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RESUMO

Pentaclethra macroloba, conhecida popularmente como “Pracaxi” € uma planta medicinal
abundante na regido amazonica, tem uso corrente na medicina popular das comunidades desta
regido, como anti-inflamatoria, cicatrizante e para tratamento de problemas gastricos. O
presente estudo objetiva investigar a atividade gastroprotetora do extrato metandlico da casca
do caule de Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze, bem como identificar possiveis
mecanismos envolvidos nesta atividade, em animais experimentais. Para tanto, o extrato
metanolico de Pentaclethra macroloba (EMPM) foi obtido por maceracdo a frio, e
concentrado por rotaevaporagdo. A evidenciacdo da atividade de EMPM baseou-se em
modelos experimentais que mimetizassem 0s fatores ctiologicos de lesdes gastricas no
homem, como etanol acidificado (local) e drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais (local e
sistémica). Nestes experimentos foram utilizado um grupo de animais (n=5) para cada um dos
trés niveis de dose do extrato (100, 250 e 625 mg/Kg), bem como para o grupo controle
(veiculo). Apos cada experimento, os estdmagos foram avaliados para determinagdo dos
seguintes parametros: (a) area total da lesdo, (b) percentagem de Ulcera, (c) indice de lesbes
ulcerativas; (d) percentagem inibicdo ou cura. O EMPM apresentou efeito gastroprotetor
(médiaze.p.m) contra as lesbes gastricas induzidas pelo etanol acidificado, diminuindo em
todas as doses (100, 250 e 625 mg/Kg): a area total lesionada, o percentual de Ulceras e 0
indice de lesdes ulcerativas, chegando a promover uma percentagem de cura de
respectivamente: 96,08%; 98,51% e 100 %, quando comparados com 0 grupo que recebeu
apenas o veiculo. O que demonstra uma expressiva atividade gastroprotetora frente a fatores
agressores locais. No modelo de inducdo de lesdo gastrica por AINEs, o EMPM na dose de
625 mg/Kg foi capaz de reduzir todos os parametros avaliados demonstrando uma
percentagem de cura de até 84,33%. Sugerindo efeito antiulcerogénico via mecanismos
citoprotetores. Para investigacdo dos mecanismos envolvidos na acdo gastroprotetora de
EMPM foi aferida a acdo cicatrizante e antissecretéria de EMPM em modelos de ulceras
induzidas por ligadura de piloro utilizando duas vias de administracdo. O EMPM (625 mg/kg)
promoveu maior protecdo da mucosa gastrica, quando administrado por via intraduodenal
com cerca de 63,7% de cura, em relacdo a via oral de administracdo onde este percentual foi
de apenas 21% de cura. Esses resultados sugerem que a acdo do extrato ocorre
majoritariamente por um efeito sistémico. Os parametros de volume do contetdo gastrico, pH,
e acidez livre ndo foram alterados em quaisquer um dos protocolos desenvolvidos. Também
foi avaliado o envolvimento de importantes agentes protetores da mucosa gastrica como 0s
grupamentos sulfidrilicos e o éxido nitrico, nesta resposta. Evidenciou-se, portanto, que
guando o extrato foi administrado na presenca de inibidores (NEM e L-NANE),
respectivamente, dos grupamentos sulfidrilicos de do éxido nitrico, ocorreu atenuacdo da
resposta antiulcerogénica para ambos os parametros avaliados demonstrando que estes
participam do mecanismo gastroprotetor evocado pelo extrato. Diante de todos os resultados
obtidos concluimos que o extrato de Pentaclethra macroloba apresenta uma notavel atividade
antiulcerogénica, possivelmente em decorréncia de um efeito, majoritariamente, sistémico e
relacionado a participacdo dos grupamentos sulfidrilicos e 6xido nitrico, e sem envolvimento
aparente de atividade antissecretoria gastrica.

Palavras- chave: Mecanismo Antiulcerogénico; Planta Medicinal; Pracaxi.



ABSTRACT

Pentaclethra macroloba, commonly known as "Pracaxi”, is a medicinal plant abundant in the
Amazon region, has current use in folk medicine in the communities of this region, as anti-
inflammatory, healing and for treatment of gastric problems. The present study aims to
investigate the gastroprotective activity of the metanolic extract of the stem bark of
Pentaclethra macroloba (Willd.) Kuntze, as well as to identify possible mechanisms involved
in this activity in experimental animals. For this, the methanolic extract of Pentaclethra
macroloba (EMPM) was obtained by cold maceration, and concentrated by rotaevaporation.
Evidence of EMPM activity was based on experimental models that mimic the etiological
factors of gastric lesions in humans, such as acidified ethanol (local) and non-steroidal anti-
inflammatory drugs (local and systemic). In these experiments a group of animals (n = 5)
were used for each of the three dose levels of the extract (100, 250 and 625 mg / kg), as well
as for the control group (vehicle). After each experiment, the stomachs were evaluated for the
following parameters: (a) total area of the lesion, (b) percentage of ulcer, (c) index of
ulcerative lesions; (d) inhibition or cure percentage. EMPM showed a gastroprotective effect
(mean + SEM) against gastric lesions induced by acidified ethanol, decreasing at all doses
(100, 250 and 625 mg / kg): total lesion area, percentage of ulcers and ulcerative lesion index
, reaching a cure rate of: 96.08%; 98.51% and 100% when compared to the vehicle-only
group. This demonstrates an expressive gastroprotective activity against local aggressors. In
the model of induction of gastric lesion by NSAIDs, EMPM, in the dose of 625 mg / kg, was
able to reduce all parameters evaluated, demonstrating a Cure percentage of up to 84.33%.
Suggesting antiulcerogenic effect via cytoprotective mechanisms. To investigate the
mechanisms involved in the gastroprotective action of EMPM, the cicatrizing and
antisecretory action of EMPM in pyloric ligature-induced ulcer models was assessed using
two administration routes. The EMPM (625 mg / kg) promoted greater protection of the
gastric mucosa when administered by intraduodenal route with about 63.7% cure, compared
to the oral administration where this percentage was only 21% cure. These results suggest that
the action of the extract occurs mainly due to a systemic effect. The parameters of gastric
content volume, pH, and free acidity were not altered in any of the protocols developed. The
involvement of important gastric mucosal protective agents such as sulfhydryl groups and
nitric oxide was also evaluated in this response. It was observed, therefore, that when the
extract was administered in the presence of inhibitors (NEM and L-NANE), respectively, of
sulfhydryl groups of nitric oxide, attenuation of the antiulcerogenic response occurred for
both parameters evaluated, demonstrating that they participate in the gastroprotective
mechanism evoked by the extract. In view of all the results obtained, we concluded that the
extract of Pentaclethra macroloba presents a remarkable antiulcerogenic activity, possibly
due to a predominantly systemic effect related to the participation of sulfhydryl groups and
nitric oxide, and without apparent involvement of gastric antisecretory activity.

Keywords: Antiulcerogenic Mechanism; Medicinal Plant; Pracaxi.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera péptica é uma lesdo que ocorre na parede do estbmago tendo como
caracteristicas sangramentos e perfuragdes (KANGWAN et al., 2014). A Ulcera péptica é a
mais predominante entre as doencas gastrintestinais (LAKSHMI et al., 2010). E uma doenca
comum de incidéncia e prevaléncia global com uma taxa de letalidade estimada de trés para
cada cem mil habitantes no Brasil (OLIVEIRA et al., 2015), os casos de ulceras por
Helicobacter pylori estdo reduzindo enquanto as Ulceras relacionadas ao uso abusivo de
alcool e o uso indiscriminado de Antinflamatorios ndo-esteroidais vem aumentando (BI;
MAN; MAN, 2014; CARLI et al.,, 2015). E este elevado numeros de casos pode ser
decorrente de seu mau progndstico, como hemorragias, perfuracdo da parede estomacal,
obstrucdo e até mesmo o cancer.

Sabe-se que tal enfermidade pode ter origem multifatorial como o desiquilibrio entre 0s
fatores defensores e os fatores agressores da mucosa gastrica, de maneira que, os fatores
defensores incluem producdo de muco, prostaglandinas, 6xido nitrico, fluxo sanguineo,
grupamentos sufridrilicos, defesa antioxidante. Os fatores agressores podem ser exdgenos que
abrangem: Helicobacter pylori, uso indiscriminado de drogas antiinflamatorias né&o-
esteroidais (DAINES), estresse e 0 consumo de alcool e tabagismo e enddgenos que incluem:
secrecdo elevada de histamina e acido cloridrico, bile, isquemia, leucotrienos, citocinas pro-
inflamatorias, ativacdo de neutrofilos, proteinas pro-apoptéticas como também espécies
reativas de oxigénio (ROS), onde estas estdo diretamente envolvidas nos mecanismos de
formacdo de Ulceras agudas e cronicas na mucosa gastrica (SATHISH et al., 2011; BASAL;
GOEL, 2012; KANGWAN et al., 2014; YANDRAPU ; SAROSIEK, 2015).

As drogas usadas para o tratamento e controle de Ulceras pépticas sdao muitas, contudo,
ainda ndo existe no mercado uma droga que leve a remissdo completa das Ulceras
(BRUNTON; CHABNER; KNOLLMANN, 2012; SCHUBERT, 2016). Nos dias atuais as
classes de farmacos usados no tratamento e controle das Ulceras gastricas sdo os inibidores da
bomba de protons (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol) antagonistas do receptor H2
(cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina), antibioticos nos casos de infecgédo por H.
pylori (amoxicilina) e agentes citoprotetores (carbenoxolona, sucralfato, bismuto coloidal) e 0
(misoprostol) que € um anal6go das prostaglandinas (NAJM, 2011; FOX; MUNIRAJ, 2016).

Porém as avaliacOes clinicas das a¢6es destes farmacos confirmam um alto indice de recidiva,
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efeitos colaterais indesejados, interacbes com outros medicamentos e geralmente apresenta
um custo inacessivel a grande parte da populacdao (MAITY; CHATTOPADHYAY, 2008).

Por esta razdo, a busca por novos tipos de farmacos tem impulsionado pesquisas
recentes onde se tem dispensado grande enfoque aos farmacos de origem natural, haja vista
que plantas sdo fontes de biomoléculas detentoras de inimeras atividades Uteis na profilaxia e
terapéutica de inimeras afecces. Os exemplos de medicamentos de origem vegetal, que
apresentam grande eficacia, ndo s6 do ponto de vista da gastroprotecdo e da acdo
antiulcerogénica, mas em diversas condi¢es para o reestabelecimento da satde humana séo
muitos, considerando-se que 0 uso de plantas para o tratamento de varios tipos de doencas é
demasiadamente antigo, porém extremamente atual e com distribuicdo quase que iniqua em
todo mundo.

Inimeras plantas apresentam compostos com atividade antiulcerogénica dentre os quais
temos o0s carotendides, terpendides, flavondides, alcaldides, glicosideos, saponinas e
polissacarideos (FAVIER et al., 2005; PERTINO et al., 2006, SILVA et al., 2010), os
mesmos agem por diversos mecanismos de acdo. Dentre a familia (Fabaceae) varias plantas
tem reconhecida atividade cicatrizante de Ulceras como a Glycyrrhiza glabra (Alcaguz) que
apresenta uma saponina triterpénica (glicirrizina) que atua inibindo a 15-hidroxi-
prostaglandina-desidrogenase aumentando assim a concentracdo de prostaglandinas enddgena
sendo estd comercializada como carbenoxolona sédica a primeira droga de origem natural
sistematicamente efetiva contra Ulceras gastricas (BIGHETTI; ANTONIO; CARVALHO,
2002). Estudos apontam tal atividade para a Abarema cochliacarpos também da familia
Fabaceae (SILVA et al., 2010).

A espécie Pentaclethra macroloba pertencente a familia Fabaceae é utilizada pela
populacdo com varias finalidades, sendo mais comum o seu uso para a cicatrizacdo de Ulceras
e tratamento de gastrite. Entretanto, na literatura ndo foram reportados relatos de sua atividade
antiulcerogénica ou antioxidante. Acredita-se que a espécie P. macroloba tenha atividade
protetora da mucosa gastrica atuando na prevencdo e tratamento de Ulceras pépticas, desse
modo, é fundamental o desenvolvimento de estudo para comprovar essa atividade, podendo
assim, contribuir para o desenvolvimento de nova estratégia farmacoterapéutica no tratamento

de Ulceras pépticas.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar a atividade gastroprotetora do extrato metanolico de Pentaclethra macroloba (Willd.)

