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RESUMO

AVALIACAO DA ATIVIDADE E DO MECANISMO DE ACAO ANTIULCERA DE
FRACOES E CANTINONA, OBTIDOS DO RIZOMA DE SIMABA FERRUGINEA ST.
HIL. Almeida, E. S.S. Dissertacdo apresentada a Coordenacdo do Programas de Pos-
Graduagao em Medicina da Faculdade de Ciéncias Médicas da Universidade Federal de Mato
Grosso, como requisito parcial para a obtencao do titulo de Mestre em Ciéncias da Saude,
Area de Farmacologia. Orientador: Domingos Tabajara de Oliveira Martins, Co-Orientador:
Valdir Cechinel Filho.

A Simaba ferruginea (calunga) ¢ uma especie tipica do cerrado brasileiro, cujos rizomas sdo
utilizados na forma de infusdo ou decocgdo para tratar ulceras gastricas, diarréias e febres. O
objetivo deste trabalho foi avaliar a atividade ¢ o mecanismo de agdo antitlcera de fragdes e
cantinona, utilizando modelos experimentais in vivo ¢ in vitro. O rizoma de S. ferruginea foi
macerado com metanol, obtendo-se o extrato metanolico (EMSf), que apds particionado
rendeu as fracdes alcaloidica (FASf) e diclorometano (DCM-RASf). A partir do EMS/,
obteve-se a fracdo cloroférmica, da qual foi purificada o alcaldide cantinona, identificado
através de técnica de cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE). No ensaio de
citotoxicidade utilizando células de hepatoma humano (Hep G,) pelo método de sal de
tetrazolio (MTT), o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona foram considerados ndo citotoxicos
(Clsp>100 pg/mL). Para os ensaios antitlcera, foram utilizados os modelos experimentais de
lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos Swiss e por indometacina em ratos
Wistar, tendo o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona mostrado-se ativos, em ambos o0s
modelos. A cantinona foi a mais potente na ulcera por etanol, com atividade antitlcera a partir
de 0,2 mg/Kg, enquanto que a DCM-RAS/, com 94,8% de inibi¢do das lesdes ulcerosas, foi a
mais ativa na ulcera por indometacina. Para investigar-se o (s) possivel (s) mecanismo (s) de
acdo do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, foram realizadas as dosagens de 6xido nitrico,
malonaldeido (MDA), mieloperoxidase (MPO), IL-8, TNF-a e PGE,. A atividade
antiulcerogénica do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona foi reduzida quando os animais
foram pré-tratados com NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), indicando possivel
papel do 6xido nitrico (NO) na ago gastroprotetora destes. O pré-tatamento com EMSf, FASY,
DCM-RASf e cantinona reduziu os niveis de MPO e MDA do tecido gastrico, indicando a
participagdo de mecanismos antioxidantes no efeito gastroprotetor destes. Os niveis
plamaticos de IL-8 em ratos ulcerados com indometacina foram reduzidos pela cantinona,
mas nao pelo EMSf e FASf, indicando que a inibicdo desta citocina contribui com o efeito
gastroprotetor da cantinona. O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona ndo reduziram os niveis
mucosais de PGE, mostrando que a atividade gastroprotetora destes, independe de suas agdes
sobre a PGE, Para os experimentos anti-Helicobacter pylori (cepas ATCC), foram utilizados
os testes de difusdo em disco e microdiluicdo em caldo. O EMSf, FASf, DCM-RASf e
cantinona nao apresentaram atividade antimicrobiano no teste de difusdo em disco, porém, no
teste de microdilui¢do em caldo, a FASf apresentou moderada atividade anti-H. pylori (CIM :
200 pg/mL). Os resultados indicam que a cantinona responde, pelo menos, em parte, pelo
efeito antitlcera do EMSf e FASY, assim como outros compostos presentes na DCM-RASf e
FASf. A auséncia de citotoxicidade e a eficacia na gastroprotecdo do EMSf, FASf e DCM-
RASf de S. ferruginea como promissores fitoterapicos e a cantinona, como potencial
fitofarmaco, além de confirmar o uso popular desta planta contra tlceras gastricas.

Palavras-Chave: Simaba ferruginea, extrato metandlico fracdo alcaloidica, fragado
diclorometano, cantinona, tlceras gastricas
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ABSTRACT

EVALUATION OF THE ANTIULCER ACTIVITY AND MECHANISM OF ACTION
OF FRACTIONS AND CANTHINONE ALKALOID OBTAINED FROM THE
RHIZOME OF SIMABA FERRUGINEA ST. HIL. Almeida, E. S. S. Dissertation
presented to the Coordination of the Post-Graduation Programs in Medicine of Faculty of
Medical Science of Federal University of Mato Grosso, as a partial requirement for the Master
Degree in Health Science, Pharmacology field. Advisor: Domingos Tabajara de Oliveira
Martins, Co-advisor: Valdir Cechinel Filho

