setor de
medicamentos sintéticos (CARVALHO et al., 2008).

O grande interesse em produtos naturais ¢ explicado, em parte, pelo uso
indiscriminado de antibidticos que tem selecionado microrganismos multirresistentes,
havendo a necessidade de se buscar novas substancias antimicrobianas. A atividade
antimicrobiana ¢ uma caracteristica relevante no estudo de extratos vegetais, dada a
importancia ¢ o numero bastante grande de doengas infecciosas que acometem os seres
humanos (COWAN, 1999). Embora a presen¢a de substincias antimicrobianas nos vegetais
superiores nao seja um fato considerado recente, a busca das mesmas recebeu maior
importancia apds a descoberta da penicilina (LIMA, 2001).

O trato gastrointestinal (TGI) ¢ um ambiente dinamico que permite a entrada de
nutrientes, impede a passagem de antigenos, toxinas € microrganismos € responde a agentes
potencialmente prejudiciais através do processo de defesa da mucosa (WALLACE;

DEVCHAND, 2005). O desequilibrio entre os fatores agressores da mucosa e a habilidade da
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mucosa em defender-se e curar-se ocasiona o surgimento de tulcera péptica (REPETTO;
LLESUY, 2002; LU; GRAHAM, 2006).

Os fatores agressores incluem habitos alimentares inadequados, consumo de bebidas
alcoolicas, ingestdo excessiva de drogas anti-inflamatdrias ndo-esteroidais (DAINESs), elevada
secrecdo de acido cloridrico, pepsina, sais biliares, predisposicao genética, estresse e infeccao
pela bactéria Helicobacter pylori. A secrecao acida normal também ¢ capaz de promover
ulceracdo na mucosa sob determinadas condigdes (PECKENPAUGH, 1997; JAINU; DEVI,
2006; LAINE et al., 2008).

Ulcera péptica ¢ uma 4rea lesada encontrada na mucosa gastrica ou duodenal causada
pela acdo do suco gastrico. E uma doenca cronica e recorrente, sendo o disturbio
gastrointestinal mais comum na pratica clinica (BAFNA; BALARAMAN, 2004; GUYTON;
HALL, 2006). Considerada uma nova epidemia do século XXI, ¢ uma das doencas cronicas
mais comuns em adultos, ocorre em 5% a 10% da populagao (O’MALLEY, 2003). Embora a
chance de cura seja superior a 95%, a chance de reincidéncia estad entre 65% a 80% até um
ano apos a cura e em torno de 100% até dois anos (FAN et al., 2005).

A tlcera gastrica ¢ considerada um grande fator de morbi-mortalidade, com alto indice
de morte em casos extremos, como em ulceras hemorragicas promovidas pelo estresse, sendo
responsavel por altos custos com satide (SONTAIJ, 1997; SPIRT, 2004). No Estados Unidos,
as estimativas de gastos com hospitalizacdo, cuidados com pacientes e faltas ao trabalho
somam mais de 5 bilhdes de dodlares por ano, excluindo os custos com medicamentos
(WALLACE; DEVCHAND, 2005). Cerca de 4 milhdes de pessoas foram diagnosticadas com
ulceras pépticas, sendo que a cada ano, 350 mil novos casos sdao identificados, 100 mil
pacientes sdo hospitalizados e, no minimo, 3000 pessoas morrem em decorréncia da doenga
(CRAWFORD, 2000). No Brasil, ndo existem numeros oficiais, mas de acordo com dados do
Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sao Paulo,
calcula-se que 10% da populagdo brasileira tem, teve ou tera ulcera péptica (EISIG;
LAUDANNA, 2001).

Parahancornia amapa (Huber) Ducke ¢ uma planta medicinal tradicionalmente
utilizada por comunidades tradicionais que habitam a regido amazodnica brasileira.
Considerada endémica no Estado do Amapd, ¢ popularmente conhecida como ‘“amapa”,
“amapazeiro” ou “mapa”. Seu latex, denominado “leite de amapa” ¢ empregado no tratamento
de cicatrizes ¢ hematomas na forma de emplastro, sendo também consumido misturado com
mel de abelha (em partes iguais) para tratamento de doencas respiratorias, tais como asma e

bronquite e fraqueza fisica. O latex ¢ utilizado por comunidades quilombolas para o
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tratamento de distarbios gastrointestinais. Tanto as cascas quanto as demais partes desta
planta s3o conhecidas por seu potencial cicatrizante, analgésico, anti-inflamatério (VAN DEN
BERG, 1982; MONTELES; PINHEIRO, 2007; OLIVEIRA, 2008).

Apesar do uso bem estabelecido na medicina popular, a escassez de estudos cientificos
(toxicologicos, farmacologicos, etc.) sobre a P. amapa dificulta a administracdo eficaz e
segura. Toda e qualquer substancia pode se tornar um agente toxico, dependendo do tempo e
frequéncia de exposi¢ao, bem como das vias pelas quais ¢ administrada (OGA, 2003).

Estudos recentes em roedores revelaram que o extrato metandlico das cascas do caule
de P. amapa (EMPA) possui baixa toxicidade aguda e significativa atividade gastroprotetora
(antiulcerogénica) dose-dependente em diferentes modelos de inducdo de lesdes gastricas, tais
como indugdo por etanol acidificado, indometacina, estresse e ulcera crénica por &cido
acético, o que reforca a indicagdo popular. Apesar disso, as vias ou mecanismos de acgao
envolvidos na gastroprotecdo proporcionada por este extrato permanecem desconhecidos

(SILVA, 2012).
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2 OBJETIVOS

2.1 GERAL

e Avaliar a atividade antimicrobiana do extrato metanolico das cascas do caule de P.
amapa (EMPA) e investigar os mecanismos de agdo envolvidos na acdo
gastroprotetora do extrato em ratos Wistar.

2.2 ESPECIFICOS

* Avaliar qualitativamente a a¢do antimicrobiana in vitfro do EMPA frente a diferentes
microrganismos (bactérias e fungos);

* Avaliar a atividade antissecretoria in vivo do EMPA utilizando o modelo de ligadura
de piloro;
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3 REVISAO DE LITERATURA

3.1 PLANTAS MEDICINAIS

Durante séculos os produtos naturais foram amplamente empregados no tratamento,
cura e¢/ou prevencao de doencas. As plantas medicinais recebem destaque nessa categoria
desde os primoérdios da humanidade. Os primeiros registros historicos datam de 5.000 anos
atrds descrevendo a utilizagdo do louro e o tomilho pelos sumérios (BIAZZI, 2004). O
primeiro tratado médico aceito e respeitado pela comunidade cientifica, que inclui o uso de
plantas medicinais, ¢ de aproximadamente 1.500 a.C., um papiro decifrado pelo egiptologo
alemao Georg Ebers em 1873 (CUNHA, 2003).

No século XIX, esta pratica foi suplantada pela medicina quimico-experimental. A
partir da segunda metade do século XX, um novo enfoque surgiu: a quimica das plantas.
Inimeras espécies tém sido fonte imensurdvel de novos farmacos ou prototipos
experimentalmente comprovados e seguros para o uso humano e veterinario (YUNES;
CECHINEL FILHO, 2001; VIEGAS JR et al., 2006; BARREIRO; BOLZANI, 2009).

Nas ultimas décadas, a fitoterapia recebeu grande impulso, a despeito do crescimento
da industria farmacéutica, influenciada por fatores como o crescente custo dos medicamentos
sintéticos, efeitos colaterais destes remédios, ampla divulgagdo dos ideais naturalistas, dentre
outros. Ao mesmo tempo, o oneroso custo para a sintese de farmacos inovadores € o sucesso
de vendas de alguns fitoterapicos e fitofarmacos despertaram o interesse da industria
farmacéutica em pesquisar e desenvolver novos medicamentos a partir de drogas vegetais
(MARQUES, 2001; BALUNAS, KINGHORN, 2005; SANTOS et al., 2007).