Kuntze (EMPM) (Pracaxi) em roedores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

e Investigar o efeito de EMPM em lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado em
camundongos;
e Avaliar a influéncia do EMPM em ulceras estomacais causadas pela administragdo de

Droga Antiinflamatéria Nao Esteroidal, em ratos;

e Mensurar a participagdo de fatores protetores como os grupamentos sulfidrilicos e o Oxido

Nitrico (NO) no mecanismo de agdo gastroprotetora de EMPM;

e Determinar a acdo local e sisttmica de P. macroloba sobre os parametros fisico-quimicos
do conteudo estomacal de camundongos submetidos ao modelo de ligadura do piloro, como:

(acidez total, acidez livre, volume da secrecdo) e lesdes gastricas.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FISIOLOGIA GASTRICA

O estomago divide-se em trés porc¢des fundo, corpo e antro pilérico possui forma de um
saco localizado abaixo do diafragma entre esdéfago e o duodeno delimitado pelo esfincter
esofagiano parte superior e pelo esfincter pilorico parte inferior (SILVERTHORN, 2010; DI
MARIO; GONI, 2014). O mesmo é responsavel pela secre¢do de cido cloridrico que auxilia
na digestdo de proteinas, absorcdo de vitamina B12, célcio e ferro através da conversdo do
pepsinogénio em pepsina (CHU; SCHUBERT, 2012).

Se tratando de mucosa gastrica, seu funcionamento se da em duas regides glandulares
mucosas oxintica as quais séo células parietais responsaveis pela secrecdo de acido cloridrico,
células principais produtoras de pepsinogénio, células D produtoras de somatostatina e células
do tipo enterocromafins (ECL) que liberam histamina; na regido da mucosa antral do
estbmago apresentam células parietais, células D, células enterocromafins e células G
produtoras de gastrina e células produtoras de muco (RAMSAY; CARR, 2011; DI MARIO;
GONI, 2014; SCHUBERT, 2015).

Figura 1: Representacdo Esquemaética da Anatomia do Estdmago.
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Menor Corpo
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Fonte: NETTER, Frank H.. Atlas de Anatomia Humana. 2ed. Porto Alegre: Artmed, 2000.
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A principal fungdo do estdbmago € preparar o alimento para a digestdo e absorcao pelo
intestino, através da secrecdo de &cidos que é controlada por diferentes mecanismos como:
neuronais onde o neurotransmissor acetilcolina € liberado tanto pelo Sistema Nervoso
Autébnomo (SNA) Parassimpatico como pelo Sistema Nervoso Entérico (SNE) estimula
diretamente a secre¢do de acido gastrico por meio da ativagdo dos receptores muscarinicos
(M3) localizados nas células parietais e indiretamente através da ativacdo dos receptores M2 e
M4 localizados nas células D inibindo a secre¢do de somatostatina. (SCHUBERT; PEURA,
2008).

O mecanismo de regulacdo hormonal da secre¢do &cida pelas células parietais se da de
modo complexo. Uma vez secretado a gastrina, um horménio peptideo, este ird atuar
diretamente sobre receptores de colecistocinina do tipo 2 (CCK-2), localizados na superficie
destas mesmas ceélulas. Tais receptores sdo acoplados a proteina G e quando ativados
promove mecanismos de transducdo que acarreta o aumento intracelular de ions célcio,
condicdo determinante para producdo secretdria destas células. A gastrina também estimula
de forma indireta a secrecdo de histamina pelas células enterocromafin (ECL), haja vista que
essas células também possuem receptores do tipo CCK-2 (SCHUBERT; PEURA, 2008).

Quanto a estimulacdo através do mecanismo paracrina a histamina é liberada de células
semelhantes a enterocromafin (ECL) localizadas na mucosa estomacal estimula a célula
pariental de forma direta através da ligacdo com receptores H2 e de forma indireta através dos
receptores H3 inibindo a somatostatina, com isso favorecendo a histamina e secrecdo acida. O
controle neuronal das células parietais, da mesma forma que o hormonal e o paracrino, sdo do
tipo estimulatério (SCHUBERT; PEURA, 2008; SHUBERT, 2016).

Mediante estimulacdo dos secretagogos acetilcolina, histamina e gastrina, a bomba de
prétons das células parietais, H+K+-ATPase, que se encontram em vesiculas tubulares
intracelulares é transloucada e se funde a membrana apical, liberando o H* em troca de K™,
Finalizada a secrecdo a enzima é desativada e incorporada na célula parietal (SCHUBERT
2011; BRUNTON, CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

O controle da producdo acida é imprescindivel, pois um aumento excessivo da acidez
estomacal pode suplantar as barreiras de protecdo da mucosa gastrica acarretando danos
teciduais e funcionais. Mecanismos fisiologicos também promovem a inibicdo de tal
producdo, entre eles destaca-se a somatostatina, prostaglandinas, colecistoquinina (CCK) e

peptidio natriurético atrial (PNA). Todos esses agentes agem de forma direta e indireta nas
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células parietal modulando a secrecdo nas células neuroendocrinas (SCHUBERT; PEURA,
2008).

A liberacdo de somastotatina que é o principal agente com funcao inibitoria da secrecdo
géastrica, um hormonio proteico produzido pelas células D ocorre mediante diminuicdo do pH.
Seus efeitos na secrecdo gastrica sdo mediados por receptores SST2 que se encontram
acoplados a proteina G (SCARPIGNATO ET AL., 2006).

As prostaglandinas protegem a mucosa gastrica através da inibicdo da secrecdo &cida,
elas sdo sintetizadas a partir do acido araquidonico por meio da acdo das enzimas ciclo
oxigenases (COX-1 e COX 2) as mesmas sdo encontradas no reticulo endoplasmatico e na
membrana nuclear, onde as prostaglandinas protetoras produzidas pela COX-1 participam da
manutencdo da homeostase através da regulacdo da acidez gastrica, fluxo sanguineo,
motilidade, producdo de muco e bicarbonato. J& as prostaglandinas oriundas da COX-2
controlam processos inflamatorios, regulam a aderéncia de leucécitos nos vasos sanguineos e
reparo celular, diferente da COX-1 que é apresentada em todo o corpo a COX-2 é ativada
através de estimulos inflamatdrios em diversos tipos de célula. (CARVALHO, 2010).

Estes prostandides podem se ligar a diferentes receptores (EP1, EP2, EP3 e EP4,) €
exercer diversas a¢gdes na mucosa gastrica. A PGE> e PGy regulam o aumento da secrecdo de
bicarbonato de célcio quando interage com receptores EP3 que se encontram nas células
parietais. A ligacdo das prostaglandinas ao receptor EP1 diminui a motilidade géstrica e
aumenta o fluxo sanguineo gastrico (AIHARA et al., 2007; TAKEUCHI et al., 2014
TARNAWSKI, AHLUWALIA e JONES, 2013). Por inibirem a COX-1 os antiinflamatérios
ndo esteroidais impedem a sintese de prostaglandinas gastricas, especialmente PGl. e PGE,
gue servem como agentes protetores da mucosa gastrica (FURST, et al., 2010).

Além desses fatores ja citados a colecistoquinina (CCK) que € um horménio
gastrointestinal secretado pelas células enteroendocrinas da mucosa do duodeno e jejuno em
resposta a presenca de nutrientes no Iumen intestinal, especialmente gorduras e proteinas,
também inibe a secrecdo acida, mediante o estimula da somatostatina. Seus receptores (CCK-
1) podem ser encontrados nos terminais vagais como nas células D géstrica (SCHUBERT,
2007).

Os peptideos natriuréticos atriais (PNA) que sdo produzidos pelas células do fundo do
estdbmago estimula a producdo de somatostatina (GOWER ET AL, 2003), levando a inibicéo
da histamina na regido do estomago e da gastrina na regido do antro, acarretando por sua vez
inibicdo da producéo de acido gastrico (SCHUBERT, 2007).
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Figura 2: Representacdo Esquematica da Secrecio Acida Gastrica.
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Fonte: Adaptado de Olbe et al., 2003.

3.2 DOENCAS ACIDO-PEPTICAS E MECANISMO DE LESAO

As doencas &cido-pépticas (DAP) estdo relacionadas com um desequilibrio entre os
fatores agressores e 0s mecanismos protetores desencadeando um processo inflamatorio e
posteriormente o aparecimento de ulceracdes, durante o processo inflamatério a homeostasia
deve ser restabelecida mediante recrutamento de mecanismos especificos e ndo especificos.
(LAINE et al., 2008; CARVALHO, 2013). Dentre as doencas acido-pépticas estdo: as ulceras
pépticas (esofagica, gastrica e duodenal) que sdo lesdes profundas e necrosadas que causam
inflamacGes, que se estendem da mucosa a camada muscular do eséfago, estbmago e duodeno
(BOGLIOLO, 2006; MALFERTHEINER et al., 2009). Atinge uma parcela significativa da
populacdo acarretando em custo para a saude publica (KANGWAN et al., 2014).

As Ulceras pépticas tém origens multifatoriais, onde suas causas podem ser
influenciadas por varios fatores como estresse emocional, dietas inadequadas, hereditariedade,
uso continuo e indiscriminado de AINES, ingestdo de alcool. Além de infeccbes por
Helycobacter Pylori (MUSUMBA et al., 2009; SANTIN et al., 2011).

Os anti-inflamatdrios ndo-esteroidais (AINES) estdo entre as drogas mais consumidas no

mundo (IMS, 2014), para tratamento de inflamacGes, febres e dores, porém o uso prolongado
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desenvolve um quadro de Ulcera géstrica em 5% a 30% dos pacientes que fazem uso de doses
altas (HAUSER, 2011). Os mesmos tém como mecanismo de acdo a inibicdo das enzimas
ciclooxigenases (COXs), enzimas responsaveis pela sintese de prostaglandinas (PGs), a partir
do &cido araquidénico (AA), contudo essa diminuicdo da sintese de prostagladinas no trato
gastrointestinal compromete o controle da secrecdo gastrica, secrecdo epitelial, liberacdo de
muco, como também diminuicdo do fluxo sanguineo, acarretando a Ulcera (FORNAI et al.,
2005). Conforme Takeuchi (2012) a inibicdo seletiva da COX-2 demonstram efeito
ulcerogénico dos AINEs.

O consumo excessivo de etanol também é uma das principais causas de danos & mucosa
¢ uma substancia toxica que consegue atravessar a mucosa gastrica causando lesdes
ulcerativas, seu consumo desenfreado causa dano na mucosa gastrintestinal, pois diminui a
camada do muco protetor, com isso a um aumento da permeabilidade do tecido epitelial,
originando a gastrite, que pode ser identificada pela presenca de edemas, hemorragias sub-
epiteliais, infiltracdo das células e esfoliacdo celular (JAHOVIC et al.; 2007; MATSUHASHI,
et al; 2007). O consumo de etanol também acarreta a inibicdo das prostagladinas, por
conseguinte diminuicdo da producdo de muco induz stress oxidativo por meio de danos
causados no endotélio da mucosa géstrica e desarranjo na microcirculagdo (PAN et al, 2008).