Simaba ferruginea (calunga, féo da terra) is a plant species which is typical from the
Brazilian savana, whose rhizomes are used in folk medicine as infusion or decoction for the
treatment of several ailments, including gastric ulcers, diahrreas, and fever. This work aimed
the evaluation of antiulcer activity and action mechanisms of fractions and canthinone from
this plant, using in vivo and in vitro experimental models. The rhizome of S. ferruginea was
macerated with methanol, giving the methanolic extract (MESf) generating after partition
process the alkaloidal (AFSf) and dichloromethane (DCM-ARSY) fractions after. The alkaloid
canthinone was purified from chloroform fraction, obtained the MESf, by conventional
chromatographic procedures, and identified by spectral data and the HPLC technique in
comparison with an authentic sample. For the assay of cytotoxicity using cells from human
hepatoma (Hep Gz) through the method of MTT method, MESf, AFSf, DCM-ARSf and
canthinone were considered non-cytotoxic (Clsp>100 pg/mL). For the antiulcer assays, the
experimental models of gastric lesion induced by ethanol in Swiss mice and by indomethacin
in Wistar rats were used, being MESf, AFSf, DCM-ARSf and canthinone considered the most
active for both models. The canthinone was showed to be the most potent for the ulcer
induced by ethanol model, with antiulcer activity from 0.2 mg/Kg, whereas DCM-ARSf, with
94.8% of inhibition of the ulcerous lesions, was the most active for the ulcer induced by
indomethacin model. In order to investigate the possible action mechanism(s) of MESf, AFSf,
DCM-ARSf and canthinone, nitric oxid, malonaldehyde (MDA), myeloperoxidase (MPO), IL-
8, TNF-a and dosage of PGE, dosages were taken. The antiulcerogenic activity of MESY,
fractions (AFSf, DCM-ARSY) and canthinone were decreased when the animals were treated
with NG-nitro-L-arginine methyl ester (L-NAME), indicating the possible role of nitric oxid
(NO) in their gastroprotector action. The pre-treatment MESf, AFSf, DCM-ARSf and
canthinone reduced levels of MPO amd MDA in gastric tissue, indicating the involvement of
antioxidant mechanisms in the se gastroprotective effect.The plasma levels of IL-8 in rat
ulcerated with indomethacin were reduced by cantinone but not by MESf'and AFSf, indicating
that inhibition of this cytokine contributes to the effect of gastroprotective cantinone. The
MESY, AFSf, DCM-ARSf Cantinone and did not reduce mucosal levels of PGE2, showing that
these gastroprotective activity, independent of their actions on the PGE2.For the experiments
anti-Helicobacter pylori (ATCC strains), the tests of disk diffusion and broth microdilution
were carried out. MESf, AFSf, DCM-ARSf and canthinone did not present any activity for the
disk diffusion test;-however, for the broth microdilution test, AFSf presented moderated anti-
H. pylori activity. The results indicate that canthinone responds, at least, partially, for the
antiulcer effects of MESf and AFSf, as well as other components present in DCM-ARSf and
AFSf. The lack of cytotoxicity and the efficacy in gastroprotection indicate the MESf, AFSf
and DCM-ARSS from S. ferruginea as a promising herbal medicine and canthinone as a
potential antiulcer agent, and they confirm the popular use of this plant against gastric ulcers.

Key-words: Simaba ferruginea, alkaloidal fraction, dichloromethane fraction canthinone,
gastric ulcers

XX



I INTRODUCAO
1 PLANTAS MEDICINAIS

O uso de plantas medicinais é milenar e difundido por todo o mundo, seja no uso em

. . y . . . 1 . 2 ;. .
rituais magicos/religiosos’ ou como medicamento”. O emprego empirico de produtos naturais
era ¢ continua sendo, uma das formas usuais de se buscar cura ¢ alivio para moléstias,

ferimentos e males de conceituagdo popular, que sempre acompanham o homem.

Em termos historicos, a pesquisa de plantas medicinais tomou impulso apds o
isolamento da morfina no século XIX>. Plantas e seus derivados sio as maiores fontes de
drogas, movimentando ‘cerea de 30% do mercado farmacéutico®. De acordo com Newman e
colaboradores’, entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no
mercado, em torno de 49% eram substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos ou
entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo estruturas de origem natural. Para ter
uma nog¢ao do impacto desses medicamentos no mercado mundial, somente as estatinas
(inicialmente isoladas a partir do fungo Penicillium citrinum) foram responsaveis por um

mercado de US$ 19 bilhdes em 2002°.

Dentro desse raciocinio podem-se destacar algumas drogas economicamente
importantes, obtidas a partir de vegetais apresentando as mais variadas propriedades
terapéuticas, a saber: hormoénios esterdides (Dioscorea L sp.), glicosidios digitalicos (Digitalis
purpurea L), reserpina (Rauvolfia serpentina Benth.), alcaléides do O6pio (Papaver
somniferum L), quinidina, quinina (Cinchona L spp.), cocaina (Erythroxylon coca Lamarck),
d-tubocurarina (Strychnos L sp., Chondodendron tormentosum Ruiz & Pav), vincristina,

vinblastina (Catharantus roseus G. Don) e Paclitaxel - Taxol® (Taxus brevz'folia),7 (Figura 1).
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Figura 1 Produtos naturaes utilizados como farmacos para o tratamiento do cancer (FONTE:
MAIA, 1987)’.