A literatura indica trés principais formas de selecdo de espécies vegetais para estudos
cientificos. A primeira ¢ a abordagem randomica, baseada na disponibilidade da planta. A
segunda ¢ feita levando em consideragdo a ocorréncia de metabolitos secundarios pré-
determinados em dado género ou espécie (abordagem quimiotaxondmica ou filogenética). E a
terceira ¢ a abordagem etnofarmacoldgica, pautada em informagdes cedidas por uma
determinada populagdo, sendo considerada mais eficaz haja vista que o histérico da planta e
sua eficdcia no tratamento de alguma doenga, relatada pelos usudrios, contribuem para
economia de tempo e recursos financeiros empregados na busca por matéria-prima para novos
medicamentos (MACIEL et al., 2002). Grande parte das drogas derivadas de plantas foram
descobertas através da investigacdo das curas tradicionais e conhecimentos populares

(GILANI, 2005).
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Cerca de 25% dos medicamentos prescritos durante a pratica clinica foram
identificados, inicialmente, em plantas superiores. Aproximadamente 70% dos medicamentos
utilizados no tratamento do cancer e os antibidticos foram produzidos a partir de moléculas
oriundas ou derivados de compostos naturais (BIGHETTI et al., 2005; McCHESNEY et al.,
2007).

As plantas medicinais fornecem substrato para a producdo de compostos
biologicamente ativos ou compostos passiveis de modificagdes e otimizagdes estruturais que
dao origem as entidades quimicas. Considerando os diversos metabolitos secundarios
presentes nas plantas, as principais categorias de medicamentos derivados de plantas sdao os
terpenoides, glicosideos, alcaloides e flavonoides (LAPA et al., 2001).

O sucesso da fitoterapia depende de varios aspectos, dentre eles, destacam-se a
qualidade das plantas utilizadas e a garantia de atendimento constante da demanda. E
indispensavel o controle rigoroso desde o cultivo, coleta, armazenamento e pré-tratamento do
material vegetal, assim como dos procedimentos de extracdo, padronizagdo e
acondicionamento (BRASIL, 2006).

De acordo com a Associagdo Brasileira das Empresas do Setor de Fitoterapicos,
Suplemento Alimentar e de Promocdo da Satde (ABIFISA) - considerada a principal
associacao nacional do setor - o mercado brasileiro de fitoterapicos € dimensionado a partir de
um faturamento de aproximadamente R$ 660,5 milhdes, em 2007, com 37,3 milhdes de
unidades vendidas, correspondendo a cerca de 3% do mercado farmacéutico (ABIFISA,
2009).

No Brasil, politicas nacionais foram criadas para padronizar e regulamentar a
producao de fitoterapicos, com o objetivo de garantir a qualidade adequada destes produtos,
bem como sua disponibilidade e utilizagdo por parte da populacdo que ndo possui acesso aos
tratamentos de satide convencionais. A Resolu¢do n°. 48, de 16 de margco de 2004 (Brasil,
2004), dispoe sobre o registro de fitoterapicos, enquanto o Decreto n°. 5813, de 22 de junho
de 2006 (Brasil, 2006), institui a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos, que
incentiva a pesquisa € o desenvolvimento tecnoldgico com base na biodiversidade brasileira.
Em 2010, a ANVISA publicou a Resolu¢ao n°. 10, de 10 de margo, com o objetivo de
regulamentar a notificagdo de drogas vegetais, que poderdo ter alegacdes terapéuticas
baseadas no uso tradicional. O documento apresenta uma lista de 66 espécies vegetais
selecionadas com base no uso popular. Para cada espécie foram padronizadas indicagdes
terapéuticas, forma de uso, quantidade a ser administrada e os cuidados e restrigdes a serem

observados antes do uso (BRASIL, 2010).
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Os efeitos colaterais desencadeados pelos farmacos antiulcerogénicos atuais € um dos
fatores que estimulam o crescente interesse em terapias alternativas como a utilizacdo de
produtos naturais, principalmente os derivados de plantas (RATES, 2001; SCHMEDA-
HIRSCHMANN; YESILADA, 2005). Varios compostos isolados a partir de plantas
medicinais apresentam atividade gastroprotetora, o que incentiva pesquisas que buscam a
descoberta de novas terapias para o tratamento das ulceras pépticas (HIRUMA-LIMA et al.,
2006). A maioria dos farmacos derivados de plantas reduz os fatores agressores da mucosa
gastrica e ¢ segura, clinicamente eficaz, mais toleravel para o paciente, relativamente barata e

globalmente competitiva (GOEL; SAIRAM, 2002).

3.2 Parahancornia amapa (Huber) Ducke (Apocynaceae)

A familia Apocynaceae apresenta cerca de 3700 espécies, distribuidas entre
aproximadamente 335 géneros, que podem ser encontradas, principalmente, nas regides
tropicais e subtropicais. No Brasil, foram catalogadas mais de 400 espécies e 41 géneros de
apocinaceas, sendo 32 apenas na Amazonia (SALES, 1993). Espécies pertencentes a esta
familia sdo conhecidas como bioprodutoras de alcaloides, terpenoides, iridoides e, com menor
frequéncia, flavonoides glicosilados (VANDERLEI et al., 1991; BARRETO et al., 1998;
CARVALHAES et al., 2002).

Dentro desta familia, destaca-se a espécie Parahancornia amapa, uma arvore frutifera
endémica no Estado do Amapa, localizado na regido amazodnica, e popularmente conhecida
como ‘“amapa” ou “amapazeiro” (Figura 1). Distribuida em planaltos e florestas inundadas da
Amazonia, ¢ considerada de grande porte, podendo atingir entre 40 e 50 metros de altura, e
seus frutos (grandes e comestiveis) servem de alimento para espécies de macacos que habitam

as copas das arvores (MORALIS et al., 1995).
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Figura 1 — Parahancornia amapa encontrada no Estado do Amapa, Brasil.

Fonte: SILVA, 2012.

Os frutos de P. amapa sao globosos e carnudos, apresentando polpa comestivel (sabor
doce) e numerosas sementes achatas. Estes apresentam cerca de 8 cm de didmetro, espessura
entre 1 cm e 1,5 cm e pericarpo roxo-escuro quando maduros. A madeira desta espécie ¢
utilizada na constru¢do civil e marcenaria, enquanto, o latex ¢ empregado na producao de
celulose e papel (LOUREIRO; SILVA, 1968; CAVALCANTE, 1996).

Comunidades locais utilizam o latex (Figura 2), conhecido como “leite do amapa”,
para diversas finalidades: (a) tratamento de cicatrizes e hematomas (emplastro); (b) combate a
problemas respiratérios como asma e bronquite (misturado com mel-de-abelha); (c)
diminui¢do da fraqueza fisica; (d) tratamento de distirbios gastrointestinais; (e) tonico; (f)
anti-sifilis, entre outras (VAN DEN BERG, 1982; MONTELES; PINHEIRO, 2007
OLIVEIRA, 2008).

Estudos fitoquimicos realizados com a P. amapa revelaram a presenca de varios
compostos (metabolitos secundarios) que podem ser encontrados em diversas partes da planta,
como raizes, cascas ¢ latex. Das raizes, foram isolados e identificados 19 ésteres (conhecidos

e novos) 3b-O-acil lupeoéis, esteroides b-sitosterol, stigmasterol e b-sitosterona, triterpenos b-



17

amirina, a-amirina, lupeol e seus derivados (CARVALHO et al.,, 2001). Das cascas,
substancias como os triterpenos pentaciclicos lupeol, B-amirina e a-amirina, seus derivados
acetilados, acidos alifaticos e outros ésteres 3-O-acil-lupeol foram observadas (SOBRINHO
et al.,, 1991). Do latex, foram obtidas misturas de 3-O-acillupeol e triterpenos, além de
metilmioinositol e derivados de feniletanoides, tendo como principal constituinte o
cornosideo (CARVALHO et al., 2008).