O descobrimento no inicio da década de 80 da infe¢do géstrica causada pela H. pylori
uma bactéria gram-negativa flagelada que coloniza o estbmago levou a uma revisdo da
etiologia da Ulcera péptica. Essa bactéria atingi 90% da populacdo terrestre segundo a The
Helicobacter Fundation (2014), contudo a maioria da populacdo que estar infectada pela H.
pylori é assintomatica desses s6 30% vai evoluir para Ulcera gastrica (KONTUREK et al.,
2006). Essas bactérias produzem hipergastrinemia através da producdo de amonia no epitélio
e glandulas do antro, impossibilitando a sensibilidade das células D aos niveis reais de acidez
da regido da mucosa antral do estbmago causando assim uma hipersecrecdo acida através da
inibicdo da producdo de somatostatina e, por conseguinte 0 aumento da liberagcdo de gastrina,
favorecendo a formacdo de lesbes e facilitando sua colonizacdo (BIGHETTI; ANTONIO;
CARVALHO, 2002; TONEDO; OLIVEIRA; LOPES, 2011; RAMSAY & CARR, 2011).
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3.3 MECANISMO DE DEFESA DA MUCOSA GASTRICA

A mucosa gastrica estar constantemente em contato com agentes agressores, cOmo
concentracdo de ions H* bastante elevado, agentes nocivos enddgenos (pepsina presentes no
limen géstrico, sais biliares) como também agentes nocivos exdgenos (WALLACE, 2008).
Contudo a mesma consegue Se conservar integra gragas a um conjunto de mecanismos de
defesa (TARNAWSKI et al., 2013). Estes estdo distribuidos em trés niveis: pré-epitelial que
se constitui a primeira defesa, evitando que agentes lesivos entrem em contato com a mucosa
gastrica; epitelial que age como a segunda linha de defesa prevenindo a propagacdo do H* na
mucosa e 0 mecanismo sub-epitelial que abrange motilidade gastrointestinal, microcirculacéo
e células de defesa (DE FONESKA; KAUNITZ, 2010; MATSUI et al., 2011).

3.3.1 Mecanismo Pré-Epitelial

A camada de muco, ions bicarbonato e fosfolipideos tensoativos estabelecem a primeira
barreira de defesa da mucosa (PHILLIPSON et al., 2008). O muco ¢é formado basicamente por
95% de agua e 5% de glicoproteinas chamadas de mucinas, a polimerizacdo das unidades de
mucina da origem a um gel viscoso, que se adere a mucosa (WALLACE, 2001; REPETT;
LLESUY, 2002; LAINE et al., 2008). O muco possui uma viscosidade que lhe permite reter
os ions bicarbonato secretados, a fim de preservar o pH em torno de sete (neutro), e impedir a
digestdo proteolitica e a acdo da pepsina no epitélio gastrico (LAINE et al., 2008).

Os ions bicarbonato sdo secretados pelas células epiteliais do estdmago e duodeno
mediante estimulos colinérgicos, prostaglandinas, éxido nitrico e calcio, fazendo com que um
gradiente de pH seja estabelecido, proximo de 6-7 nas células epiteliais e um pH por volta de
1- 2 no limen estomacal, 0 mesmo tem como func¢do neutralizar os ions H* (FLEMSTROM,;
ISENBERG, 2001; KAGAWA ET AL., 2003; MONTROSE et al, 2006). Ja os fosfolipidios
tensoativos tem como fungdo revestir a superficie luminal do muco, mantendo a mucosa
integra, gracas as suas propriedades hidrofobicas que dificultam a propagagdo de &cidos
ionizaveis (KONTUREK ET AL., 2004; TULASSAY; HERSZENYI, 2010; RAMSAY;
2011).
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3.3.2 Mecanismo Epitelial

A barreira epitelial € constituida por uma camada constante de células superficiais,
responsaveis pelo acesso de substancias do Iimen para a lamina prépria e submucosa gastrica,
0 mesmo produz bicarbonato, muco, fosfolipidios, peptideos, prostaglandinas e proteinas de
choque térmico (HSPs) (LAINE et al., 2008; TULASSAY; HERSZENYI, 2010). Segundo
Tarnawski et al (2013) muitos mecanismos de defesa géastrica sdo modulados pelas PGs, essas
sdo biossintetizados a partir do acido araquiddnico através das enzimas ciclooxigenases
(COX), por meio da ativacdo da fosfolipase A2.

As mesmas propiciam a producdo de muco, secrecdo de bicarbonato e acdo
vasodilatadora, (WALLACE; MILLER, 2001). Também cooperam para a citoprotecdo,
através da prevencdo do apoptose e/ou preservacao do citoesqueleto celular, estabilizacdo das
membranas lisossomais, mitocondrial e celular, e deslocamento de ions (TAKEUCHI et al.,
1987), essas multi funcbes desempenhadas pela PGE?2 sdo possiveis devido a mesma fazer
ligacGes com diferentes tipos de receptores prostanoides, ( EP1, EP2, EP3 e EP4 ) acoplados a
proteina G na devida ordem (ATAY et al., 2000).

3.3.3 Mecanismo Sub-Epitlial

Os mecanismos de acdo sub-epitelial sdo responsaveis pelo fluxo sanguineo, inervacgéo
sensorial, manutencdo e reconstituicdo dos prejuizos gerados ao tecido epitelial gastrico
(TARNAWSKI, 2005). O fluxo sanguineo tem como uma das fungdes fornecer nutrientes,
oxigénio, eliminar substancias nocivas para a mucosa, como também aumentar o aporte de
bicarbonato levando a um equilibrio acido-base, gerando assim uma diminuicdo dos prejuizos
ocasionados por agentes lesivos (BRZOZOWSLI, 2003). Sua regulagdo se dar por um
conjunto de elementos e fatores metabdlicos locais como prostaglandina, leucotrieno e outros
mediadores quimicos endogenos na mucosa (KAWANO; TSUJI, 2000).

Os nervos sensoriais aferentes conseguem por meio de estimulos corretos a liberagdo de
neurotransmissores como peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) e substancia P

gerando assim o relaxamento do musculo liso e elevacdo do fluxo de sangue que chega a
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mucosa (HOLZER; LIPPE, 1988; LEVANGELISTA, 2006; OHNO et al.,2008; TULASSAY;
HERSZENY], 2010). Por meio da intermediacéo da via do NO o CGRP consegue aumentar o
fluxo sanguineo da mucosa através da dilatacdo dos vasos, e o blogueio da sintese de NO por
meio do L-NAME neutraliza a resposta hiperémica deixando o estomago vulneravel
(WALLACE; MCKNIGHT, 1990).

3.3.4 Grupamentos Sulifidrilicos

Os grupamentos sulfidrilicos (SH) sdo mediadores gasosos que participam na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica sdo sintetizados a partir da L-cisteina mediante
atividade de duas enzimas dependentes do piridoxal-5-fosfato (vitamina B6): a cistationina y-
liase e a cistationina-sintase, sua atividade gastroprotetora se dar através de inumeros
mecanismos de acdo: aumento do fluxo sanguineo e da secre¢do de bicarbonato, producédo e
manutencdo da barreira do muco, aumento da sintese de PGs, menor adesdo endotelial de
leucdcitos (AVILLA et al., 1996; GYIRES; TOTH; ZADORI, 2015; MAGIEROWSKI et al.,
2015).

Os sulfidrilicos apresentam um importante papel na protecdo gastrica, pois quando
inibidos, a mucosa fica mais suscetivel a lesdes, quando exporta a etanol e DAINES
(FIOCRUUCKCI et al., 2005; WALLACE et al,. 2010). Porém drogas que aumentam a sintese
dos sulfidrilicos melhoram a resisténcia e a integridade da mucosa, reduzindo o dano tecidual
(FIORUCCI et al., 2006). Também desempenham um papel protetor da mucosa por
apresentarem propriedades antioxidantes o que permite se ligarem aos radicais livres
formados ap0s exposi¢cdo a agentes nocivos ou durante o processo inflamatério (AVILLA et
al., 1996 TARIQ et al., 2006).
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3.3.5 Oxido Nitrico

O oxido nitrico (NO) € um gas instavel, endégeno constitucionalmente produzido pela
enzima Oxido Nitrico Sintase (NOS). Essa enzima apresenta trés isoformas: A NOS-
endotelial (NOSe) € encontrada geralmente no endotélio vascular como também nas plaguetas
mediante exposicao a fatores agressores realizando atividade de cicatrizacdo por modulacéo
da microcirculagdo, NOS-neuronal (NOSn) é encontrada em células neuronais, NOS-
indutivel (NOSI) que se revelam sob condi¢fes anormais favorecendo a formacéao de Ulceras,
sua inducdo se dar por citocinas e/ou endotoxinas (MACMICKING; XIE; NATHAN et al.,
1997; DUSSE et al., 2003; EL-DEMERDASH et al., 2010; PERRINO, 2011).

O (NOSe) desempenha um importante papel na protecdo do estdmago, seu mecanismo
de defesa da mucosa se dar por meio do relaxamento da musculatura lisa gastrintestinal, pelo
aumento do fluxo sanguineo e manutencdo da microcirculacdo, aumento da secre¢do de muco,
bicarbonato (WALLACE, 2008; GYIRES; TOTH; ZADORI, 2015). Além de dificultar a
secrecdo de acido, evita adesao celular no endotélio vascular, como também impede ativacdo
de neutrofilos decorrendo assim protecdo para a mucosa gastrica (FERREIRA et al., 2008;
BRZOZOWSKI et al., 2008).

Estudos demonstram que a administracdo de L-NAME (um inibidor da NOS) aumenta
as lesdes gastricas induzidas por etanol e aumenta a atividade da H*/K*-ATPase, a0 mesmo
tempo que doadores de NO reparam as lesGes induzidas por etanol e bloqueiam a atividade
ATPase em ratos (BULUT et al., 1999).

3.4 TERAPIAS MEDICAMENTOSAS DAS ULCERAS PEPTICAS (UPs)

O tratamento das Ulceras pépticas (UPs) se baseia no restabelecimento do equilibrio da
mucosa entre os fatores protetores e agressores visando a eliminacdo da dor promovendo a
cicatrizacao e prevenindo o aparecimento de Ulceras reincidentes (AIHARA et al., 2003).

Farmacologicamente sdo utilizados os antagonistas dos receptores H2 da histamina
(cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina), bem como os inibidores da bomba de prétons

(omeprazol, lansoprazol, rabeprazol e pantoprazol), antidcidos (hidroxido de aluminio e
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hidréxido de magnésio) e os protetores de mucosa (misoprostol), esses farmacos tendem a ter
efeitos indesejaveis (GOLAN, 2009; FUCHS; WANNMACHER, 2010 RANG; DALE,
2012).

Quanto ao aparecimento de Ulceras pépticas associadas a H. pylori a estratégia
terapéutica se baseia na erradicacdo da bactéria e na recuperacdo da mucosa gastrica podendo
ser utilizado um inibidor da bomba de proton, um antibidtico e um antiprotozoario; ou a
utilizacdo de um inibidor da bomba de protons, um antiprotozoario, um antibiético e um
antidcido ou com a utilizacdo de um antagonista de receptor H2, um antidcido, um
antiprotozoarios, e um antibiotico (BRUNTON et al., 2007; SUNG, et al., 2009;
MAJUMDAR et al., 2011).

Em 1970 foram introduzidos os antagonistas de receptor de histamina H2 (cimetidina,
ranitidina) no tratamento de desordens relacionadas ao &cido gastrico (HAWKEY, 2000). Os
antagonistas dos receptores H2 da histamina (cimetidina, ranitidina, famotidina e nizatidina)
agem competindo com a histamina pela ligagdo com o receptor H2 localizados na membrana
basolateral das células parietais, da qual contribui para a diminuicdo da secrecdo acida
gastrica (BRUNTON et al., 2007).

Apesar de sua eficécia, esta droga promove varios efeitos colaterais como arritmias
cardiacas, hipotensdo, anemia, granulocitopenia, trombocitopenia, alteracdo do nivel de
consciéncia, também apresenta interacdo medicamentosa com benzodiazepinicos, teofilina,
lidocaina, fentanil, midazolam (BEEJAV; WOLF, 2000).

Os inibidores da bomba de prétons (omeprazol, lansoprazol, rabeprazol, pantoprazol)
atualmente sdo farmacos de primeira escolha, atuam na diminuicdo da secrecdo de HCI pela
mucosa gastrica. A secre¢do aumentada retorna ao nivel normal com a administracdo desses
inibidores da bomba de prétons, que podem ser associados ou ndo 0s antimicrobianos a
depender da presenca de H. pylori (SCHUBERT, 2009).

Os inibidores da bomba de préton sdo substancias precursoras inativas que sao
metabolizadas em uma sulfonamida ativa no meio extremamente &cido dos canaliculos
secretores das células parietais. Atuam inibindo especificamente a enzima H*/K*-ATPase nas
celulas parietais, diminuindo a secregdo acida do estdbmago (BEEJAV; WOLF, 2000).
Apresenta dentre os efeitos colaterais citados: diarréia, cefaléia e reacdes cutaneas (FOX,
2000).