Durante a ultima década, o uso da medicina tradicional tem-se expandido
mundialmente e vem ganhando popularidade. De acordo com a Organizagdo Mundial de
Saude — OMS, em 2003, cerca de 60 a 80% da populagdo mundial ndo tem acesso ao
atendimento primario de saude e recorre a medicina tradicional, especialmente as plantas
medicinais, na procura de alivio para muitas doencas. Devido a essa mudanca no contexto
mundial, a OMS elaborou estratégias para o uso da medicina tradicional, desenvolvendo
politicas para seguranga, eficacia e qualidade dos produtos naturais, permitindo aumento do

acesso a saude, mas resguardando o uso racional desses produtos naturais®.

Com base nos pressupostos da OMS, em 2006 duas grandes Politicas Nacionais: a de
Praticas Integrativas e Complementares no Sistema Unico de Saude (PNPICS) sob a Portaria
n°. 971/07 e a de Plantas Medicinais e Fitoterapicos no SUS (PNPMF), validada pelo Decreto
Presidencial n°. 5.813/07 e aprova o Programa Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos
criando o Comité Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos com a portaria
Interministerial n® 2.960, de 9 de dezembro de 2008, das responsabilidades oficiais do
Ministério da Satde”’.

A PNPICS objetiva incorporar e implementar no SUS, com énfase na atencdo basica,
sistemas médicos complexos e recursos terapéuticos, denominados pela OMS de medicina
tradicional e complementar/alternativas'’, envolvendo: Medicina Tradicional Chinesa -
Acupuntura, Homeopatia, Termalismo Social e Crenoterapia, Medicina Antroposoéfica e
Plantas Medicinais e Fitoterapia’. A PNPMF objetiva garantir & populagio brasileira o acesso
seguro e o uso racional de plantas medicinais e fitoterdpicos, promovendo o uso sustentavel

da biodiversidade, o desenvolvimento da cadeia produtiva e da industria nacional”.



23

O Ministério da Saude publicou em 2009, pelo Programa Nacional de Plantas
Medicinais e Fitoterapicos, a Relagdo Nacional de Plantas Medicinais de Interesse ao SUS -
RENISUS, que elenca 71 espécies vegetais de uso popular, que ja obtiveram alguma
comprovagdo de eficacia, e com potencial de avancar nas etapas da cadeia produtiva e de
gerar produtos de interesse ao SUS'". Vale ressaltar que na elaboracdo dessa lista, foram
excluidas as espécies exoticas e as ameacadas de extingdo, entretanto, muitas drogas com

potencial fitoterapico foram esquecidas.

Para fortalecer as politicas acima descritas € no intuito de unir ciéncia ¢ tradicao, a
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (Anvisa), regulamentou, com a aprova¢do da
Resolucdo de Diretoria Colegiada (RDC) n°® 10, publicada em 10/03/2010, a popularizagao
desse conhecimento, visando contribuir para a construcdo do marco regulatério para
producdo, distribui¢do ¢ uso de plantas medicinais, particularmente sob a forma de drogas
vegetais, a partir da experiéncia da sociedade civil nas suas diferentes formas de organizacao,
de modo a garantir ¢ promover a seguranga, a eficacia ¢ a qualidade no acesso as plantas

medicinais que totalizaram 66 espécies'’.

Considerando a necessidade de ampliacdo da oferta de fitoterapicos e de plantas
medicinais que atenda & demanda e as necessidades locais, respeitando a legislagdo pertinente
as necessidades do SUS ¢ que o Ministério da Saude institui oficialmente no SUS a Farmacia
Viva, que existe na historia do Brasil desde 1888, sob tradicdo hereditaria do Prof. Dr.
Francisco de Abreu Matos (in memoria) e agora sob gestdo estadual, municipal ou do Distrito
Federal (Portaria n° 886 de 20 de abril de 2010), que no contexto da Politica Nacional de
Assisténcia Farmacéutica, devera realizar todas as etapas, desde o cultivo, a coleta, o
processamento, o armazenamento de plantas medicinais, a manipulagdo e a dispensagdo de
preparagdes magistrais e oficinais de plantas medicinais e fitoterapicos'.

Um aspecto a considerar na investigacao farmacoldgica de plantas medicinais sdo para
a selecdo das -espécies vegetais. A escolha com base no conhecimento popular
(etnofarmacologia) traz vantagens em relagdo a outros métodos, de informagdes empiricas
sobre aquela planta. Com isso, ela permite economia de tempo e dinheiro. Ja a selecdo com
base na similaridade dos constituintes quimicos ativos (quimiotaxonomia), encontrados em
um dado género ou familia torna-se interessante principalmente pela possibilidade de se

" po. - 516,17
encontrar novos prototipos ou novas estruturas quimicas ativas = .
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O Brasil, por ser detentor de uma grande diversidade vegetal, possui um enorme
potencial para o desenvolvimento de novos medicamentos (sejam fitoterapicos ou moléculas
isoladas) a partir de suas plantas medicinais. O Brasil abriga cerca de 50 mil espécies de
plantas superiores, distribuidas em grandes Biomas, como a Amazénia com 25-30 mil
espécies, a Mata Atlantica com 16 mil, o Cerrado com 7 mil, e as demais espécies distribuidas
na Caatinga e na Floresta Subtropical'®.