Experimentos realizados por Silva (2012) demonstraram a atividade farmacoldgica in
vivo de extratos de P. amapa, o que contribui para a validagdo das informacgdes
etnofarmacoldgicas desta espécie. O EMPA foi atdxico frente as larvas de Artemia salina; e
ndo apresentou efeito toxico agudo frente a andlises (comportamental, evolucdo ponderal,
consumo de agua e racdo, morfologia e histologia de érgaos vitais, e parametros bioquimicos
e hematolodgicos) realizadas em roedores. O EMPA apresentou atividade gastroprotetora de
maneira dose-dependente em diferentes modelos de inducdo de lesdes gastricas (etanol
acidificado, etanol absoluto, indometacina, estresse e acido acético) confirmando sua
indicagdo popular. Independentemente do estimulo indutor, o EMPA foi capaz de prevenir
lesdes ulcerativas e demonstrou atividade cicatrizante em ulceras profundas no modelo de
indugdo de tulcera crdnica, apresentando resultados melhores que os controles positivos
(lansoprazol e cimetidina).

Diante das informagdes anteriormente expostas e apesar da existéncia do uso
tradicional desta planta, cuja constituigdo quimica ainda € pouco conhecida, estudos
farmacologicos também sdo necessarios para investigar e elucidar os mecanismos de acao de
seus compostos e garantir, acima de tudo, sua seguranca e eficacia enquanto medicamento.
Além disso, a avaliacdo da atividade antimicrobiana de P. amapa constitui uma pratica
indispensavel para a descoberta de novas substancias capazes de combater agentes etiologicos
de doengas comuns, como a diarreia, € outros problemas gastrointestinais de maior

importancia, como as ulceras peptidicas.

3.3 ANATOMIA E FISIOLOGIA DO ESTOMAGO

O trato alimentar abastece o corpo com um suprimento continuo de agua, eletrolitos e
nutrientes. Isto requer (1) movimentacdo do alimento pelo trato alimentar; (2) secre¢do de
solucdes digestivas e digestdo dos alimentos; (3) absor¢dao de agua, diversos eletrolitos e

produtos da digestdo; (4) circulacdo de sangue através dos Orgaos gastrointestinais para
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transporte das substancias absorvidas; e (5) controle de todas essas fungdes pelos sistemas
nervoso € hormonal locais (GUYTON; HALL, 2006).

O estdbmago ¢ um o6rgdo visceral, oco, com paredes estratificadas, e pode ser visto
como uma dilatagdo do canal alimentar que se segue ao eso6fago e ¢ continuado pelo intestino
delgado. Esta situado logo abaixo do diafragma, com sua maior por¢do a esquerda do plano
mediano. Apresenta dois orificios: um, proximal, de comunicagdo com o esdfago, o 6stio
cardico, e outro distal, o Ostio pildrico, que se comunica com a por¢ao inicial do intestino
delgado denominado duodeno. Neste nivel, ocorre uma condensagdo de feixes musculares
longitudinais e circulares que constituem um mecanismo de abertura e fechamento do 6stio
pildrico para regular o transito do bolo alimentar na sua passagem do estdmago para o
duodeno. Este dispositivo ¢ chamado piloro. Um dispositivo com fung¢do semelhante foi
descrito para a juncdo esofagogastrica, no nivel do 6stio cardico (DANGELO; FATTINI,
2007).

Figura 2 — Anatomia fisiologica do estobmago.
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Fonte: portalsaofrancisco.com.br.
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A forma e a disposi¢ao do estdmago variam de acordo com idade, tipo constitucional,
tipo de alimentagdo, posi¢cdo do individuo e estado fisioldgico do 6rgao. As duas margens do
estbmago sao denominadas curvatura maior, a esquerda, e curvatura menor, a direita.
Descrevem-se no estdmago as seguintes partes (Figura 2) (DANGELO; FATTINI, 2007):

a) cardia: corresponde a jungdo com o esdfago;

b) fundo: situada superiormente a um plano horizontal que tangencia a jungdo

esofagogastrica;

¢) corpo gastrico: corresponde a maior parte do 6rgao;

d) parte pilorica: por¢ao terminal, continuada pelo duodeno; a por¢do proximal da
parte pilérica ¢ denominada antro pilorico, a qual se segue uma por¢ao mais
estreitada, o canal pilorico, e finalmente o piloro, que corresponde a transi¢ao
entre o estdmago e o duodeno.

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em 2 regides glandulares: a
mucosa oxintica e a mucosa antral. A mucosa oxintica ¢ mais extensa, ocupando o corpo € o
fundo, sendo o sitio de secrecio de acido cloridrico. E formada por glandulas oxinticas,
constituidas por células parietais (ou oxinticas), células principais (ou pépticas), células
produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL). No colo
glandular, existe grande quantidade de células produtoras de muco, que protege a mucosa
gastrica da acdo corrosiva das secre¢des produzidas pela glandula (LUCEY; YAMADA,
1989; CHUANG et al., 1991; SUNDLER et al., 1991). As glandulas da mucosa antral
possuem os mesmos tipos celulares das glandulas oxinticas, exceto as células parietais
(HOGBEN et al., 1974).

A inervagao do estdbmago ¢ composta por fibras extrinsecas e intrinsecas. A inervagao
intrinseca ¢ formada por 2 plexos principais: o plexo mioentérico, que inerva as camadas
musculares e regula a fun¢do motora; e o plexo submucoso, que inerva a mucosa e regula a
absorcdo e as secrecoes gastrointestinais (SCHUBERT; SHAMBUREK, 1990). Ambos os
plexos apresentam neuronios que recebem aferéncias do sistema nervoso central através de
fibras do sistema nervoso simpatico e parassimpatico, ¢ de outros neurdnios entéricos
(neurdnios sensoriais € interneuronios). Estes circuitos neuronais permitem a regulagdo de

fungdes motoras e secretoras do tubo digestivo (COSTA, 1994).
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3.4 ULCERAS PEPTICAS

A tlcera ¢ uma lesdao encontrada na mucosa do trato digestivo, que se estende através
do tecido da mucosa até a submucosa, podendo atingir camadas mais profundas, destruindo
componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais, células
do musculo liso, vasos e nervos. Embora as tlceras possam ocorrer em qualquer regido do
tubo gastrointestinal, as mais frequentes sdo as ulceras pépticas (gastricas e duodenais)
(WALLACE; GRANGER, 1996; MILANI; CALABRO, 2001).

As ulceras surgem com maior frequéncia no duodeno, sendo que 90% estdo
localizadas a 3 cm da juncdo do piloro com a mucosa duodenal. No estdmago, as lesdes se
localizam, principalmente, no antro (60%) e na juncdo do antro com o corpo, na pequena
curvatura (25%). A incidéncia ¢ maior nos homens em relacdo as mulheres e, apesar de
ocorrer em qualquer idade, a tlcera duodenal surge com maior frequéncia em pessoas na faixa

dos 30-55 anos, enquanto a ulcera gastrica na faixa dos 50-70 anos (ABITBOL, 2005).

3.4.1 Etiologia

A tlcera péptica apresenta patogénese multifatorial (EASTWOOD, 1997; BIRDANE
et al., 2007). As causas mais comuns de lesdo celular ou tecidual sdo: (1) hipdxia e isquemia
(dimuigao de fluxo sanguineo, hemoglobina ou enzimas antioxidantes); (2) agentes quimicos
(drogas sintéticas, etanol, etc.); (3) agentes biologicos como bactérias e fungos, que
desencadeiam reagdes imunologicas, gerando radicais livres toxicos; (4) fatores fisicos
(estresse, temperaturas extremas, forga mecanica); e (5) defeitos genéticos (SZABO, 1991).