Outros farmacos como 0s agentes citoprotetores atuam na inibicdo a secrecdo acida-

gastrica e no mecanismo de protecdo da mucosa estimulando a producdo do muco e
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bicarbonato, o que produz uma barreira fisica sobre a superficie da Ulcera (ROBERT et
al.,1981). Um analogo de prostaglandinas, como o Misoprostol, atua protegendo a mucosa
gastrica através de efeitos que incluem: estimulacdo de secrecdo de muco e bicarbonato e
aumento do fluxo sanguineo no estdmago (BRUNTON et al., 2007). Apresenta como efeitos
adversos dose-dependentes, diarreias e dores abdominais, além de alto custo (HAWKEY,
2000; BEEJAV; WOLF, 2000).

Outra droga citoprotetora € a carbenoxolona um terpenoides isolado do 4cido
glicirrizico encontrado na raiz do alcaguz (Glycyrrhiza glabra) que age inibindo enzimas que
inativam prostaglandinas e suprimindo a ativacdo de pepsinogénio, aumenta a producdo da
viscosidade e secrecdo do muco (BRUNTON, 1996; ALTMAN, 2005).

Outros farmacos que atuam no aumento da defesa da mucosa sdo os antiacidos usados
para aliviar a pirose e o desconforto abdominal. Agem neutralizando o &cido secretado a qual
sdo absorvidos rapidamente devido a sua alta solubilidade em &gua podendo ser usado de
forma isolada ou associado com outros farmacos como o hidroxido de aluminio, hidroxido de
magnésio, magaldrato - hidréxido de aluminio e magnésio (BRUNTON et al., 2007).

Outro protetor da mucosa gastrica € o Sucralfato a qual adere as células epiteliais e a
area lesada formando uma barreira de protecdo e estimulando a producdo local de
prostaglandinas e fator de crescimento epidérmico (BRUNTON et al., 2007).

Apesar de toda variedade de drogas para o tratamento de Glceras pépticas, ainda ndo ha
uma droga que apresente mecanismo de acdo multifatorial que garanta remissdo das Ulceras
gastroduodenais com reduzido efeito colateral que ndo comprometa o paciente do qual faz uso
deste tipo de medicamento cronicamente (MAITY; CHATTOPADHYAY, 2008).

A procura por novas substancias bioativas tem sido alvo de pesquisas recentes na area,
dessa forma estudos de substancias quimicas isoladas de plantas que apresentam
experimentalmente atividade antiulcerogénica vem sendo desenvolvidos como uma
alternativa de novas terapéuticas para as Ulceras pépticas a fim de garantir produtos que
apresentem poucos ou henhum efeito adverso e baixo custo. (TUNDIS et al. 2008).

Entre as principais substancias bioativas derivadas de plantas que apresentam atividade
antiulcerogénica, incluem-se os carotenoides, flavonoides, taninos, saponinas (MAITY;
CHATTOPADHYAY, 2008).
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3.5 DESENVOLVIMENTO DE FITOTERAPICOS: ASPECTOS FARMACOLOGICOS

Vérios sdo os estudos que visam o desenvolvimento de fitoterapicos com finalidades
terapéuticas, instigando assim o setor industrial farmacéutico (BRAZ-FILHO, 2010). A ideia
inicial para o desenvolvimento e uso de medicamentos fitoterapicos na terapéutica humana é
aumentar as opcdes do arsenal farmacoldgico disponivel aos profissionais da satde ja que os
produtos naturais apresentam uma correlacdo com a funcionalidade biologica, e tem ampla
diversidade quimica (GANESAN, 2008). Porém quando levamos em conta a grande
diversidade de plantas da flora brasileira, constatamos que as mesmas sdo utilizadas pela
populacdo de forma empirica, apesar de um nimero relativamente pequeno de espécies que
tiveram suas atividades biologicas validadas cientificamente, aproximadamente 74% dos
principais produtos fitoterapicos foram descobertos tomando-se por base dados
etnofarmacoldgicos que apontam sua utilizacdo pelas comunidades tradicionais (CENTRY,
1993; RABELO et al., 2013).

Consideram-se medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos com emprego exclusivo de
matérias-primas ativas, provenientes de vegetais, onde a eficacia e a seguranca sao validadas
por meio de levantamentos etnofarmacologicos, de utilizacdo, documentacdes tecnocientificas
ou evidéncias pré-clinicas e clinicas. Sdo caracterizados pelo conhecimento da eficécia e dos
riscos de seu uso, assim como pela reprodutibilidade e constancia de sua qualidade (BRASIL,
2010).

No que diz respeito aos estudos farmacodinamicos pré-clinicos sua intencdo é
comprovar o efeito que motivou o estudo do novo medicamento e o perfil dos efeitos
colaterais, relacionando-os as doses e a um possivel mecanismo de a¢do. Sendo necessario
testar o composto em tecidos e/ou Orgdos isolados, sistemas enzimaticos, preparacdes
subcelulares, cultura de células glandulares, musculares ou tumorais, culturas bacterianas
entre outros (LAPA et al., 2010).
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3.6 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE GASTROPROTETORA

Os compostos quimicos das plantas medicinais que apresentam atividade
gastroprotetora, contém estruturas quimicas variadas e diferentes mecanismos de acdo. Sendo
as principais classes de compostos associados a essa atividade os terpenos, flavonoides,
alcaloides, glicosideos, saponinas (LAPA et al., 2001).

As plantas séo recursos que 0 homem tem facil acesso, portanto ao longo dos séculos o
conhecimento empirico se aprofundou tornando-se rico em espécies utilizadas para tratar as
mais diversas enfermidades. Estudos tem demostrado que inimeras plantas tém apresentado
propriedades gastroprotetora. Pode-se citar Syngonanthus arthrotrichus. (BATISTA et al.,
2004) e Byrsonima crassa, que possuem compostos que atuam como “varredoras” de espécies
reativas de oxigénio na superficie da mucosa gastrica, Abarema cochliacarpos (Fabaceae) que
conforme apresenta atividade antiulcerogénica em modelos animais induzidos por etanol, com
indicativo de atividade gastroprotetora e cicatrizante de ulceras (SANNOMIYA et al., 2005).

Outro dado relevante é a atividade cicatrizante de Ulceras apresentada pela glicirrizina,
uma saponina triterpénica de Glycyrrhiza glabra (Fabaceae). Estudos mostram que as
glicirrizinas atuam inibindo a 15-hidréxi-prostaglandinadesidrogenase, uma enzima
inativadora das prostaglandinas E2, com isso, aumentando a concentragdo local de
prostaglandinas, promotoras da secrecdo de muco e proliferacdo celular no estbmago. Ja as
espéecies Melissa officinalis (GURBUS et al., 2000), Mentha piperita, Silybum marianum
(KHAYYAL et al., 2001), Brassica oleracea, Maytenus aquifolium, Symphytum officinalis,
Zolernia ilifolia produzem atividade gastrprotetora dose-dependente, reduzindo a acidez e
aumentado a secre¢do de mucina, reducdo de leucotrienos e elevacdo da producdo e liberacao
de PGE2 (ALONSO, 1998).

Em estudo realizado por Fernandes et al. (2010), as espécies Cenostigma macrophyllum
(Fabaceae) e Parkia platycephala (Fabaceae) demonstraram atividade gastroprotetora contra
lesBes induzidas por etanol absoluto e etanol acidificado, com indicativo participacdo da via
do Oxido Nitro Sintase (NOS) e também de mecanismos antioxidantes através do aumento da
catalase. O extrato etandlico de Caesalpinia pyramidalis exibe acBes gastroprotetoras
dependente da dose, em modelos de ulceras induzidas por etanol e indometacina (RIBEIRO,
2013). O mecanismo de acdo possivelmente esta relacionado a uma interagdo com sulfureto

de hidrogénio enddgeno e reducdo do processo inflamatorio, com o desequilibrio entre os
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mediadores pro-inflamatério e anti-inflamatdrios. S&o varias as evidéncias do potencial
gastroprotetor de espécies vegetais, especialmente as pertencentes a familia Fabaceae. Por
tanto, a possibilidade de a espécie Pentaclethra macroloba apresentar atividade
gastroprotetora € real aliado ao fato de ter um uso popular bem consolidado para a referida
atividade. Assim torna-se fundamental uma criteriosa investigacdo cientifica que possibilite
evidenciar sua eficicia para tratar gastrite, bem como garantias de seguranca em sua

utilizacdo terapéutica.

3.7 CONSIDERACOES SOBRE A ESPECIE Pentaclethra macroloba (WILLD.)
KUNTZE

A espécie Pentaclethra macroloba uma planta da familia Fabaceae, subfamilia
Mimosoideae, e do género Pentaclethra, 0 mesmo apresenta trés espécies nativas da floresta
tropical (Pentaclethra macroloba, Pentaclethra macrophyla e Pentaclethra filamentosa),
conhecida popularmente como “Pracaxi” € encontrada na regido Amazénica, especificamente
no Estado do Amapa. A Pentaclethra macroloba apresenta como caracteristicas botanicas
altura de 8-35m, dotada de copa mais ou menos arredondada. Tronco ereto e cilindrico, com
casca rugosa, de 35-55 cm de didmetro. Folhas compostas bipinadas, com flores perfumadas
de cor branca. Fruto em forma de vagem, achatado, deiscente, glabro, lenhoso, de 8-16 cm de
comprimento, com 4-6 sementes grandes (LORENZI, 2002; VIANA et al., 2004,
PERREIRA, 2012).
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Figura 3:
Y.\ ¥ s

Pentaclethra macroloba (Pracaxi).

Fone: Arqivo Pessoal.

Essa espécie é amplamente utilizada pela populacdo amazénica para a cicatrizacdo de
Ulceras gastricas e picadas de serpentes sendo seu Oleo utilizado também para reumatismo,
asma, bronquite e inflamacgdo. Estudos cientificos demonstram que cascas e folhas de P.
macroloba apresentam atividades antidiarreicas, vermifugas, e cicatrizante (WILBERT;
HAIEK, 1991; JOHNSTON; COLQUHOUN, 1996; PEREIRA, 2012). Estdo ainda associadas
a P. macroloba as atividades, larvicida das saponinas monodesmosidicas contra o Aedes
aegypiti (L50 =18,6 = 0,29 ug/mL) (SANTIAGO et al., 2005; GARCEZ et al., 2013) e
atividade anti-hemorrégica frente o veneno de Bothrops atrox, através do isolamento de
saponinas triterpérnicas denominadas de Macrolobina A e B (SILVA et al., 2005; SILVA et
al., 2007). Estudos relatam a atividade inseticida de suas sementes (CHUN et al., 1994).

A anélise do 6leo proveniente das sementes demostra predominancia de &cidos graxos e
saponinas, onde esses acidos sdo: acidos oleico (44,32%), lignocérico (14,81%), linolénico
(2,30%), acidos estedrico (2,14%) e lignocérico(2,14%), palmitico (2,04%), linoleico
(1,96%), miristico (1,21%), laurico (1,3%), &cido beénico (19%), concentragdo seis vezes

maior do que a concentracdo do mesmo no 6leo de amendoim (PEREIRA, 2012). Contudo,



33

até o momento ndo havia informagdes de estudos avaliando a atividade gastroprotetora da
espécie, sendo fundamental sua investigacao.

Estudos fitoquimicos com as cascas do caule de P. macroloba demonstraram a presenca
de compostos quimicos como saponinas triterpénicas. Conforme Viana et al. (2007), as
substancias, 3-b-O-D-glicopiranosilestigmasterol e duas saponinas denominadas de &cido 3-b-
O-a-L-arabinopiranosil (2-1)-a-L-ramnopiranosil- olean-12-eno-28-6ico (2) e o derivado
peracetilado do acido 3-O-Oib-D-glicopiranosil  (1-2)-[a-L-ramnopiranosil-(1-2)]-a-
arabinopiranosil-olean-12-eno-28-6ico foram verificadas.

4 MATERIAL E METODOS

A execucdo dos diversos protocolos experimentais ocorreu no Laboratorio de
Experimentacdo Animal-LEA, do Departamento de Ciéncias Bioldgicas e da Salde, da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP, situado na Rodovia Juscelino Kubitscheck, Km-
02 - Zerdo — Macapd, AP- Brasil.