Além da floresta Amazonica, bioma brasileiro com maior destaque nacional e
internacional devido a diversidade bioldgica, e principalmente pela grande area territorial e
reserva de agua doce, o Cerrado ¢ a Mata Atlantica destacam-se pela biodiversidade, ¢
também, pelas imensas areas de matas destruidas pelo avanco da ocupacdo humana e suas

atividades exploratorias'®.

A flora do Estado de Mato Grosso caracteriza-se por uma grande diversidade de
espécies sendo formados pelas areas biogeograficas do Cerrado, Pantanal, Amazodnia e areas
de transigdo, sendo que a presenca de arvores de médio e grande porte ¢ uma das

caracteristicas mais significantes da regido'’.
1.1 CERRADO

O Cerrado ¢ o segundo maior Bioma do Brasil, sendo superado em area apenas pela
Amazonia. Ocupa uma area de aproximadamente 2 milhdes de km? cerca de 22% do territério
nacional (Figura 2) e apenas 1,5 % desta extensdo estd protegida por lei. “E considerado um

complexo vegetacional de grande heterogeneidade fitofisiondmica”™"’.

Cerca de metade dos 2 milhdes de km? originais do Cerrado foram transformados em
pastagens plantadas, culturas anuais e outros tipos de uso. As pastagens plantadas com
gramineas de origem africana cobrem atualmente uma area de 500.000km?, ou seja, o
equivalente a area da Espanha. Monoculturas sdo cultivadas em outros 100.000km?
principalmente a soja. A area total para conservagdo ¢ de cerca de 33.000km?, claramente

insuficiente quando comparada com os principais usos da terra no Cerrado.
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Figura 2. Biomas brasileiros, com destaque para o Cerrado (em verde). Fonte:

IBAMA, 2009%°.

O clima caracteriza-se por duas estagdes bem definidas, uma seca (de maio a
setembro) e outra chuvosa. Sdo freqiientes periodos de estiagem, denominados veranicos, no
meio da estacdo chuvosa. A temperatura média apresenta pequena variagdo ao longo do ano,
mas hd uma amplitude didria de mais de 15 °C, com temperatura média anual variando de 21

a27°C %,

A tipica vegetacdo que ocorre no Cerrado possui seus troncos tortuosos, de baixo
porte, ramos retorcidos, cascas espessas € folhas grossas. Os estudos efetuados consideram
que a vegetagdo nativa do Cerrado ndo apresenta essa caracteristica pela falta de agua — pois,
ali se encontra uma grande e densa rede hidrica — mas sim, devido a outros fatores edaficos,

como o desequilibrio no teor de micronutrientes, a exemplo do aluminio®.

Mato Grosso, localizado na regido Centro-Oeste do pais, € o estado que possui a maior
area de Cerrado do Brasil com 422.125 km® ?'. O Cerrado mato-grossense é rico em espécies
medicinais, mas muitas espécies sdo desconhecidas do ponto de vista cientifico e o

.. . . . L, . . o 1
extrativismo descontrolado vem reduzindo a diversidade de espécies vegetais desta regido'®.
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Ainda ha caréncia de estudos voltados para a identificagdo de plantas tteis do Cerrado,
principalmente quando considerando a diversidade e a area ocupada. O desconhecimento de
sua riqueza soma-se a estimativa de que 40% deste Bioma encontra-se em risco de extingao.
Por isso, a importancia de estudar as espécies vegetais deste Bioma, visa ndo somente
conhecer e avaliar o perfil fitoquimico e farmacoldgico, mas também a sua preservagao, sendo

. . ~ - . P ~ 19
que tais recursos, uma vez extintos, estardo indisponiveis as futuras geragdes .

Apresenta um alto nivel de endemismo nas plantas superiores, com cerca de 4 mil
espécies (44%), sendo consideradas um hostpost para a conservacdo da biodiversidade

mundial.
1.2 SIMABA FERRUGINEA ST. HIL

A Simaba ferruginea, € um sub arbustro tipicamente tropical, pertencente a familia
Simaroubacea, a qual compreende 32 géneros e cerca de 200 espécies™. O género Simaba
apresenta 49 espécies distribuidas em todo o continente americano, com exce¢do da

. . . . . . w5 g . 03
Argentina, Chile e Uruguai, verificando-se a maior ocorréncia em territério brasileiro™.

Diversos géneros da familia Simaroubaceae sdo distinguidos pela quantidade de
substancias amargas, sendo os derivados quassinoides os mais relevantes. Provavelmente € a
presenga destas substancias que conferem-as propriedades farmacoldgicas atribuidas a estas
plantas. A Quassia amara L, ¢ o exemplo de espécie mais estudada desta familia, a qual
apresenta varios compostos com atividades para distirbios gastrintestinais. As principais
atividades bioldgicas atribuidas aos gé€neros desta familia sdo: antitumoral, antimalarica,
amebicida, antiinflamatéria, inseticida, herbicida, etc®*?*>%. Os constituintes quimicos mais

comumentes encontrados nesse género sio os quassinoides e alcaldides do tipo cantinona *’.