O desequilibrio entre fatores protetores e agressores da mucosa gastrica ¢ o
responsavel pelo surgimento de ulcera. Os fatores protetores incluem a barreira de muco,
bicarbonato, 6xido nitrico (NO), fluxo sanguineo e prostaglandinas. Ja os fatores agressores
mais comuns sdo a secre¢ao de acido, pepsina e radicais livres. Estes ultimos fatores
originam-se a partir de estimulos endogenos e exodgenos como a ingestdo de alcool, drogas
antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINESs), dieta inadequada, tabagismo e a presenga local
da bactéria Helicobacter pylori (BESERRA et al., 2011).

O termo gastrite, literalmente, significa inflamagdo do estomago, podendo referir-se a
gastrite aguda ou cronica, doencas distintas entre si. A gastrite aguda ¢, normalmente, erosiva,
sendo causada por dano toxico a mucosa do estdbmago, decorrente da ingestdo de alcool ou

DAINESs. J4 a gastrite cronica esta associada a evolucdo da infecgdo por H. pylori, facilitada
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pelo estresse que proporciona aumento da producao de acido gastrico, levando ao surgimento
de ulcera péptica. A caracteristica assintomatica da infec¢ao favorece o desenvolvimento da
inflamacdo cronica. Outro tipo de gastrite cronica € provocada por refluxo duodenal,
caracterizado pelo aparecimento de dor abdominal e vomito contendo bile (LEE et al., 1995;
LIPOF et al., 2006).

Durante o processo patoldgico, ocorre perda circunscrita de tecido da mucosa géstrica,
causando lesdes cronicas, geralmente recidivantes, diagnosticadas com maior frequéncia em
adultos com meia-idade ou mais velhos, embora também sejam encontradas em individuos no
inicio da idade adulta (CALAM; BARON, 2001; WALLACE, 2008; TOLEDO DIAS et al.,
2009).

3.4.2 Epidemiologia

No mundo, a incidéncia de tlcera péptica por ano ¢ estimada em 1.500 a 3.000 a cada
100.000 habitantes. Na Europa, as tlceras pépticas sdo consideradas responsaveis por cerca
de 25.000 mortes por ano (D’ACAMPORA et al., 2008). Nos Estados Unidos, cerca de 4
milhdes de individuos apresentam ulceras pépticas e, a cada ano, mais 350.000 novos casos
sao identificados. Aproximadamente 100.000 pessoas sdao hospitalizadas anualmente, sendo
que 3.000 morrem devido a complicagdes decorrentes das tulceras (COTRAN, 1999).
Complicagdes graves tais como quadros hemorragicos, perfuragdes e obstrucdes gastricas (1 a
6% dos pacientes) que necessitam de intervengdo cirdrgica imediata constituem um dos
principais riscos desta doenga (D’ACAMPORA et al., 2008).

O uso de DAINEs e a H. pylori sao considerados os maiores responsaveis pelo
aparecimento de ulceras. Os DAINEs aparecem nas listas dos medicamentos mais prescritos
no mundo. Na Europa, estima-se que esta classe de medicamentos represente mais de 7% de
todas as prescri¢gdes médicas. Em 2004, apenas nos Estados Unidos, mais de 110 milhdes de
prescrigoes foram registradas (SOSTRES et al., 2010).

Os efeitos adversos relacionados a estas drogas sdo comuns e afetam, principalmente,
o trato gastrointestinal (TGI), provocando a formagao de ulceras, hemorragia e obstrugdo do
TGI. Tais problemas afligem cerca de 5% dos pacientes durante o primeiro ano de uso, sendo
que o risco de desenvolvimento de complicagdes mais sérias € 4-5 vezes maior entre usuarios
de DAINEs do que que entre ndo-usuarios. Um historico prévio de distirbios géstricos e a
idade avancada constituem os principais fatores de risco associados ao uso de DAINEs

(SOSTRES et al., 2010).
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Estudos epidemioldgicos demonstraram que a diminuicdo na incidéncia de H. pylori
apresenta relacdo com a prevaléncia de ulcera péptica em paises desenvolvidos. A erradicagao
desta bactéria, mesmo ndo associada a outras medidas, se mostra eficaz no combate a ulceras
gastricas e duodenais. Apesar da infeccdo por H. pylori e o uso de DAINEs representarem
fatores de risco independentes para o aparecimento de ulceras, ambos podem atuar de forma
sinérgica, contribuindo para o surgimento de distirbios géstricos. No estdmago, a presenca
deste microrganismo potencializa o processo hemorragico induzido por baixas doses de
aspirina. Estes dois fatores, juntos, sao considerados os responsaveis por cerca de 90% dos

casos de doenca ulcerosa (YUAN et al., 2006).

3.4.3 Fatores protetores da mucosa gastrica

O processo conhecido como defesa da mucosa engloba varios fatores e componentes
que permitem a mucosa permanecer intacta apesar da frequente exposi¢do a substancias com
grande variacdo de temperatura, pH e osmolaridade, assim como aquelas com agdes
detergentes ou citotoxicas, e produtos bacterianos capazes de causar reagdes inflamatérias
locais e/ou sistémicas (WALLACE; GRANGER, 1996; BRZOZOWSKI et al., 2005).

O acido gastrico ¢ considerado uma linha de defesa da mucosa que reveste o
estdmago, reduzindo a possibilidade de colonizagdao bacteriana. O epitélio localizado abaixo
do muco ¢ capaz de se regenerar rapidamente caso sofra alguma agressao. A difusdo de acidos
e toxinas para a mucosa gastrica resulta no aumento do fluxo sanguineo, que ¢ essencial para
limitar os danos e facilitar o processo de reparagao celular. O fluxo sanguineo contribui para a
protecdo da mucosa através do fornecimento de oxigé€nio, bicarbonato e nutrientes, da
remocao de dioxido de carbono, ions de hidrogénio e difusdo de agentes toxicos presentes no
limen gastrico (ALLEN et al., 1980; WALLACE; GRANGER, 1996). O sistema
imunoldgico também age como linha de defesa através de varias “células de alarme”, como
mastdcitos € macrofagos, capazes de reconhecer a presenca de invasores na mucosa gastrica €
induzir repostas inflamatoérias apropriadas (ALICAN et al., 1996).

Este processo de defesa inclui mecanismos locais e neuro-hormonais. Os mecanismos
locais mais importantes incluem: a barreira muco-bicarbonato-fosfolipideos, as células
epiteliais de superficie e sua rapida capacidade de regeneracdo, o fluxo alcalino, a sintese
continua de prostaglandinas E; e I, (PGE, e PGl,), a microcirculagdo da mucosa e a liberagado
de oxido nitrico e compostos sulfidrilicos (PAULA, 2003; BRZOZOWSKI et al., 2005;

LAINE et al., 2008). A regulagdo neuro-hormonal ocorre através de mediadores como a
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acetilcolina (ACh), liberada pelo nervo vago, a histamina, liberada pelas células
entherochromaffin-like (ECL) e a gastrina, liberada pelas cé¢lulas G (ATHARA et al., 2003).

A barreira composta por muco, bicarbonato e fosfolipideos surfactantes constitui a
primeira linha de defesa da mucosa (ALLEN & FLEMSTROM, 2005). O muco é produzido
por células epiteliais secretoras de muco e células mucosas do colo. Seus principais
constituintes sdo glicoproteinas, mucinas ¢ agua. Sua secrecdo ¢ estimulada por hormonios
gastrointestinais (gastrina e secretina), PGI, e agentes colinérgicos (MONTROSE et al., 2006;
PHILLIPSON et al., 2008). E capaz de reter o bicarbonato secretado por células epiteliais,
garantindo pH neutro na superficie das células, o que previne a penetracdo de pepsina e a
protedlise do epitélio (TARNAWSKI et al., 2001; VALCHEVA-KUZMANOVA et al.,
2005).