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

O material botanico da espécie Pentaclethra macroloba foi coletado no distrito da
Fazendinha, Macapa, Amapa, Brasil (0°03'08.3"S 51°06'26.2"0). Durante a coleta foi
preparada uma exsicata que foi depositada no Herbario do Instituto de Pesquisas do Estado do
Amapa (Rod. Juscelino Kubistchek, Macapa-Ap) e tombada com o numero 018803.
Posteriormente, o material foi encaminhado para o Laboratorio de Experimentagdo Animal
(LEA), da Universidade Federal do Amapa (UNIFAP) para processamento.
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4.2 OBTENCAO DO EXTRATO METANOLICO DE Pentaclethra macroloba

As cascas do caule foram secas em estufa de ar circulante a 40° C, por
aproximadamente, 72h. O material vegetal seco foi triturado em moinho de facas onde foi
obtido um po6 grosso, o qual passou por um processo de maceracgdo a frio, utilizando como
solvente metanol, na propor¢do 1kg de p6 para 5L de metanol (1.5, peso/volume) e com
agitacdo a cada 24 h durante 7 dias. A solucdo extrativa resultante foi filtrada e concentrada
em evaporador rotativo sob vacuo a uma temperatura proxima a 50°C para evaporacdo do
solvente, obtendo um extrato mole que foi armazenado em recipiente para evaporacdo dos
possiveis residuos de solvente até a obtencdo do extrato secobruto de Pentaclethra macroloba
(EMPM) conforme Figuras 4 e 5, seu rendimento foi de 15%. Para a realizacdo do
experimento o extrato foi pesado e ressolubilizado em uma solugcdo de DMSO (15%) para

obtencdo de diferentes concentracdes.

Figura 4: Fluxograma de preparacao do extrato metandlico de Pentaclethra
macroloba.

As cascas foram secas em estufa a 40°C

NS

O material foi triturado em moinho de facas

NI

Maceracéo a frio metanol, agitacdo a cada 24 h, durante 7 dias

N/

O extrato foi filtrado e concentrado em rotaevaporador

2

Obtencéo do extrato EMPM

Fonte: Arquivo Pessoal.
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Figura 5: Extrato seco de Pentaclethra macroloba.

Fonte: Arquivo Pessoal.

4.3 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto foi aprovado pelo comité de éticas no uso de animais — CEUA — da
Universidade Federal do Amapé sob parecer 006/2015 de acordo com o0 que preconiza a Lei
11.794, de 2008, conhecida como Lei Arouca.

4.4 ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) machos pesando entre 250-350
gramas e Camundongos Swiss (Mus muscululus) albinos, pesando 25 a 35 gramas
respectivamente, os quais foram provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas-PA.
Sendo aclimatados por um periodo de 5-7 dias a uma temperatura de 23+2°C. Obedecendo a
um ciclo de claro-escuro de 12 horas controlado, com &gua e racdo ad. libittum até o dia do

experimento.
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Para a eutandsia dos animais apds os experimentos, foi utilizado uma associacdo de
Ketamina e Xilasina (40 e 5 mg/kg) respectivamente assim como para a anestesia,
administrados via intraperitoneal, de acordo com o Conselho Nacional de Controle de
Experimentacdo Animal, Resolu¢do Normativa N° 13, de 20 de setembro de 2013.

Os descartes das carcacgas foram realizados de acordo com o Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratorio da FCF-IQ/USP de 2013. As carcagas foram
coletadas em sacos brancos identificados com o simbolo de risco bioldgico, lacradas, e

acondicionadas no freezer, até a coleta pela empresa contratada para descarte Tratalix LTDA.

45 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS

Para determinacdo da atividade e mecanismo de acdo antiulcerogénica foram utilizados:
cimetidina 100 mg/kg (Neo quimica), &cido cloridrico P.A (Alphatec), bicarbonato de sédio
(Alphatec), cloreto de sddio (Alphatec), Cetoprofeno (Sanofi) indometacina (Sigma Aldrich),
carbenoxolona (Sigma Aldrich), xilazina (Vetbrands), quetamina (Ceva), alcool metilico
(Alphatec), alcool etilico P.A (Alphatec), dimetilsulféxido-DMSO (Prolab) Todas as drogas

foram preparadas imediatamente antes do uso.

4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na avaliacdo da atividade antiulcerogénica do extrato foram realizados experimentos de
inducdo de Ulcera gastrica com base em fatores etiolégicos da doenga no homem como, etanol
acidificado, AINEs e também para investigar o envolvimento de agentes protetores como: o
Oxido nitrico e os grupamentos sulfidrilicos no mecanismo de acdo gastroprotetora de EMPM.
Cada modelo experimental teve seu respectivo grupo controle negativo (Dimetilsulfoxido-
DMSO 15%) e grupos testes, onde foi administrado o EMPM, em trés niveis de dose (100,
250, 625 mg/Kg). Os animais, antes de cada tratamento, foram submetidos a jejum e mantidos

em gaiola especial, para evitar a coprofagia, com livre acesso a agua.
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Apo6s cada protocolo experimental os animais tiveram seus estdbmagos dissecados,
abertos através da grande curvatura, lavados em solucéo fisiologica e escaneados. Sendo as
imagens obtidas analisadas através do software “EARP” para aferir as areas de lesdo e
determinar os seguintes parametros: (a) area total da lesdo (ATL), (b) porcentagem de &rea de
lesdo em relacdo a &rea do estdbmago total, (c) indice de lesdes ulcerativas (ILU); (d)
porcentagem inibicdo ou cura (ANDRADE et al., 2008).

(@) Y Area Total da Lesdo (mm?) (ATL);

(b) Percentagem de Ulceras: Percentagem de Area de Lesdo em relagdo a Area do
Estébmago Total,

%=> Area dalesio X100
Area Total do estdmago

(c) indice de Lesdes Ulcerativas (ILU);
Nivel 1: pontos hemorragicos < Imm?
Nivel 2: ulceragdes de 1 a 3mm?
Nivel 3: ulceragdes profundas > 3mm?
ILU= (3, Nivel 1) + (2x > Nivel 2) + (3x > Nivel 3)

(d) Percentagem Inibicéo ou Cura;

%IC= 100 —ILU tratado X 100
ILU controle
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4.6.1 Modelo de Inducdo de Ulcera por Etanol Acidificado

Este método foi baseado no modelo de Mizui e Doteuchi (1983), com modificacdes. Os
animais foram deixados de jejum por 24 horas, 0s grupos experimentais, constituidos por 4
grupos (n=5) de camundongos Swiss, foram tratados por via oral. Um grupo de animais
recebeu o veiculo (controle negativo) e os demais receberam extrato nas doses (100, 250 e
625 mg/kg). Apd6s 50 minutos dos tratamento induziu-se a lesdo gastrica através da
administracdo do agente lesivo etanol acidificado (0,3M de HCI em etanol 60%) na proporc¢éo
de 100 mL/kg de peso. Uma hora apds a administracdo do agente lesivo 0s animais foram
eutanasiados para a retirada e analises dos estdmagos e determinacdo dos pardmetros

supracitados.

4.6.2 Inducéo de Ulcera por Droga Antiinflamatdria Nao Esteroidal (DAINE)

O experimento foi realizado segundo a metodologia descrita por Rainsford (1987), com
modificacbes. Apds 24 horas de jejum os ratos foram divididos em 4 grupos (n=5). Onde os
animais do grupo | foram tratados com o veiculo (controle negativo) e os grupos Il, Il e IV
foram tratados com EMPM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg), respectivamente por via oral
(v.0). Apds 1h e 30 minutos foi administrado o agente indutor indometacina (100 mg/kg), por
via oral e 0,2 mL de cetoprofeno (i.m). Os animais foram eutanasiados 12 horas apds o
estimulo lesivo para a retirada dos estdmagos e determinacdo dos parametros supracitados.
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4.6.3 Avaliacdo dos Mecanismos de A¢ao Envolvidos na Atividade Antiulcerogénica do
EMPM

4.6.3.1 Inducéo de Ulcera por Ligadura do Piloro e Analise do Suco Gastrico

Foi adotado o modelo descrito por Shay et al. (1945) com modificacdes, onde 0s
parametros do suco gastrico foram avaliados sob o efeito do extrato administrado no intuito
de avaliar o efeito local e sistémico do extrato. Apos 24 horas de jejum o0s camundongos
foram divididos em 3 grupos (n=6, cada), tratados por via oral e 3 grupos (n=6, cada), por via
intraduodenal. Para o tratamento por via oral foram administrados respectivamente, extrato
(625 mg/kg) (teste), cimetidina 100 mg/kg (controle positivo) e veiculo (controle negativo),
30 min antes da ligadura do piloro. Decorrido 30 min da administragdo dos tratamentos 0s
animais foram anestesiados com cetamina (40 mg/kg) + xilazina (5 mg/kg) (injetavel),
posteriormente foi realizado uma tricotomia seguida da incisdo longitudinal logo abaixo da
apofise xifdide para a amarradura do piloro com fio de sutura. Logo apdés a ligadura do piloro,
suturou-se as incisdes. Apo6s 4h os animais foram eutanasiados e as incisdes reabertas e
realizadas a ligadura da cardia (para preservacdo do conteldo gastrico) para retirada do
estbmago. Na avaliacdo do efeito exclusivamente sistémico a via intraduodenal de
administracdo foi utilizada apds a ligadura do piloro, para os grupos: extrato (625 mg/kg),
cimetidina 100 mg/kg (controle positivo), veiculo (controle negativo), como descrito
anteriormente. Decorridas 4h, os animais foram eutanasiados e procedidas as retiradas dos
estdmagos, bem como coleta do conteido gastrico como supramencionado. Para cada via de
administracdo e diferenciados tratamentos, foi determinada a ATL, ILU, % de Ulceras e % de
Cura, e os parametros fisico- quimicos como volume do suco gastrico, a acidez total com
auxilio de pHmetro (pH2, Labmeter) e a acidez livre (mEqg/mL/4h), atraves de titulacéo
simples com solucdo de hidréxido de sodio (NaOH 0,01 N) e fenolftaleina (2%) como

indicador &cido-base).
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4.6.3.2 Avaliacho da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos na Atividade

Antiulcerogénica

Ratos Wistar, sob jejum de 24 horas foram separadas em 6 grupos, onde 3 grupos
receberam pré-tratamento salina 0,9% - 10mL/kg intraperitonealmente. Os 3 grupos restante
receberam pré-tratamento com NEM (N-etilmaleimida) 10mg/kg, pela mesma via. A droga
NEM apresenta a propriedade de quelar as pontes de dissulfeto, responsaveis pela manutencdo
da conformacao da barreira mucosa. Decorridos 30 minutos, cada grupo experimental recebeu
(v.0) seu tratamento correspondente (veiculo, carbenoxolona 100 mg/kg e extrato 625 mg/kg).
Depois de 60 minutos, os animais receberam um volume fixo de 1mL de etanol absoluto
(v.0), sendo sacrificados apds 1 hora deste Ultimo tratamento. Os estdmagos foram retirados e
abertos pela grande curva, para analises e determinacdo dos parametros supramencionados,

conforme fluxograma apresentado na figura 6. (MATSUDA et al., 1999).

Figura 6: Fluxograma da avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos na

gastroprotecao.
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® ® ® ®
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99.5%
1-Solucio salina Carbenoxolona
(0,9%) 10mg/kg A
Eutanasia
1-Solucio salina EMPM 625mg/kg dos animais,
(0,9%) estomagos
- retirados,
2-NEM (10mg/kg) Veiculo abertos e
escaneados.
2-NEM (10mg/kg) Carbenoxolona
100me/ke
2-NEM (10mg/kg) EMPM 625mg/kg
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4.6.3.3 Avaliagio da Participacio do Oxido Nitrico (NO) na Atividade Antiulcerogénica

Ratos Wistar, em jejum por 24 horas, foram divididos em 6 grupos, onde 3 foram pré-
tratados com injecdo intraperitoneal de L-NAME (N-nitro-L-arginina metil ester) 70mg/kg
(i.p), inibidor da NO-sintase, enquanto 0s outros 3 grupos receberam como pré-tratamento
salina 0,9% (10mL/kg), pela mesma via. Ap6s 30 minutos, 0S grupos receberam 0s
respectivos tratamentos (veiculo, carbenoxolona 100 mg/kg e extratos 625 mg/kg, v.0). Apds
60 minutos, os animais foram tratados pela via oral com 1mL de etanol absoluto 99,5%. Os
animais foram sacrificados apds 1 hora, as imagens foram analisadas utilizando o software
especifico “EARP” para os procedimentos de medidas e classificacdes das lesdes gastricas, de
acordo com a figura 7 (ARRIETA et al., 2003).