A Simaba ferruginea, popularmente conhecida como calunga ou fel da terra, com
sinonimia cientifica de Quassia ferrugiena D. Dietr., Picrodendron calunga Mart. Ex. Engl. e
Simaba hiensis Moric, ¢ uma arvoreta perenifolia, de 3 — 5 m de altura, pouco ramificada,
nativa do Cerrado seco do Brasil Central, desde Pernambuco até Bahia, Minas Gerais, Goias e
Mato Grosso. Folhas com 2 - 4 pares de foliolos, os quais sdo coridceos, elipticos, ferrugineo-
pubescentes e nevados na face inferior, de 7 - 16 cm de comprimento; as flores sdo discretas,
subsésseis, de cor amarela, dispostas em paniculas terminais compostas e mais curtas que a

~ 28
folhagem. Os frutos sao de cor marrom-esverdeados quando maduros™. Apresentam na casca
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do caule, no lenho, nas folhas e especialmente na raiz, substincias muito amargas,

empregadas na medicina popular®’ (Figura 3).

Figura 3 Rizoma e planta inteira de Simaba ferruginea St Hil (Fonte: Marcello,

2001)*

r

Em Mato Grosso, sua casca tanto do tronco quanto do rizoma, ¢ empregada pela
populagdo para o tratamento de dispepsia, febre, edema, cicatrizacdo de feridas, ulceras
gastro-duodenais, desinterias, dores reumaticas, machucaduras e obesidade, nas formas de

maceragdo a frio em agua ou por decocgdo e chas, sendo utilizada 1 colher de sopa 2 vezes ao
dia3031:32.33.28

A constituigdo quimica dos rizomas e folhas de Simaba ferruginea ¢ distinta,
prevalecendo nos rizomas compostos graxos e alcaldides, enquanto nas folhas, compostos

L1 4
fenolicos **,

Do rizoma da Simaba ferruginea foram isolados os alcaldides cantin-6-ona (cantinona)
e 4-metoxicantin-6-ona ¢ das folhas [-sitosterol e quercetrina que s3o constituintes

majoritarios desta plan‘[a34 (Figura 4).
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Figura 4 Estrutura quimica do alcaldide Cantinona (1) isolado do rizoma, 3-sitosterol

(2) e quercitrina (3) isolados das folhas de S. ferruginea.(Fonte: Noldin et
al., 2005)*

Estudos farmacoldgicos realizados por Marcello™ com o extrato hidroetandlico de
Simaba ferruginea (EHSf), demonstraram efeitos antiulcérogenicos, baixa totoxicidade aguda
em camundongos, com DL50 de 1800 mg/Kg, e aparente auséncia de toxicidade subcronica
em ratos tratados com dose de até 100 mg/Kg, exceto a redug¢do dos niveis de fosfatase

alcalina.

Em trabalho desenvolvido por Barros™ o EHSf desta planta foi estudado quanto a seus
efeitos na fertilidade, desempenho reprodutivo e desenvolvimento intra-uterino dos filhotes de
ratas adultas da linhagem Wistar, sendo que os resultados encontrados sugerem interferéncia
do extrato em todas as fases do desenvolvimento embrionario fetal, fazendo-se necessario

novos trabalhos para elucidagao destes dados.

Silva®® avaliou a atividade hipolipidémica de Simaba ferruginea, demostrando seu
efeito hipolipidémico através dos modelos de Triton WR 1339 e hipertrigliceridemia induzida

por etanol.
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Noldin et al.,** em ensaios biomonitorados com o extrato metandlico de S. feruuginea
(EMS/), fragdes (hexano, diclorometano e acetato de etila) e compostos isolados como o
alcaloide cantinona e o 4-metoxican-6-ona evidenciaram atividades antiulcerogénicas e
antinociceptivas, sendo que o EMSf e o alcaldide cantinona apresentaram maior atividade

antiulcerogénica.
Até o momento nao foram realizados ensaios clinicos com a S. ferruginea.
II Fisiologia Gastrica

O trato gastrointestinal (TGI) ¢ um dos sistemas do organismo de importancia

fundamental, considerando sua funcio de prover o mesmo de 4gua, eletrolitos e alimentos®’.

Anatomicamente, o estomago divide-se em 3 porg¢des: fundo, corpo e antro pilorico;
sendo limitado por 2 sistemas esfincterianos: o esfincter esofagiano inferior, na parte superior
ou proximal do estdmago; e o esfincter pilorico ou piloro, na parte inferior ou distal do

es‘témago38 (Figura 5).
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Figura 5 Principais subdivisdes anatomicas do estomago (Fonte A.D.A.M.) ¥

A estrutura do trato gastrintestinal varia ao longo do tubo digestivo, mas
caracteristicas comuns na organizacdo geral do tecido se mantém (Figura 6). A mucosa é a
camada mais interna e consiste de um epitélio, da [dmina propria e da muscular da mucosa. A
camada seguinte ¢ a submucosa, onde em algumas regides do trato gastrintestinal glandulas
estdo presentes. A seguir, temos a muscular externa, que tipicamente consiste de duas

camadas de musculo liso: uma camada circular interna e uma camada longitudinal externa. A
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serosa ou adventicia, é a camada mais externa e consiste principalmente de tecido conectivo

’ .. 4
recoberto por células mesoteliais escamosas *.
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Figura 6 Organizagdo geral das camadas do trato gastrintestinal (Fonte: KUTCHALI,
2004. Elsevier).*

A submucosa contétm uma rede densa de células nervosas, denominada plexo
submucoso (plexo de Meissner). O plexo mioentérico (plexo de Auerbach) esta localizado
entre as camadas muscular circular e longitudinal. Estes plexos intramurais, conjuntamente
com outros neurdnios do trato gastrintestinal, formam o sistema nervoso entérico, responsavel
pela integragdo das atividades motoras e secretérias do sistema gastrintestinal®.