O muco atua como lubrificante para reduzir os danos fisicos causados por materiais
ingeridos e dificulta o acesso de bactérias ao epitélio. Sua superficie ¢ coberta por uma
pelicula de fosfolipideos surfactantes com fortes propriedades hidrofobicas, constituindo a
unica barreira pré-epitelial entre o limen e o epitélio. Quando esta barreira ¢ rompida, outros
mecanismos protetores entram em acdo, incluindo a neutraliza¢do intracelular de &cido,
rapido reparo epitelial € manutencao e distribuicdo de fluxo sanguineo local (BELLEY et al.,
1999; LAINE et al., 2008; WALLACE, 2008). Substancias ulcerogénicas sao capazes de
dissipar o muco, levando a re-difusdo de 4acido e, consequentemente, dano a mucosa
(DARLING et al., 2004).

Cé¢lulas epiteliais de superficie secretam muco e bicarbonato, e produzem
prostaglandinas e proteinas heat-shock. Sao hidrofobicas e capazes de repelir agentes danosos
soluveis em acido ou agua devido a presenca de fosfolipideos. Estas células sofrem renovacao
continua e formam uma barreira que previne a re-difusdo de acido e pepsina (TARNAWSKI,
A., 1998; ALLEN; FLEMSTROM, 2005).

O fluxo alcalino ocorre através das células parietais que secretam acido cloridrico no
limen gastrico e, simultaneamente, bicarbonato no intersticio e limen dos capilares
sanguineos adjacentes. O bicarbonato ¢ transportado para a base das células epiteliais de
superficie e para o lamen, contribuindo para a manuten¢do da camada muco-bicarbonato
(LAINE et al., 2008).

As prostaglandinas, como PGE, e PGI,, inibem a secre¢do 4cida, estimulam a
producdo de muco e bicarbonato, aumentam o fluxo sanguineo e os componentes sulfidrilicos,

e aceleram a restituicdo epitelial (cicatrizagao) da mucosa (BRZOZOWSKI et al., 2005).
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Quando aplicadas exogenamente, previnem danos a mucosa gastrica induzidos por diferentes
agentes, como etanol e acido cloridrico (ROBERT et al., 1979).

A microcirculagdo da mucosa ¢ imprescindivel para o suprimento adequado de
oxigénio e nutrientes, assim como a remog¢ao de substancias toxicas. O aumento do fluxo
sanguineo permite remover ou diluir o retorno do acido gastrico em casos de re-difusdo de
acido ou quando a mucosa ¢ exposta a agentes irritantes. Observa-se necrose hemorragica
quando o fluxo sanguineo da mucosa ¢ interrompido de forma mecanica (LAINE et al., 2008).

O ¢6xido nitrico (NO) ¢ responsavel pelo aumento do fluxo sanguineo na regido da
mucosa em resposta a secrecdo acida, modulando a microcirculagdo. Esse mediador ¢é
sintetizado a partir do aminoacido L-arginina e sua produgdo envolve a a¢do das sintases do
NO, para as quais foram descritas 3 isoformas: 2 constitutivas, a endotelial (NOSe) ¢ a
neuronal (NOSn), e 1 induzivel (NOSi). No TGI, as isoformas mais importantes sao NOSe e
NOSn. A atividade dessas sintases ¢ regulada por alteragdes nas concentragoes de Ca2+
intracelular, que se liga a calmodulina, formando um complexo que ativa as enzimas. O NO
liberado ativa a guanilato ciclase soluvel que, consequentemente, leva a formagdo de
guanosina 3’°,5” monofosfato ciclico (GMPc); o GMPc ativa a proteina quinase G (PKG) que
através da fosforilagdo de diversos alvos desencadeia a vasodilatagdo. NO endogeno ou
exdgeno protege a mucosa gastrica de lesdo por etanol, enquanto a inibicdo de NO sintase,
que provoca queda na sintese de NO, aumenta os danos a mucosa gastrica (KANWAR et al.,
1994; TARNAWSKI, 1998; PESKAR, 2001; HOLZER, 2006; TADIC et al., 2008).

Os compostos sulfidrilicos estimulam a formag¢ao de muco, participam da sintese de
proteinas e ligam-se a espécies reativas de oxigénio (radicais livres). Danos teciduais
ocasionados pela ingestdo de etanol geram radicais livres que sdo capazes de neutralizar
compostos SH, o que diminui concentracdo dessas substancias na regido da mucosa (SALIM,
1992; REYES-TREJO et al., 2008).

O sistema nervoso central e fatores hormonais também regulam a defesa da mucosa
gastrica. A ACh ¢ um agonista seletivo de receptores muscarinicos, envolvidos no aumento da
secrecdo acida. A histamina também ¢ capaz de aumentar a secrecdo acida através da
estimulagdo dos receptores H, presentes no estdmago. Varios peptideos, como gastrina e
colecistocinina, apresentam funcdo gastroprotetora (HAM; KAUNITZ, 2007; PESKAR,
2001; LAINE et al., 2008). A gastrina ¢ o principal hormonio estimulante da secre¢ao acida
durante a ingestdo de alimento. A colecistocinina ¢ um mediador fisiologico de varias

funcdes, inclusive secre¢do e esvaziamento gastrico. A somatostatina ¢ outro hormonio
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gastrointestinal que inibe diretamente a secrecdo acida das células parietais (SUN et al.,

2002).

3.4.4 Fatores agressores da mucosa gastrica

Uma série de fatores € capaz de produzir danos a mucosa que reveste a parede interna
do estomago, incluindo respostas sistémicas desencadeadas por estresse térmico ou contato
direto com agentes irritantes chamados desestabilizadores da barreira géstrica. O desequilibrio
entre 0s mecanismos protetores € 0 0s agentes gastrotoxicos ¢ responsavel pela inflamagao
aguda (KWIECIEN et al. 2002).

Drogas capazes de suprimir a sintese de PG, como ¢ caso dos DAINEs, sdo
conhecidamente ulcerogénicas. Observou-se que aproximadamente 20% dos pacientes que
sao usuarios regulares de DAINE desenvolvem ulcera péptica. Agentes inibidores seletivos de
COX-2, fracos inibidores da sintese de PG, sdao considerados menos ulcerogénicos
(WALLACE, 2001).

Alteragdes no fluxo sanguineo da mucosa géstrica podem provocar a formagao de
ulceras. A diminui¢ao do fornecimento de oxigénio (hipdxia) para a mucosa, resultante da
acumulagdo de H', provoca acidificagio do estdmago e desenvolvimento de ulcera no local
(SORBYE; SVANES, 1994). Espécies reativas de oxigé€nio, geradas pelo metabolismo do
acido araquidonico, células musculares lisas, macréfagos e plaquetas, também podem
contribuir significativamente para o surgimento de danos na mucosa do estdmago
(REPETTO; LLESUY, 2002).

O NO, sob condi¢des inflamatorias, via reagdes de nitragdo, pode contribuir para o
aparecimento de dano celular, gerando peroxinitritos, responsaveis pela nitracdo de residuos
de tirosina nas proteinas, deplecdo da reserva energética de mitocondrias, € por causar

quebras nas fitas de DNA (BECKMAN et al., 1996).