Figura 7: Fluxograma da avaliagio da participacdo do Oxido Nitrico (NO) na
Atividade Antiulcerogénica.
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1-Solucio salina Veiculo 1 mL Etanol
(0,9%) absoluto
99,5%
1-Solucio salina Carbenoxolona
o
(0,9%) 10mg/ke Eutanasia
1-Solucio salina EMPM 625mg/kg dos animais,
(0,9%) estomagos
’ retirados,
2- (L-NAME Veiculo abertos e
70me/ke) escaneados.
2- (L-NAME Carbenoxolona
70mg/kg) 100mg/kg
2- (L-NAME EMPM 625mg/kg
70mg/kg)
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4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média £ e.p.m e analisados utilizando Analise de
Variancia uma via (ANOVA one-way) seguida pelo pos-testes de Dunnett para comparacdes
multiplas. Nos casos de comparagdo entre dois grupos foi usado o teste t. Os valores foram
considerados significativos quando p<0,05. O programa utilizado para estas analises foi
GraphPad Prism versdo 5.01.
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5 RESULTADOS

5.1 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ACIDIFICADO

Os resultados mostraram que os animais tratados com EMPM nas doses (100, 250, 625
mg/kg) tiveram uma reducéo significativa da area total lesionada, frente aos animais tratados
com veiculo. Quando se avaliou a percentagem de Ulceras (%) na mucosa gastrica dos animais
tratados com EMPM (100, 250, 625 mg/kg) constatou-se uma reducdo muito significativa
quando comparado com o grupo de animais tratados com veiculo. Houve reducdo
significativa do indice de Lesdo Ulcerativa (ILU) dos animais que receberam o EMPM (100
mg; 250 mg; 625 mg) frente aos animais que receberam veiculo. Quando calculado a
percentagem de cura (%) os valores encontrados foram (96%,) para a dose de 100mg/kg,
(98,5%) para a dose de 250 mg/kg e (100%) para a dose de 625 mg/kg, conforme pode ser
observado na Figura 8 e 9 e Tabela 1.

Figura 8: Imagens dos estdmagos apos inducdo de Ulcera por etanol acidificado,
(A)controle negativo; (B) EMPM 100 mg/Kg; (C) EMPM 250 mg/kg; (D) EMPM 625
mg/Kg.

A C
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Figura 9:Efeito da administracdo oral do EMPM nas doses de (100, 250 e 625mg/kg) sobre o
pardmetro &rea total lesionada (mm2) em modelos de Ulceras gastricas induzidas por etanol
acidificado em camundongos.
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Os resultados foram expressos como média = e.p.m. (n=5). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: ~ p<0,001, veiculo vs. EMPM (625, 250, 100 mg/kg).

Tabelal: Efeito da administracao oral do EMPM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg) sobre
os parametros ILU, % de Ulceras e % de Cura em modelos de Ulceras gastricas induzidas por
etanol acidificado em camundongos.

Tratamento (v.0) I.LU % de Ulceras % de cura
VEICULO 214.67+49.30 30.48+8.32 0,0-+0,00
EMPM 100 8.41+ 3.43™ 1.62+0.58"# 96,08%:=1,55
EMPM 250 3.18+2.20™ 0.68+0.42%# 98,51%z+1,02
EMPM 625 0,00+0,00" 0,00+0,00%# 100%=+0,00

Os resultados sdo apresentados como meédia + e.p.m. Foi utilizada a andlise de varidncia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Dunnett: *p<0,001 EMPM nas doses de 100, 250 e 625 mg/kg vs.
Veiculo, ILU. ##p<0,001 EMPM, nas doses de 100, 250 e 625 mg/kg vs. Veiculo, % de Glceras.



45

52 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ANTIINFLAMATORIOS NAO
ESTEROIDAIS-AINES

No modelo de inducdo de Ulceras gastricas tendo como agente lesivo antiinflamatorios
néo esteroidais (indometacina 100mg/kg + cetoprofeno 0,2mL). Os resultados mostram que
quando avaliado a area total lesionada o extrato metanolico de P. macroloba (EMPM) na dose
de (625mg) reduziu de forma significativa a area total das lesdes quando comparado com o
controle negativo. Os resultados mostraram que houve diferenca estatistica do ILU nos
animais que receberam o EMPM na dose de (625 mg) frente ao veiculo. A analise da % de
Ulceras na mucosa gastrica dos animais tratados com EMPM nas doses (625 mg/kg)
demostrou uma reducdo quando comparados com o grupo controle negativo (veiculo).
Quando calculado a percentagem de cura os valores encontrados foram de (53%) para a dose
de 100mg/ Kg, (54%) para a dose de 250 mg/Kg e (84.33%) para a dose de 625 mg/Kg. Estes

resultados estdo ilustrados na Figura 10 e 11 e na Tabela 2.

Figura 10:lmagens dos estdbmagos apds inducdo de ulcera por (indometacina +
cetoprofeno), (A) controle negativo; (B) EMPM 100 mg/kg; (C) EMPM 250 mg/kg; (D)
EMPM 625 mg/kg.
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Figura 11:Efeito da administracdo oral do EMPM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg) sobre
0 parametro area total lesionada (mmz2) em modelos de Ulceras géstricas induzidas por AINEs
em ratos.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=5, por grupo). Foi utilizada a Andlise de
Variancia de uma Via (ANOVA), sequido do teste de Dunnett: “"p<0,01 comparado o grupo controle
negativo (veiculo) vs. extrato (625 mg/kg).

Tabela 2: Efeito da administracao oral do EMPM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg) sobre
o0s parametros ILU, % de Ulceras e % de Cura em modelos de Ulceras gastricas induzidas por
AINEs- (indometacina + cetoprofeno).

Tratamento (v.0) I.L.U % de Ulceras % de Cura
VEICULO 10,77+2,77 0,80+0.02 0,00+0,00
EMPM 100 4,96%0,75 0,48%0,05 53,94%z27,00
EMPM 250 4,94+1,82 0,413+0,13 54,10+16,91
EMPM 625 1,68+0,966"" 0,15+0,08** 84,33+8,97

Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m (n=5). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: **p<0,01 EMPM na dose de (625 mg/kg) vs. veiculo,
ILU. "*p<0,01 EMPM dose de 625 (mg/kg) vs. veiculo, % de Ulceras.
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53 AVALIAQAO DE MECANISMOS DE ACAO ENVOLVIDOS NA ATIVIDADE
GASTROPROTETORA DE Pentaclethra macroloba

Com base nos resultados positivos verificados nos diferentes modelos de Ulcera gastrica
surgiu o interesse em avaliar a possivel participagdo dos grupamentos sulfidrilicos e do 6xido
nitrico no efeito gastroprotetor do EMPM,

5.3.1 Efeito da administracéo Intraduodenal do EMPM (625 mg/kg) e Cimetidina em
Ulceras Gastricas Induzidas por Contensdo do Suco Gastrico por meio da

Ligadura do Piloro em camundongos.

Na avaliacdo do Extrato metandlico de P. macroloba administrado por via
intraduodenal, utilizando 0 modelo de ligadura do piloro em camundongos, se observou que o
EMPM (625 mg/kg) e a cimetidina (100 mg/Kg) apresentaram reducdo da ATL, quando
comparado com o grupo controle negativo que recebeu o veiculo. Foi verificado também
inibicdo do ILU e da % de Ulceras. Quando se calculou a percentagem de cura os valores
foram de 63,71% para 0 EMPM (625 mg/kg) e 73,00% para Cimetidina (100 mg/kg). Como
mostra a Figura 12 e a Tabela 3.
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Figura 12:Efeito da administracdo intraduodenal do EMPM 625 mg/kg) sobre o parametro
area total da lesdo em Ulceras gastricas induzidas por contensdo do suco gastrico por meio da
ligadura do piloro.
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Os resultados estdo expressos como médiate.p.m n=(6). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett: “p<0,05 (EMPM 625 mg/kg) vs. (Veiculo).

Tabela 3: Efeito da administracao intraduodenal do EMPM (625 mg/kg) sobre os parametros
ILU, % de Ulceras e % de Cura em Ulceras gastricas induzidas por contensdo do suco gastrico
por meio da ligadura do piloro.

Tratamento I.LU % de Ulceras % de Cura
(via intraduodenal)

VEICULO 24,38+3.72 3,56+0.49 0,00
CIMETIDINA 6,57+2.03 0,01%0.00 73,00%:8,33
EMPM (625 mg/kg) 8,84+5,59" 0,01+0,00 63,71%1+22,95

Os resultados estdo expressos como médiate.p.m n=(6). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA seguido do teste de Dunnett): “p<0,05 (EMPM 625 mg/kg) vs. (Veiculo), ILU. ““p<0,01
quando se comparou (EMPM 625 mg/kg) vs. (Veiculo), % de Ulceras.
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5.3.1.1 Avaliacdo dos Parametros Fisico-quimicos do Suco Géstrico apds Ligadura do Piloro

via Intraduodenal

No estudo do modelo de ligadura do piloro os pardmetros fisico-quimicos do contetdo
estomacal dos camundongos foram investigados, como volume do suco gastrico, pH e
concentracdo de ions H*, posteriormente a administracdo intraduodenal do veiculo, cimetidina
(100 mg/kg) e EMPM (625 mg/kg). O extrato administrado por via intraduodenal néo alterou
estes parametros de maneira significativa. Nos animais tratados com cimetidina se observou
aumento significativo do pH somado a diminuicdo da concentracdo de H*, contudo ndo

ocorreu alteracdo do contetdo gastrico. Conforme Tabela 4.

Tabela 4: Efeito da administracdo intraduodenal do EMPM (625 mg/kg, cimetidina e veiculo)
sobre os Pardmetros Fisico-Quimicos do suco gastrico apos a ligadura do piloro em
camundongos.

Tratamento Volume (mL) pH [H+]
(mEg/mL/4h)
VEICULO 325x10°%+59x10°  5300x103+574x10° 2x10°+0,7x10°3
CIMETIDINA 240x10%45x10°  665x103+189x10%" 1x103+0,07x10%"
EMPM (625 mgrkg) 208x10-z;_r35x10-3 4973x10-3nl;429x10-3 1x10'3"_;8,2x10'3

Os resultados estdo expressos como médiate.p.m n=(6). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA seguido do teste de Dunnett). “p<0,05. (ns = diferenca nio significativa).
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5.3.2 Efeito da Administracdo Oral do Veiculo, Cimetidina e EMPM (625 mg/kg) em
Ulceras Gastricas Induzidas por Contensdo do Suco Gastrico por meio da

Ligadura do Piloro em camundongos.

Na avaliacdo do Extrato metandlico de P. macroloba administrada por via oral,
utilizando o modelo de ligadura do piloro em camundongos, se observou que 0 EMPM (625
mg/kg) e a cimetidina (100 mg/Kg) ndo apresentaram diferenca significativa sobre a ATL,
ILU e % de ulceras quando comparados com o grupo controle negativo (veiculo). Quando se-
calculou a percentagem de cura os valores foram de 21,61% para o EMPM (625 mg/kg) e
52,23% para Cimetidina (100 mg/kg). Como mostra a Tabela 5.

Tabela 5: Efeito da Administragdo Oral do EMPM (625 mg/kg, cimetidina e veiculo) sobre
os parametros ATL, ILU, % de Ulcera e % de Cura em Ulceras gastricas induzidas por
contensdo do suco gastrico por meio da ligadura do piloro.

Tratamento ATL I.LU % de Ulceras % de Cura
(via intraduodenal)

VEICULO 5,14+1,15 10,50+2,86 1,82+0,56 0,00+0,00
CIMETIDINA 1,48+0,58 1,63+0,62 0,20+0,09 52,26+15,12
EMPM (625 mg/kg) 3,83+1,37™ 8,22+3,58™ 1,56+0,55™ 21,65+34,12"

Os resultados estdo expressos como médiate.p.m. (n=6). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett. (ns = diferenca ndo significativa).
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5.3.2.1 Efeito da Administracdo Oral do EMPM (625 mg/kg sobre os Pardmetros Fisico-

Quimicos do Suco Gastrico apo6s a Ligadura do Piloro em camundongos.