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em duas regides glandulares: a
mucosa oxintica e a mucosa antral. A mucosa oxintica € mais extensa, ocupando o corpo € o
fundo, e ¢ o sitio da secrecao de &cido cloridrico. A mucosa oxintica ¢ formada por glandulas
oxinticas, que sao constituidas por células parietais (ou oxinticas), células principais, células
produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL). No colo
glandular, predominam as células produtoras de muco, que protegem a mucosa gastrica da

= - ~ . A 41,42
acdo corrosiva das secregdes originadas pela glandula™ ™.

A unidade secretora da mucosa gastrica € a glandula gastrica

A estrutura de uma glandula géstrica na regido glandular oxintica ¢ ilustrada na Figura

7. As células epiteliais superficiais estendem-se um pouco para dentro da abertura do duto.
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Células mucosas, que secretam muco, estdo localizadas no estreito pescoco da glandula.
Células parietais ou oxinticas, que secretam acido cloridrico (HCI) e o fator intrinseco, e as

células principais ou pépticas que secretam o pepsinogénio, estdo localizadas mais

A 43,44,45,40
profundamente na glandula™"™""",
glandula a:mn:.lc:ﬂﬁrico
axintica célula
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_células
mucosas
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Figura 7. Estrutura de uma glandula gastrica (FONTE: Fisiologia Animal Comparada )*°

As células parietais sdo particularmente numerosas nas glandulas do fundo, enquanto
40,47,48

as células secretoras de muco sdo mais numerosas nas glandulas piléricas

As fungdes do TGI dependem de propriedades inerentes a musculatura lisa intestinal,
reflexos de neurdnios intrinsecos no intestino e no sistema nervoso central (SNC), efeitos
parécrinos de mediadores quimicos e horménios gastrointestinais*’. Porém, a maioria de suas

fungdes ¢ autdbnoma e controlada predominantemente pelo sistema nervoso entérico (SNE)™

O SNE estd presente na parede do TGI, do esofago até¢ o anus, e ¢ formado por
aproximadamente 100 milhdes de neurdnios, o equivalente ao total de neuronios presentes na
medula espinhal. Esta envolvido no controle da motilidade e secrecdo do TGI. Fibras

I3 . . . y . ~ I3 . ~ 37
extrinsecas do simpatico e parassimpatico sao responsaveis pela conexao entre estes plexos

As fibras parassimpaticas do trato gastrintestinal sd3o pré-ganglionares e
predominantemente colinérgicas. Essas fibras ndo agem diretamente sobre as células
exocrinas e endocrinas do estomago. Os alvos desses neurdnios pré-ganglionares colinérgicos

sd0 os neurdnios intrinsecos que estdo localizados nos ganglios do plexo mioentérico. Esses
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neurdnios intrinsecos € que inervam as células G, células D, células tipo enterocromafins e

células parietais® (Figura 8
p gu
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Figura 8. Células do Epitélio Gastrico. Célula principal (A) responsavel pela
secrecdo de pepsina e fator intrinseco; célula parietal (B) responsavel pela
secrecdo de HCI; célula G (C) responsavel pela sintese e secrecdo de gastrina;
e célula mucosa (D) responsavel pela sintese e secrecdo de muco e
bicarbonato (Fonte: SCHAUF) >

O estdmago ¢ rico em cclulas neuroenddcrinas. Até o momento, se conhece seis

células neuroenddcrinas no_estdmago: células G, células D, células tipo enterocromafins,

47,51 , N
=% As células G sdo encontradas

40,47,48,51

células tipo A, células Dy/P e células enterocromafins
apenas no antro (glandulas piléricas)’' e secretam o horménio gastrina . As células
tipo A e as células tipo enterocromafins estio localizadas na mucosa oxintica® e secretam
grelina/obestatina e histamina, respectivamente*>*** As células D e D,;/P sdo encontradas
tanto no antro como na mucosa oxintica e secretam somatostatina € hormonios peptidicos

. . 47,51
desconhecidos, respectivamente™ .

2.1 SECRECAO GASTRICA

Uma das mais importantes fun¢des do estdmago é a producdo e secre¢do do suco

gastrico. O suco gastrico ¢ uma mistura de secre¢cdes e entre 0os componentes mais
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importantes estdo o acido cloridrico (HCI), sais, dgua, pepsina, fator intrinseco, muco e

. 4
bicarbonato™.