3.4.4.1 Helicobacter pylori

A bactéria patogénica H. pylori ¢ um bastonete gram-negativo, curvilineo, medindo
cerca de 3,5 x 0,5 um, adaptado ao nicho ecoldgico gerado pela mucosa gastrica. Com
distribuicao mundial, estima-se ter infectado cerca de 50% ou mais da populacao terrestre,
sendo considerada uma das infec¢des mais comuns em todo o mundo (BITTENCOURT et al,

2006; BRUNTON et al., 2006).
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Em paises desenvolvidos, a infeccdo € pouco frequente na infancia, entretanto, a
incidéncia aumenta com o passar dos anos, sendo que aproximadamente 50% da populagao
acima dos 60 anos apresenta a infec¢do. Ja nos paises em desenvolvimento, a infec¢ao ocorre
de forma mais precoce, com frequéncias mais altas em criangas, podendo atingir até 80% dos
adultos (PING et al., 2006).

Este microrganismo destaca-se pelo flagelo polar, auséncia de esporos e ocorréncia de
porinas. E capaz de realizar a sintese de uréase, que cliva a ureia endégena transformando-a
em amonia, resultando em tamponamento do &cido gastrico, o que confere protecao
bacteriana e citotoxicidade para as células que constituem a mucosa gastrica (COTRAN et al.,
1999; BRUNTON et al., 2006).

A infec¢do por H. pylori ¢ fortemente associada com a maioria dos casos de ulceras
gastricas e duodenais. Estima-se que esta bactéria estd presente em cerca de 90% dos casos de
gastrite cronica, além de estar associada ao surgimento de carcinomas e linfomas gastricos. A
maioria das pessoas infectadas sdo assintomaticas, o que dificulta a identificagdo da infecgao
(BITTENCOURT et al, 2006).

Apesar da associada entre bactéria e doenca, a infeccdo por H. pylori ndo deve ser
considerada a unica causa por tras do surgimento de ulcera péptica, haja vista que muitas
pessoas sdo infectadas, mas nao desenvolvem tais lesdes. Estudos indicam que o estresse
fisiologico age como co-fator com o H. pylori para a formagdo de tulcera gastrica

(LEVENSTEIN, 1998).

3.5 TERAPEUTICA ATUAL

A terapia antitlcera visa eliminar a dor, promover a cicatrizagdo e prevenir o
aparecimento de tulceras reincidentes. O objetivo da terapia farmacologica € reestabelecer o
equilibrio entre os fatores protetores e agressores, evitando a agdo lesiva do suco gastrico
sobre a mucosa. (AIHARA et al., 2003). Em caso de infeccdo por H. pylori, acrescenta-se o
uso de antibioticos com o intuito de erradicar essa bactéria (BITTENCOURT et al, 2006).

Durante anos o foco da terapia era neutralizar o 4cido cloridrico utilizando antidcidos,
dieta alimentar ou cirurgia. No inicio dos anos 70, surgiram os antagonistas seletivos de
receptores de histamina H, (cimetidina e ranitidina) (BLACK et al., 1972; YUAN et al.,
2006). Na década de 80, foram langados os inibidores de bomba de prétons (IBPs)
H'/K'ATPase (AIHARA et al., 2003).
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Os IBPs (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol) sao
farmacos extremamente eficazes na inibigdo da secrec¢ao acida, resultando em aumento nas
taxas de cicatrizacdo de ulceras pépticas, sendo os mais utilizados no tratamento e na
prevengdo de distarbios acido-pépticos. Apos a descoberta dos IBPs, houve uma acentuada
redu¢do no uso de antagonistas de receptores H, histaminérgicos. Porém, ambos podem
desencadear efeitos adversos quando utilizados cronicamente, devido a supressao do acido
gastrico. Dentre esses efeitos, destacam-se o desenvolvimento de hipergastrinemia e o
aumento do risco de infecg¢do bacteriana, principalmente H. pylori, dois problemas que podem
levar ao surgimento de cancer gastrico (BRUNTON et al., 2006; YUAN et al., 2006).

Apesar da variedade de farmacos, nenhum produz remissao total das ulceras pépticas.
Além da resposta limitada em casos cronicos, o aparecimento de efeitos adversos e a recidiva
das lesoes sao comuns (RAGHUNATH et al., 2005; ANDRADE et al., 2008). Geralmente, a
doenca retorna ap6s a suspensao da terapia medicamentosa porque os farmacos utilizados nao
sdo capazes de proporcionar a reconstru¢ao do tecido da mucosa gastrica (cicatrizagao)
durante muito tempo (TOMA et al., 2005).

Embora o surgimento destes farmacos tenha contribuido para a diminuicdo das taxas
de morbi-mortalidade, a atual abordagem farmacologica ainda ¢ insatisfatoria, limitando-se a
atuar de maneira sintomatica e paliativa. Portanto, existe a necessidade de novos farmacos
antiulcerogénicos que sejam mais eficazes, menos toxicos e, principalmente, mais acessiveis

para a populagdo em geral (TUNDIS et al., 2008).

4 MATERIAL E METODOS

4.1 MATERIAL

4.1.1 Material botanico

A espécie foi coletada no municipio de Macapa, localizado no Estado do Amapa,
Brasil. A coleta foi realizada na area do km 9, linha D, no dia 15 de outubro de 2012, as 10h
da manha.

Caracteristicas da espécie coletada:

- Diametro a altura do peito (DAP): 1,80 m;

- Altura: aproximadamente 35 m;
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- Folhas simples;

- Cascas avermelhadas (com exsudado).

Apos a coleta, a identificacdo botanica foi realizada por especialista € uma exsicata foi
depositada no herbario do Instituto de Pesquisas Cientificas e Tecnoldgicas do Estado do

Amapa (IEPA) para fins referenciais (HAMAB-18350).

4.1.2 Microrganismos

Os microrganismos utilizados nos ensaios microbiologicos foram fornecidos pelo
Laboratorio de Microrganismos de Referéncia, Instituto Nacional de Controle de Qualidade
em Saude (INCQS) da Fundacdo Oswaldo Cruz (FIOCRUZ), Rio de Janeiro, RJ, e pelo
Laboratério de Micologia Clinica do Departamento de Ciéncias Farmacéuticas da
Universidade Federal da Paraiba, Jodo Pessoa (PB) conforme a relacao a seguir (Figura 3). As
bactérias foram mantidas em Agar Miiller-Hinton e as leveduras em Agar Sabouraud a

temperatura de 35°C e 4°C (refrigerador).

Figura 3 — Lista de microrganismos utilizados nos ensaios microbiologicos.

No. Microrganismos Fornecedor  Historia
1 Staphylococcus aureus FIOCRUZ ATCC 13150
2 Staphylococcus aureus CCS/UFPB ATCC 25923
3 Staphylococcus epidermidis CCS/UFPB ATCC 12228
4 Pseudomonas aeruginosa CCS/UFPB ATCC 9027
5 Escherichia coli CCS/UFPB ATCC 10536
6 Candida albicans CCS/UFPB ATCC90028
7 Candida albicans CCS/UFPB LM 111
8 Candida albicans CCS/UFPB LM 109
9 Candida tropicalis CCS/UFPB ATCC13803
10 Candida tropicalis CCS/UFPB LM 14

11 Candida tropicalis CCS/UFPB LM 20

Fonte: Acervo do autor.

4.1.3 Meios de cultura

Os meios de cultura utilizados nos ensaios microbioldgicos foram Agar Miiller-Hinton
(Merck) para bactérias e Agar Sabouraud (Merck) para leveduras. A prepara¢io dos mesmos

foi realizada conforme instru¢des do fabricante.
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4.1.4 Animais

Para o estudo das vias e/ou mecanismos de acdo envolvidos na atividade
gastroprotetora do extrato de P. amapa foram utilizados Ratos Wistar (Rattus norvegicus)
albinos (machos e fémeas) com peso entre 150-250 g (Figura 4). Todos provenientes do
Centro de Bioterismo do Laboratério Central de Saude Publica do Estado do Amapa
“Professor Reinaldo Damasceno” (LACEN/AP).