No modelo de ligadura do piloro os parametros fisico-quimicos do contetdo estomacal
dos camundongos foram investigados, como volume do suco gastrico, pH e concentracdo de
fons H*, posteriormente a administragcdo oral da do veiculo, cimetidina (100 mg/kg) e EMPM
(625 mg/kg). O extrato administrado por via oral ndo alterou nem um dos parametros
avaliado. J& os animais que receberam cimetidina apresentaram aumento do pH e da
concentracdo de H* quando comparado com o veiculo, porém nédo alterou o volume do

conteddo gastrico.

Tabela 6: Efeito da administracdo oral do EMPM (625 mg/kg, cimetidina e veiculo) sobre os
Parametros Fisico-Quimicos do suco gastrico apés a ligadura do piloro em camundongos.

Tratamento Volume (mL) pH [H+]
(mEg/mL/4h)
VEICULO 478x10°+123x10°° 5163x103+502x10° 1,4x10°+0,2x10°
-3 -3 -3 -3* -3 -3*
CIMETIDINA 380x107°£97x10 6670x107°+134x10 0,56x107°£0,07x10
-3 -3 -3 -3 -3 -3
EMPM 81410 r]isll3x10 5194410 r5566x10 0,88x10 n-s_F0,2x10
(625 mg/kg)

Os resultados estdo expressos como médiate.p.m n=(6). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA) seguido do teste de Dunnett. “p<0,05. (ns = diferenca nao significativa).
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5.3.3 Avaliacdo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos (SHs) na Atividade
Antiulcerogénica do EMPM

No protocolo que avaliou a participacdo do grupamento sulfidrilico na gastroprotecao
mediada pela P. macroloba. Observou-se que quando foi realizado o pré-tratamento com a
salina e tratamento com (EMPM 625 mg/kg) ocorreu inibicdo da &rea total lesionada quando
comparado com o grupo controle negativo (veiculo). Quando comparado o EMPM na dose de
(625 mg/kg) vs. o grupo tratado com a droga padrdo (carbenoxolona) o0 mesmo apresentou
inibicdo da area total lesionada. Quando os animais foram submetidos ao pré-tratamento com
NEM droga que quela as pontes dissulfetos e tratados com 0 EMPM na dose de (625 mg/kg)
ou carbenoxolona (100mg/kg) ocorreu um aumento da area total lesionada, contudo o0 EMPM
(625 mg/kg) mesmo na presenca do NEM apresentou area total lesionada menor que 0 grupo
tratado com a droga padrdo. Em relacdo ao indice de Lesdo Ulcerativa-ILU quando foi
realizado pré-tratamento com a salina e tratamento com (EMPM 625 mg/kg) ocorreu inibicéo
da lesdo quando comparado com o grupo controle (veiculo) e quando comparado com a droga
padrdo (carbenoxolona). Quando os animais foram submetidos ao pré-tratamento com NEM
ocorreu aumento do indice de Les&o Ulcerativa (ILU), porém o EMPM apresentou indices de
lesdo menor que a droga padrao carbenoxolona. Os resultados apresentados para % de Ulceras
quando foi realizado pré-tratamento com a salina e tratamento com (EMPM 625 mg/kg)
demonstrou que ocorreu inibigdo significativa quando comparado com grupo controle
(veiculo) e quando comparado com a droga padrdo (carbenoxolona). Quando os animais
foram submetidos ao pré-tratamento com NEM ocorreu aumento significativo da % de
Ulceras, entretanto o grupo tratado com EMPM (625 mg/kg) apresentou um percentual de
Ulceras menor que o grupo tratado com a droga padrdo. Conforme ilustrado na Figura 13 e
Tabela 7.
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Figura 13:Avaliacdo da Participacdo dos Grupamentos Sulfidrilicos (SHs) na atividade
antiulcerogénica do EMPM 625 mg/kg.
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Os resultados foram expressos como média + e.p.m n=(5). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA): “7p0,001 (Salina+Veiculo) vs. (Salina + EMPM 625 mg/kg) "p<0,05 (Salina+
Carbenoxolona) vs. (Salina+tEMPM). “"p<0,001 quando se comparou (NEM + Veiculo) vs. (NEM +
EMPM 625 mg/kg); "*p<0,01 ( NEM + Carbenoxolona) vs. (NEM + EMPM 625mg/kg). A
comparagdo entre 0s grupos ndo-blogueados e bloqueados usou-se o teste “t”de Student: p<0,01
(Salina + Carbenoxolona) vs. (NEM + Carbenoxolona).
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Tabela 7: Avaliacdo da participacdo dos grupamentos sulfidrilicos (SHs) na atividade
antiulcerogénica do EMPM.

Pre- Tratamento (v.0) I.L.U % de Ulceras % Cura
tratamento
VEICULO 115,34+24,89 4,03+0,70 0,00+0,00
SALINA CARBENOXOLONA 79,03+18,13 3,18+0,60 31,45+15,72
EMPM 625 0,00+0,007*  0,00+0,00™"* 100%0,00
+
) 270,19452,02  14,29+2,21 0,00+0,00
VEICULO
218,3+27,76 8,54+1.15 46,68+15,61
NEM (i.p) CARBENOXOLONA
EMPM 625 26,12+8,29™"  1,23+0,36" 93,62+2,02
++ ++

Os resultados foram expressos como média * e.p.m (n=5). Foi utilizada a analise de variancia de uma
via (ANOVA): “p< 0,01 quando se comparou (Salina + Veiculo) vs. (Salina +EMPM 625 mg/Kg),
*p<0,05 (Salina +CARB) vs. (Salina + EMPM 625mg/kg), estudo do ILU""p<0,001 analizando-se
(Salina + DMSO) vs. (Salina +EMPM 625 mg/Kg), **p<0,01 (Salina + CARB) vs. (Salina + EMPM
625 mg/kg) % de Ulceras.

Apbs pré-tratamento com N-etilmalemeide (NEM): ““p<0,001 (NEM + Veiculo) vs (NEM +EMPM
625 mg/Kg); "*p<0,01 (NEM +CARB) vs (NEM + EMPM 625 mg/kg) ILU; ~“p<0,001 (NEM +
Veiculo) vs. (NEM +EMPM 625 mg/Kg); **p<0,01(NEM +CARB) vs (NEM + EMPM 625 mg/kg) %
de Ulceras. A comparacdo entre os grupos blogueados e ndo bloqueados foi feita pelo teste “t” de
Student: p<0,01(Salina + EMPM 625mg/kg) vs. (NEM + EMPM 625mg/kg).
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5.3.4 Avaliacio da Participacio do Oxido Nitrico (NO) na Gastroprotecdo do EMPM

O presente protocolo avaliou a participagdo do Oxido nitrico na atividade anti
ulcerogénica mediada pelo extrato metanolico de P. macroloba (625 mg/Kg). De acordo com
o0s resultados obtidos pode se observar que nos grupos cujo pre-tratamento foi feito com a
salina, tanto o EMPM (625 mg/kg) quanto a droga padrdo (Carbenoxolona) apresentaram
alteracOes significativas nos parametros aferidos (ATL, ILU, % de Ulceras e % de cura),
quando comparados ao grupo veiculo, Tabela 8. Podemos observar ainda, que o efeito do
extrato foi maior que a carbenoxolona. Quando os animais foram submetidos ao pré-
tratamento com L-NAME, um inibidor da enzima Oxido Nitrico Sintadse (NOS), constatou-se
que a eficécia tanto de EMPM quanto da Carbenoxolona foi diminuida quando comparado
com 0s respectivos grupos ndo submetidos a agdo do L-NAME. Tal resultado demonstra que
0 NO participa do mecanismo de acdo do extrato estudado, porém ndo € o Unico agente que
contribui para a gastroprotecdo, visto que, apesar de diminuida a eficicia ela ainda é

considerada uma diminuicéo parcial. Conforme ilustrado na Tabela 8.
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Tabela 8: Efeito do Extrato Metandlico de P. macroloba (625mg/Kg) em Ulceras Gastricas
Induzidas por Etanol Absoluto em ratos apds pré-tratamento com um inibidor da enzima

Oxido Nitrico Sintase (L-NAME).

Pré- Tratament ATL 1.L.U % de Ulceras % Cura
tratamento 0 (v.0)
VEICULO 46,2645,13  125,984+14,85 4,500,419 0,00+0,00
SALINA | CARBENO 26,94+1,16 62,57+2,66 3,24+0,63 49,51+2,30
XOLONA
EMPM 625 548+2,087" 12514562  0,688+0,266 90,06+4,46
++ ++ ++
VEICULO 42,47+1,08 122,44+27,87 3,55+1,46 0,00+0,00
CARBENO  42,44+9.29 80,71+2,69 4,16+0,77 34,07+2,22
L-NAME | XOLONA
(i.p)
EMPM 625 12,61+6,54"  33,24+4,95" 2,28+0,70 72,85+4,04
++

Os resultados foram expressos como média + e.p.m. ~ p< 0,001 quando se comparou (Salina +
Veiculo) vs. (Salina + EMPM (625 mg/Kg); **<0,01 (Salina + CARB) vs. (Salina + EMPM 625
mg/Kg) ATL; ~7p<0,001 (Salina + Veiculo) vs. (Salina + EMPM 625 mg/Kg); **p<0,01 (Salina +
CARB) vs. (Salina + EMPM 625 mg/Kg) estudo do ILU; ““p<0,001 (Salina + Veiculo) vs. (Salina +
EMPM 625 mg/Kg); **p<0,01 (Salina + CARB) vs. (Salina + EMPM 625 mg/Kg) estudo da % de
Ulceras.

Ap6s pré-tratamento com L-NAME: “~p<0,01 (L-NAME + Veiculo) vs. (L-NAME + EMPM 625
mg/Kg); *'p<0,01 (L-NAME + CARB) vs. (L-NAME + EMPM 625 mg/kg) ATL; ~'p<0,01 (L-
NAME + Veiculo) vs. (L-NAME +EMPM 625 mg/Kg) ILU.

A comparagdo entre os grupos bloqueados e ndo bloqueados foi feita pelo teste “t” de Student: p<0,05
(Salina + EMPM 625mg/kg) vs. (L-NAME + EMPM 625mg/kg).
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6 DISCUSSAO

O estudo da atividade de compostos com propriedades gastroprotetora baseia-se
primeiramente em demonstrar a capacidade de estes agentes atuarem na prevencdo ou
tratamento de lesbes ocasionadas por diferentes agentes, sendo uma preocupacao subsequente
a investigacao do mecanismo de acéo pelo qual ocorre essa gastroprotecao.

No nosso estudo investigamos primeiramente a atividade do extrato metanolico de P.
macrolobra (‘“Pracaxi”) frente a lesdes gastricas ocasionadas por dois importantes modelos de
inducdo Glceras, em animais, que mimetizam fatores causadores de Ulcera no homem. Bem
como avaliamos a interferéncia de EMPM na estimulacdo de reconhecidos mecanismos de
protecdo gastrica, como dos grupamentos sulfidrilicos e do 6xido nitrico. Outra preocupacédo
foi analisar a influéncia de EMPM sobre as caracteristicas do conteudo gastrico (volume,
acidez total e livre) e observar se o efeito do extrato se d& de forma local ou sistémica.

O primeiro protocolo de inducédo ulceras que realizamos foi a inducéo de lesdo gastrica
por etanol acidificado em camundongos. Essa lesdo, assim ocasionada é consequéncia de um
efeito direto deste agente sobre a mucosa do estbmago comprometendo sua integridade por
muitos mecanismos, como solubilizar a barreira de muco e bicarbonato, permitir o acesso de
fons H* advindos do limem, ocorrer a geracao de radicais livres, bem como a possibilidade de
producdo de danos a macromoléculas como o DNA (MIZUI; DOTEUCHI, 1983; LIMA et al.,
2009). Sendo assim, tal modelo é considerado adequado para investigar drogas com possivel
atividade citoproterora.