O HCI mata a maior parte dos microorganismos. ingeridos, catalisa a clivagem dos
pepsinogénios inativos em pepsinas ativas e confere ao ambiente um pH baixo necessario para

40,51

a acdo das pepsinas na digestao das proteinas e peptideos . O fator intrinseco liga-se a

vitamina B, e permite que ela seja absorvida pelo ileo. A secrecdo de muco e bicarbonato
protege o estomago de danos mecanicos e quimicos40.

A secrecdo acida ¢ o aspecto mais importante da funcdo gastrica estudada na pratica
médica. A regulagdo desta secre¢do acida pelas células parietais € particularmente importante

, . o ’ ~ , 1
na tlcera péptica e, portanto, constitui um alvo especifico para a agdo de farmacos’'.

A secre¢do acida gastrica ¢ um processo rigorosamente controlado pela ligagdo
ligante-receptor na membrana basolateral e que culmina com a liberagdo de H', CI" ¢ H,0

através da membrana apical da célula parietal™.

As células parietais sdo as principais células secretoras de acido na mucosa géstrica.
Esta secrecdo ¢ regulada por mecanismos neurais, hormonais, paracrinos e autdcrinos em

Coa oo 54
niveis central e periférico™.

O sistema nervoso central é considerado o principal mecanismo responsavel pelo
inicio da secreg@o gastrica em resposta a uma antecipacdo do alimento através da liberacao de

acetilcolina pelos neurdnios eferentes vagal.

A acetilcolina ¢ liberada nas proximidades das células parietais pelos terminais
nervosos colinérgicos apos estimulos provenientes do olfato, visdo, paladar, mastigacao ou
provenientes da distensdo das paredes do estdbmago com a chegada do alimento. Atua sobre
receptores muscarinicos do tipo M3, elevando os niveis de Ca™ intracelular, estimulando a
secrecdo acida pela célula parietal4o’51.

A histamina é um dos principais mediadores fisiologico da secre¢do de HCL E
sintetizada e armazenada pelas células tipo enterocromafins que estdo presentes na mucosa
oxintica. Quando estimuladas pela gastrina e/ou acetilcolina, as células tipo enterocromafins
liberam histamina, que se difunde para as células parietais circunvizinhas estimulando a

secrecao de HCI. A histamina age via receptores H», que ativa a adenililato ciclase e aumenta
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os niveis intracelulares de AMP ciclico. Este secretagogo ¢ mais potente que a gastrina em
estimular diretamente a célula parietal. Os bloqueadores dos receptores H, podem reduzir
enormemente a resposta fisiologica aos niveis elevados de gastrina. Portanto, grande parte da
resposta a gastrina resulta da liberagdo da histamina estimulada pela gastrina®".

A gastrina € um hormonio produzido pelas células G na mucosa do antro gastrico e do
duodeno, e atinge as células parietais via cotrrente sanguinea. Age estimulando os receptores
CCK-B da célula parietal, elevando os niveis de Ca'? intracelular (como a acetilcolina). Além
disso, a gastrina tem importante efeito troéfico, elevando o numero e tamanho das células tipo
enterocromafins, estimulando-as a liberarem histamina. A gastrina ¢ liberada em resposta a
produtos de digestdo (tais.como aminoacidos), além da estimulagdo vagal ¢ da alcalinizagao

40.48.51 . . . - . A .
04831 " Quando ocorre hipergastrinemia (producgdo excessiva de gastrina), a gastrina

do antro
estimula a proliferagdo exagerada da mucosa, surgindo entdo a hiperplasia da mucosa gastrica

. . A 2 . . . ~ b . 4
(inclusive no nimero de células parietais e tipo enterocromafins) e/ou cancer gastrico s

A ligagdo da acetilcolina, histamina e gastrina com seus respectivos receptores
acoplados a proteina G ativam segundos mensageiros. A ativacdo das vias que dependem do
Ca'? intracelular pela gastrina e acetilcolina e/ou de AMPc pela histamina, ativam a H+, K+-
ATPase nas células parietais, resultando na secre¢io acida estomacal®.

Com relacdo aos mecanismos de transducdo de sinais dos secretagogos, algumas vias
de sinalizagdo intracelular t€ém sido identificadas como importantes na ativacdo da célula
parietal incluindo: proteina quinase A (PKA), proteina quinase C (PKC), Ca'-calmodulina,
trifosfato de inositol (IP3) e varias outras quinases™. A estimulagio da secregdo acida envolve
tipicamente uma elevagdo inicial do Ca" intracelular ¢ AMPc, seguida pela ativacdo da
cascata de proteinas quinases que acionam a bomba de préton (H',K ATPase) na célula
parietal™.