Os animais foram aclimatados as condi¢des do Laboratério de Experimentacdo
Animal (LEA) por 7 dias antes dos ensaios experimentais, sob temperatura controlada
(23+2°C) e ciclos de claro e escuro de 12 horas. Todos foram alimentados com ragao (pellets
de ragdo Purina) e agua ad libitum. Os periodos de jejum aos quais os animais foram
submetidos estdo de acordo com os preconizados por cada metodologia especificada a seguir.

Todos os experimentos foram iniciados no periodo da manha.

Figura 4 — Rattus norvegicus.

Fonte: ROCHA, 2008.

4.1.5 Drogas, reagentes, solventes e sais

Alcool metilico (Ecibra, Santo Amaro, Brasil), cimetidina (200 mg), cloreto de sodio
(0,9%) (Farmax, Divinopolis, Brasil), alcool etilico absoluto P.A. (Nox Solutions, Maud, SP),
éter etilico P.A. (Biotec, Sdo José dos Pinhais, Brasil), fenolftaleina (Exodo Cientifica,

Hortolandia, Brasil) e hidroxido de sodio P.A. (Alphatec, Sdo Paulo, Brasil).
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4.1.6 Equipamentos

Balanga analitica (AY220, Shimadzu), centrifuga (Quimis), pipetas automaticas

(Eppendorf) e pHmetro digital (PH2, Labmeter).

4.2 METODOS

4.2.1 Obtencao do extrato metandlico de P. amapa (EMPA)

4.2.1.1 Secagem e pulverizacao

As cascas do caule de P. amapa (1,6 kg) foram colocadas em estufa de ar circulante,
durante um periodo de 7 dias até a completa desidratacdo, sob temperatura de 45°C. Apds a

secagem, as cascas foram trituradas num moinho de facas, resultando em 1 kg de material.

4.2.1.2 Maceracao, filtracao e concentragao

O material triturado foi submetido a processo de maceracdo, com alcool metilico
(liquido extrator), numa proporcdo de 1:5 (1 kg de material vegetal/5 L de metanol). Este
processo de maceragao estatica consiste em deixar a droga seca e moida em contato com o
solvente em frasco bem fechado, ao abrigo da luz, sob temperatura ambiente. A mistura foi
homogeneizada diariamente, durante 10 dias, com objetivo de quebrar as zonas de
concentracdo dentro do frasco, proporcionando melhor contato do solvente com o material
vegetal (FERRI, 1996; VINATORU, 2001).

ApoOs o processo de maceracao, a solucao extrativa foi filtrada a vacuo, resultando em
3,8 L de filtrado. Em seguida, o liquido foi colocado num evaporador rotatorio (Q344b2,
Quimis) a 78 rpm (60°C) com a finalidade de remover todo o solvente através de sua
evaporacao, resultando em 190 g de extrato (bruto) metanolico das cascas de P. amapa
(EMPA) (Figura 5). A massa de extrato concentrado utilizada em cada experimento foi
calculada conforme o tipo de estudo e o peso corporeo dos animais. As doses foram de 500

mg/kg para todos os ensaios.
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Figura S — Obtengao do extrato metanolico das cascas do caule de P. amapa (EMPA).

Cascas do caule secas e trituradas
(1 kg)

Maceragao em alcool etilico
durante 10 dias

Solugdo extrativa
(3,8L)

Concentragao em
rotavapor (60°C)

Extrato metanolico das cascas do caule
de P. amapa (EMPA)

(190 g)

4.2.2 Avalia¢ao da atividade antimicrobiana
4.2.2.1 Preparacao dos inéculos

Para o preparo dos inoculos, foram selecionadas colonias isoladas em meio de cultura
TSA. As suspensodes foram preparadas em tubos de ensaio contendo solucao salina (NaCl a
0,85%) até atingir a turbidez correspondente ao tubo 0,5 da escala de McFarland, que
corresponde a um indculo de aproximadamente 1,5x10° UFC/mL (HADACEK; GREGER,
2000; NCCLS, 2004).

4.2.2.2 Concentracao Inibitéria Minima (CIM) por microdiluicao

A determinacao da CIM foi realizada através da técnica de microdilui¢ao em placas de
poliestireno (TPP/ISSO 9001/Switzerland), com tampas esterilizadas. Nas placas contendo 96
pocos em forma de U, colunas de 1 a 12 e linhas de A a H, foi adicionado 100 pL. do caldo
nutriente duplamente concentrado. Em seguida, foi acrescentado 100 pL de extrato (EMPA) a

partir de uma “solu¢do-mae” de 1024 pg/mL nos pogos da linha A e colunas de 1 a 12. Foi
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realizada uma diluigdo seriada, a razdo de 2, de EMPA a partir das linhas A at¢ G
(concentragdes de 51,2-1,6 pg/mL). A linha H foi utilizada para o controle positivo com
cloranfenicol (100 pg/mL) para as bactérias e nistatina (100 UI/mL) para as leveduras. Apds
as diluigdes, foi inoculado em todas as cavidades da placa 10 pl. das suspensdes com os
in6culos. Estes ensaios foram realizados em duplicata e incubados a 35°C por 24 horas

(MANN; MARKHAM, 1998; HADACEK; GREGER, 2000; NCCLS, 2004).

4.2.3 Avaliacao da secrecio acida

Para avaliar a influéncia do extrato (EMPA) na secre¢ao acida, foram utilizados ratos
Wistar machos (n=15) em jejum por um periodo de 12 horas com livre acesso a agua. Os
animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos (n=5):
1) O primeiro grupo (controle negativo) recebeu, via oral (gavage), solucao alcoolica
10% (veiculo) na dose de 10 mL/kg;
2) O segundo grupo (controle positivo) recebeu, via oral (gavage), solucao aquosa de
cimetidina na dose de 100 mg/kg;
3) O terceiro grupo (teste) recebeu, via oral (gavage), EMPA diluido no veiculo, na
dose de 500 mg/kg (SILVA, 2012).
Apos 30 minutos, os animais foram anestesiados, com cetamina + xilazina (injetavel)
e éter (via inalatéria) quando necessario, para realizacdo de tricotomia, incisao abdominal e
ligadura do piloro com fio de sutura. O abdome foi entdo suturado e, apos 4 horas, os animais
foram sacrificados por deslocamento cervical. As incisdes foram reabertas e os estdmagos
removidos. Cada 6rgdo retirado foi lavado com 4gua destilada, secado com gaze e aberto
através da curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 mL de dgua destilada, recolhendo-se
0 suco gastrico e o lavado em tubos de ensaios para centrifugacdo (3000 rpm por 15 minutos).
Apos a centrifugacdo, o volume gastrico foi quantificado em proveta. A determinagdo do pH
foi realizada com o auxilio de pHmetro (pH2, Labmeter) e a concentragio de ions H'
(mEqg/mL/4h) através de titulagdo simples com solucdo de hidroxido de s6dio (NaOH 0,1 N) e
fenolftaleina (2%) como indicador acido-base (SHAY et al., 1945).
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4.2.4 Analise estatistica

Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média. As diferengas foram
determinadas utilizando anélise de variancia de uma via (ANOVA) e pos-teste do tipo
Bonferroni ou Dunnett. As andlises foram feitas com o auxilio dos programas GraphPad
InStat e GraphPad Prism 4.0 e 6.0. Os dados foram considerados estatisticamente

significativos quando p<0,05, p<0,01 ou p<0,001.

4.2.7 Consideracoes éticas

Os animais (ratos Wistar) foram submetidos a eutanasia para a remoc¢do dos
estomagos. Por definicdo, eutanésia ¢ uma forma de abreviar a vida de um ser vivo, sem dor
ou sofrimento. O método escolhido para todos os experimentos foi o0 método fisico conhecido
como concussao/deslocamento cervical, considerado aceitavel para esta espécie de roedor
devido ao tamanho e peso dos animais (FIOCRUZ, 2005).