Para o modelo de ulceras induzida por Etanol acidificado, nossos resultados
demonstraram que o pré-tratamento de grupos animais com EMPM nas respectivas doses de
100, 250 e 625 mg/Kg, levou a um importante efeito gastroprotetor. O extrato foi capaz de
diminuir de forma significativa a area total lesionada (ATL), o percentual de Ulceras e o
indice de lesbes ulcerativas (ILU) para todas as doses utilizadas chegando a promover uma
percentagem de cura de 100 % para os animais que receberam a dose de 625 mg/kg, quando
comparados com 0 grupo que recebeu apenas 0 veiculo. Essa resposta gastroprotetora
apresentada pelo EMPM nesse protocolo experimental sugere que o extrato atua
possivelmente aumentando a defesa da mucosa géstrica o que sugere protecao frente a fatores

agressores locais. Os resultados obtidos estdo em conformidade com Fernandes et al., (2010)
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que evidenciou que a Parkia platycephala Benth. Planta pertencente a familia Fabaceae,
possui efeito gastroprotetor pelo modelo de Ulceras gastricas induzida por etanol acidificado.

Diante da caracterizacdo da atividade antiulcerogénica de P. macroloba, partimos para
avaliar se tal extrato também seria capaz de prevenir lesdes provocadas pelo uso de
Antiinflamatérios N&o Esteroidais-AINES, uma classe de medicamentos que tem como
principal efeito adverso o surgimento de lesGes gastricas, e € utilizada por mais de 30 milhdes
de pessoas, diariamente, em todo o mundo (LUZ et al., 2006; SUNG et al,. 2009).

Os AINES como piroxicam, indometacina e aspirina induzem a formacdo de Ulceras
géstricas de maneira multifatorial e através de efeitos locais e sistémicos. No que se referem a
atividade citotoxica local dos AINEs, estes podem ocasionar diminuicdo da secre¢do de muco
e bicarbonato, causar dano a camada de fosfolipidios que reveste a superficie mucosa,
comprometendo suas propriedades hidrofdébicas, levando a quebra da integridade da
membrana e aumento de sua permeabilidade (PHILLIPSON et al., 2002; LIKHTENBERGER
etal., 2006; BAUMGARTNER et al., 2009).

Os efeitos sistémicos dos AINEs envolvem inibicdo da enzima Ciclooxigenase (COX), e
consequente bloqueio da sintese de prostaglandinas citoprotetoras, levando ao
comprometimento dos mecanismos de protecdo da mucosa gastrica, como regulacdo da
secrecao acida, producdo de muco e bicarbonato, entre outros (MUSUMBA et al., 2009).

Os mecanismos dos farmacos que sdo usados para diminuir as lesdes gastricas causadas
por indometacina (AINE) relatada na literatura incluem abertura de canais de potassio ATP
dependentes, inibicdo de granulécitos elastase, aumento do Oxido nitrico, diminui¢do da
concentracdo de adrenalina e reducdo das proteinas de choque térmico (VANE; BOTTING,
1998; WALLACE, 2008; MUSSUMBA t al., 2009).

No modelo de Ulceras induzidas por AINES, os resultados obtidos demostraram que o
EMPM, na dose de 625 mg/Kg, foi capaz de reduzir significativamente as lesGes gastrica
causadas pelos antiinflamatorios ndo esteroidais (indometacina + cetoprofeno). O que leva a
sugerir que a espécie avaliada apresenta atividade antiulcerogénica via mecanismos
citoprotetores, ja que as lesbes provocadas por AINEs estdo relacionadas com a inibigdo das
prostaglandinas, que sdo mediadores fundamentais para protecdo da mucosa gastrica
(KHENNOUF et al., 2003).

Com base nos resultados obtidos nos modelos estudados o proximo passo foi escolher a

melhor dose buscando compreender os mecanismos envolvidos na agdo antiulcerogénica
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proporcionado pelo extrato metanolico de Pentaclethara macroloba (EMPM), a dose de 625
mg/kg foi definida como a dose mais efetiva.

Por conseguinte foi avaliada a atividade antissecretoria gastrica utilizando o modelo de
ligadura do piloro, onde acontece acimulo de secrecdo gastrica (ALMEIDA et al., 2012).
Através da analise da (ATL, ILU, % de Ulceras e % de Cura) e dos parametros fisico-
quimicos como: volume do suco gastrico, pH e concentracdo dos ions H*. Neste modelo, a
droga utilizada como controle negativo foi o veiculo e como controle positivo foi a cimetidina
por ser uma droga padrdo (antagonista de receptor H2) largamente utilizada como agente
antissecretorio gastrico, que produz seus efeitos, basicamente, por meio da inibicdo da
secrecdo acida atuando na prevencdo e tratamento de Ulceras gastricas (DIAS et al., 2000;
GUSTAFSON; WELLING, 2010).

Apos a realizacdo da ligadura do piloro as Ulceras sdo formadas por contensdo do suco
gastrico. Esta metodologia incita a secrecdo de horménio gastrina que estimula as células
parietais a produzir HCI (BAGGIO et al.,2003). As diferentes formas de administragcdo do
extrato possibilita observar o efeito sisttmico (intraduodenal) ou local (oral).

Posteriormente a ligadura do piloro verificou-se que a administracdo intraduodenal do
EMPM (625 mg/kg) reduziu de forma estatisticamente significativa a ATL, ILU, e % de
Ulceras frente as lesdes resultantes da contencdo do suco gastrico. No entanto o EMPM
administrado por via oral ndo apresentou protecdo tdo significativa sugerindo que o efeito
gastroprotetor de EMPM é predominantemente sistémico.

Na avaliagdo dos pardmetros fisico-quimicos do contelido géstrico de animais tratados
com EMPM, administrado tanto por via intraduodenal como oral, ndo se observou alteragdes
no pH, na acidez total, nem no volume do contetdo gastrico. O que sugestiona que a atividade
antiulcerogénica do EMPM ndo ocorre via atividade antissecretdria, porém envolve outros
mecanismos. Resultado semelhante foi observado por Ribeiro (2013) na investigacdo da acéo
gastroprotetora da C. pyramidalis em que o extrato protegeu a mucosa gastrica dos agentes
lesivos, porém néo foi capaz de alterar o pH, acidez e secrecdo gastrica, assim como inibir a
secrecdo de cidos pelas células parietais.

Diante dos resultados obtidos e no intuito de investigar 0s mecanismos de acédo
gastroprotetora promovidos pelo EMPM foram realizados protocolos experimentais para
investigar a participagdo dos grupamentos sulfidricos e do Oxido nitrico, no efeito

farmacoldgico provocado pela espécie.
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Os compostos sulfidrilicos ndo proteicos exercem protecdo, contra danos provocados
pelo etanol a mucosa gastrica, basicamente por conter alta concentracdo de glutationa
reduzida (GSH), cisteina (CSH), coenzima A, quando sua concentracdo diminui os danos na
mucosa aumentam devido a formacdo de radicais livres por agentes lesivos. (NAGY et al.,
2007; FERREIRA et al., 2008).

Conforme os resultados obtidos, a partir do modelo de ulcera induzida por etanol
absoluto em ratos, na presenca e auséncia de NEM N-etilmaleimida (i.p), bloqueador de
compostos sulfidrilicos que potencializa as les6es induzidas por etanol (KAPLAN et al.,
2012; SZABO, 2014). No experimento realizado o EMPM (625 mg/kg) administrado por via
oral apoOs pré-tratamento (i.p) com solucdo salina (0,9%) inibiu de forma significativa as
lesbes ulcerativas induzidas pelo etanol absoluto. Contudo o pré-tratamento com NEM (i.p),
diminuiu a atividade antiulcerogénica do EMPM tanto para a (ATL, ILU e % de ulceras).
Quando se analisou o grupo blogueado em relacdo ao grupo nao-bloqueado verificou-se que
houve diferenca significativa sugerindo assim que os grupamentos sulfidrilicos enddgenos
estdo envolvidos no mecanismo de protecdo do EMPM, porém néo € o unico fator de protecédo
pelo qual o EMPM promove gastroprotecao.

Com o objetivo de investigar a participacdo de outro agente gastroprotetor enddgeno na
acdo citoprotetora de P. macroloba, partiu-se para verificar o envolvimento do 6xido nitrico
neste efeito.

O Oxido nitrico é produzido pela enzima NO sintase, 0 mesmo exerce papel
fundamental na manutencgéo da integridade, pois tem participacdo na regulacao da secregédo de
muco, bicarbonato e 4cidos gastricos participa também da regulacdo do fluxo sanguineo no
estdbmago (CALVO et al,. 2007)e ajuda no efeito protetor das prostaglandinas, pois agem
concomitantemente impedindo a migracdo de neutrofilos e elevando a producdo de muco e
bicarbonato (WALLACE 1996; KIM, 2014; TAKEUCHI, 2014).

Para avaliar o papel do 6xido nitrico no efeito antiulcerogénico do EMPM (625 mg;kg),
trés grupos de animais foram submetidos ao pré-tratamento com solucéo salina (0,9%) e trés
grupos foram pré-tratados com L-NAME (i.p), um inibidor da sintase do éxido nitrico.
Conforme o experimento realizado o EMPM (625 mg.kg) administrado por via oral no grupo
pré-tratado com solucdo salina inibiu de forma significativa as lesdes ulcerativas induzidas
pelo etanol absoluto. Os animais pré-tratados com L-NAME (i.p), e tratados com EMPM
apresentaram inibicdo da area total lesionada (ATL) e do indice de lesdo ulcerativa (ILU)

frente ao controle negativo (veiculo) como também quando comparado com a droga padrédo
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carbenoxolona. Quando comparado o grupo que teve a sintese de NO blogueada, com 0 néo-
bloqueado verificou que houve diferenca significativa sugerindo assim que a sintese de NO
estd envolvida no mecanismo de protecdo produzido pelo EMPM. Isso se dar porque o
principal papel do NO envolve a manutencdo do fluxo sanguineo e manter a integridade do
epitélio gastrico como também estimular a secrecdo e sintese de muco e bicarbonato
(BRZOZOWSKI et al., 2005; FREITAS et al.,, 2011), contudo a protecdo evidenciada é
somatdria a outros mecanismos.

Baseando-se na fitoquimica da familia Fabaceae é possivel que o efeito gastroprotetor
do EMPM esteja relacionado com os compostos polifendlicos, como flavonoides e taninos
(BAJRACHARYA, 2015). Visto que tais compostos estdo diretamente relacionados a
atividade antioxidante, anti-inflamatoria e cicatrizante (ZUANAZZI; MONTANHA, 2010).
Outro composto encontrado nas plantas da familia Fabacea sdo as saponinas triterpénicas
presentes na Glycyrriza glabra apresentando atividade cicatrizante, bem como na espécie P.
macroloba que também é detentora de saponinas triterpénicas tendo como resultado

semelhante o efeito gastroprotetor.
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7 CONCLUSOES

Os dados obtidos no presente estudo com EMPM permitiu concluir que:

O extrato das cascas de Pentaclethara macroloba, nas doses analisadas, apresenta uma
notavel atividade antiulcerogénica frente a diferentes agentes agressfes da mucosa

gastricas como o etanol acidificado e drogas anti-inflamatdrias nao esteroidais;

e A atividade do EMPM parece ndo envolver mecanismos antissecretorios gastricos;

e A acdo antiulcerogénica de EMPM, possivelmente se deve um efeito sistémico;

e O mecanismo de protecdo do EMPM sobre a mucosa gastrica parece envolver a

participacdo de grupamentos sulfidrilicos ndo-proteicos e do Oxido Nitrico;

e Os outros mecanismos protetores podem atuar de maneira somatoria aos mecanismos ja

evidenciados neste estudo.

O EMPM demonstra ser detentor de compostos bioativos, com potencial terapéutico
frente a UGlceras gastricas em modelos animais podendo futuramente ser um provavel
candidato a medicamento fitoterapico. No entanto, estudos complementares serdo necessarios

inclusive aqueles voltados a melhor esclarecer a acdo gastroprotetora de P. macroloba.
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8 PERSPECTIVAS

Estudos posteriores serdo necessarios com o intuito de avaliar o efeito curativo da P.
macroloba para tratamento das Ulceras gastricas cronicas (Ulceras induzidas por acido
acetico), as quais sdo semelhantes a ulceras em humanos, assim como estudos voltados a
avaliar o efeito do tratamento com o extrato de P. macroloba sobre a colonizagéo da bactéria

H. pylori no tecido géstrico.
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