As condigdes de tratamento que foram aplicadas aos animais ndo infringem os artigos
da Lei N° 11.794 de 08 de Outubro de 2008 - que institui o codigo de protegdo aos animais
submetidos a experimentagdao laboratorial - uma vez que os ratos ndo foram submetidos a
situagdes de maus tratos e/ou dor induzida (BRASIL, 2008). O projeto foi protocolado, com o
numero 002/2013, junto ao Comité de Etica em Pesquisa (CEP) da Universidade Federal do
Amapéa (UNIFAP) de acordo com o que preconiza a Resolucdo N° 196/96 do Conselho

Nacional de Satude e suas complementares, sendo certificado e aprovado (ANEXO).
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO
5.1 PROPRIEDADES FiISICAS E RENDIMENTO DO EMPA
O extrato de P. amapa apresentou cor marrom-avermelhado (Figura 6). A partir de 1,6

kg de cascas de P. amapa foi obtido 1 kg de p6 que gerou 3,8 L de filtrado. Apds

concentrado, resultou em 190 g de extrato bruto, o que representa 19% de rendimento (Tabela

1.

Figura 6 - EMPA em p6 e misturado ao veiculo (solugdo alcoolica 10%).

Fonte: Acervo do autor.

5.2 AVALIACAO DA ATIVIDADE ANTIMICROBIANA DO EMPA

O extrato de P. amapa (nas concentragdes de 51,2 a 1,6 pg/mL) foi incapaz de inibir o
crescimento microbiano como pode ser evidenciado na Figura 7 (abaixo) pelo grau de
turbidez apresentado pelas colunas de 1 a 5 (bactérias) e de 7 a 12 (leveduras) em relacao aos
respectivos controles presentes na ultima linha (H) da placa, contendo cloranfenicol e
nistatina, respectivamente.

Porém, tais resultados ndo excluem a possibilidade do EMPA agir como
antimicrobiano, pois as concentragdes utilizadas sdo consideradas baixas, por ndo ser uma
substancia isolada e sim um extrato bruto, que ¢ um conjunto de diversas substancias,

incluindo metabolitos primarios inativos e metabolitos secundarios bioativos de P. amapa.
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Figura 7 — Placa com 96 pocos demonstrando o crescimento microbiano apds 24 horas de

incubacao a 37°C.

Fonte: Acervo do autor.

Coluna 1 — Staphylococcus aureus (FIOCRUZ/ATCC 13150)
Coluna 2 — Staphylococcus aureus (CCS/UFPB/ATCC 25923)
Coluna 3 — Staphylococcus epidermidis (CCS/UFPB/ATCC 12228)
Coluna 4 — Pseudomonas aeruginosa (CCS/UFPB/ATCC 9027)
Coluna 5 — Escherichia coli (CCS/UFPB/ATCC 10536)

Coluna 7 — Candida albicans (CCS/UFPB/ATCC 90028)
Coluna 8 — Candida albicans (CCS/UFPB/LM 111)

Coluna 9 — Candida albicans (CCS/UFPB/LM 109)

Coluna 10 — Candida tropicalis (CCS/UFPB/ATCC 13803)
Coluna 11 — Candida tropicalis (CCS/UFPB/LM 14)

Coluna 12 — Candida tropicalis (CSS/UFPB/LM 20)

5.3 AVALIACAO DO EFEITO DO EMPA SOBRE A SECRECAO ACIDA

A atividade gastroprotetora do EMPA mostrou-se dose-dependente (100, 250 e 500
mg/kg) em diferentes modelos de inducdo de lesdes gastricas, inclusive inducao por etanol
absoluto (SILVA, 2012). A maior dose utilizada nesses estudos (500 mg/kg) foi a escolhida

para os experimentos farmacoldgicos realizados neste trabalho com o objetivo de evidenciar
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os melhores resultados possiveis, levando em consideracdo o nimero limitado de animais
experimentais disponiveis.

Para verificar se o EMPA influencia a atividade secretoria foi utilizado o modelo de
ligadura de piloro, onde ocorre acimulo de secrecdo gastrica (ALMEIDA et al., 2012). Neste
experimento, a cimetidina foi utilizada como controle positivo por ser uma droga padrao -
antagonista de receptor H, - amplamente utilizada como agente antissecretorio gastrico, que
produz seus efeitos, principalmente, por meio da inibi¢do da secrecdo 4cida, atuando na
prevengdo e tratamento de tulceras gastricas (DIAS et al., 2000; GUSTAFSON; WELLING,
2010).

Os animais do grupo controle positivo (cimetidina) ¢ do EMPA demonstraram
alteragdes no volume do suco gastrico, acidez livre (pH) e concentracdo de ions H' (acidez
total) quando comparados com os animais que receberam apenas o veiculo (controle negativo)
(Tabela 1). Tanto o EMPA quanto a cimetidina causaram diminui¢do significativa no volume
do suco gastrico (Figura 8) e na acidez total (Figura 10). A acidez livre mostrou-se

significativamente reduzida apenas nos animais tratados com cimetidina (figura 9).

Tabela 1 — Avaliacdo da secre¢ao acida de ratos submetidos a diferentes tratamentos.

Tratamento Dose Volume do suco oH [H+]
(v.0.) (mg/kg) gastrico (mL) (mEq/mL/4h)
Veiculo - 8,05+ 0,62 1,36 £ 0,01 4,68 £ 0,64
Cimetidina 100 4,22 £0,31%** 4,37 £0,56** 0,18 £0,03%***
EMPA 500 4,03 £0,21%** 2,72 £ 0,04 0,31 £0,08%***

Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
**p<0,01, ***p<0,001 vs controle (ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni).

A administragdo via oral de EMPA (500 mg/kg) diminuiu o volume e a acidez total do
suco gastrico de ratos Wistar de maneira semelhante a droga padrao (cimetidina),
evidenciando importante atividade antissecretoria, que traz beneficios no combate a tlcera.
Apesar de ter aumentado o pH, tornando o suco géstrico menos acido, o EMPA nao foi capaz
de fazé-lo de maneira significativa. A acidez livre nem sempre reflete a acidez total
(concentracdo de fons H") devido a fatores como a presenca de proteinas e outras secre¢des

no contetido gastrico.
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Figura 8 — Volume da secre¢do gastrica (mL) de ratos Wistar submetidos a diferentes

tratamentos.
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Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
A comparagdo estatistica foi realizada utilizando ANOVA

de uma via seguida do teste de Bonferroni.

**%p<0,001 vs controle (veiculo).

Figura 9 — Acidez livre (pH) da secre¢dao gastrica de ratos Wistar submetidos a diferentes

tratamentos.
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Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
A comparagdo estatistica foi realizada utilizando ANOVA

de uma via seguida do teste de Bonferroni.

**p<0,01 vs controle (veiculo).
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Figura 10 — Acidez total [H'] da secre¢io géastrica de ratos Wistar submetidos a diferentes

tratamentos.
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Os resultados foram expressos em média + erro padrao da média.
A comparagio estatistica foi realizada utilizando ANOVA

de uma via seguida do teste de Bonferroni.

**%p<0,001 vs controle (veiculo).
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6 CONCLUSAO

O EMPA nao exerce agdo antimicrobiana. Portanto, faz-se necessaria a utilizagao de
maiores concentracdes do extrato para melhor avaliar seu efeito, bem como o uso de

outras cepas, em especial de H. pylori, bactéria associada a tlceras gastricas.

500 mg/kg de EMPA inibiu a secre¢do acida de maneira similar a droga padrao
cimetidina (100 mg/kg), efeito que pode contribuir para a reducdo das lesdes da

mucosa gastrica provocadas por excesso de acido intragéstrico.
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