A bomba H" K'-ATPase fica armazenada na forma inativa em vesiculas
citoplasmaticas na célula parietal”. Apos estimulo dos secretagogos, H,K'-ATPase ¢
translocada e inserida na membrana apical da célula parietal >>. O fon CI” ¢ transportado
ativamente do interior da célula parietal para o lamen gastrico acompanhado de K e, a seguir,

é trocado pelo H' através da bomba de proton®® (Figura 9).
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Figura 9 Controle da secre¢do gastrica pelas células parietais.(FONTE: Golan, 2009)%

Trés classes endogenas de fatores inibitorios regulam a secre¢do 4cida: a
somatostatina; o fator de crescimento epidermal e fator de crescimento transformante alfa
(EGF/TGFa); e as PGs da série E e I *°. A somatostatina é o principal fator que exerce efeitos
inibitorios indiretos sobre a secregdo acida®’. No antro a somatostatina age sobre as células G,
inibindo a secre¢@o de gastrina, enquanto que no piloro a somatostatina afeta tanto as células

55,51 I S A
~', A inibicdo da secrecdo acida pelo

tipo enterocromafins quanto as células parietais
EGF/TGFa ocorre dentro da célula parietal, através da modulacdo das tirosinas quinase
intracelular’®. As prostaglandinas E, (PGE,) exercem seu efeito de diversas maneiras,
inibindo a liberacao de histamina e suprimindo as vias de sinalizag¢ao intracelular na célula

parietal®.
2.2 ULCERA PEPTICA

A tlcera péptica pode ser definida como uma doenca cronica caracterizada por areas
de escoriagdes na mucosa gastrica ou duodenal, com ou sem episddios hemorragicos,
causadas por um desequilibrio entre fatores protetores endogenos (secrecdo de muco e

bicarbonato, PGE,, sulfridrilas, fluxo sanguineo adequado, NO, etc.) e fatores agressores
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(acido cloridrico do suco gastrico, pepsina, espécies reativas de oxigénio (EROs), etc).

Segundo Peckenpaugh®’, fatores como hébitos alimentares inadequados, uso continuo de

antiinflamatdrios ndo esteroidais (AINEs), stress e a presenga de Helicobacter pylori

contribuem para esses desequilibrios. (Figura 10)
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Figura 10. Mecanismo de defesa e injlira da mucosa gastrica (ROBBINS &

COTRAN, 2005)*%.

Tanto as tulceras localizadas no estdmago quanto as do duodeno sdo referidas como

ulcera pépticas. Em geral, as ulceras ocorrem mais comumente no duodeno, onde 90% estdo

localizadas a 3 ¢cm da juncdo do piloro com a mucosa duodenal. No estomago as ulceras se

localizam mais comumente no-antro (60%) e na jungdo do antro com o corpo na pequena

curvatura (25%)>°.

A ulcera péptica ¢ considerada um grande fator de morbidade, havendo alto indice de

morte em casos extremos, como ulceras hemorragicas promovidas por estresse®. Na média

populacional o risco de complicagdo com ulcera aumenta quatro vezes, resultando em 1,25

hospitalizagdes adicionais para cada 100 pacientes por ano. E uma doenga cronica e

recorrente que acomete aproximadamente 10% da populagio mundial®'.

Sua incidéncia ¢ ligeiramente maior nos homens em relagdo as mulheres (1,3:1) e,

apesar de ocorrerem em qualquer idade, a tlcera duodenal ocorre com mais freqii€éncia na

faixa de 30-55 anos, enquanto a tlcera gastrica na faixa de 50- 70 anos™ .
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Os sintomas tipicos da tlcera péptica sdo: dor epigastrica em queimagdo, dor apds
duas ou cinco horas apos as refeicdes ou com o estdbmago vazio; dor noturna pela ingestdo de
alimento, antiacidos ou agentes antisecretores®’. Sintomas menos comuns incluem indigestio,
vOmito, falta de apetite, intolerancia a alimentos gordurosos, sensagdo de queimagdo cardiaca

¢ historia familiar®.

Diversos medicamentos tém sido empregados para o tratamento das ulceras
gastrintestinais, resultando em menores taxas de mortalidade e morbidade desta doenca.
Contudo, tais tratamentos nao sdo completamente efetivos e produzem varios efeitos

adversos®,
2.3 FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

O trato gastrointestinal ¢ frequentemente exposto a estimulos nocivos que podem
causar lesdes. Estes estimulos podem ser os antiinflamatérios ndo esteroidais, alcool,
alimentos em varias temperaturas, infecgdes por Helicobacter pylori, lesdes relacionadas a
isquemia/reperfusdo e fatores endogenos como a producdo fisiologica de acido gastrico ou
alteracdes de mucosa provocadas por estresse. Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a
mucosa gastrointestinal apresenta fatores de protegio (pré-epitelial, epitelial e subepitelial)®

(Figura 11).
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Figura 11. Mecanismo de defesa da mucosa gastrica (Fonte: ROBBINS & COTRAN, 2005)58
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2.3.1 PROTECAO PRE-EPITELIAL
* Muco/bicarbonato

O epitélio gastrico € coberto por uma camada aderente e continua de muco gelatinoso
e visco-eldstico, que promove uma barreira fisica entre o lumen gastrico e a superficie das
células apicais. Um gradiente de pH ¢ formado, com um pH consideravelmente maior na
superficie das células apicais que na solucdo contida no limem gastrico. Assim, a difusdo de
macromoléculas do limem para a superficie epitelial, incluindo as pesinas, ¢ prevenida ou

restrita®.
O muco gastrico ocorre em 3 formas:
* Mucina soluvel presente no suco gastrico;
* Muco (aderente) insolivel cobrindo as células da mucosa;
* Muco presente nas células secretoras de muco, dispostas entre as células apicais®.

A infecg@o por H. pylori e o uso de AINES inibem a sintese e secre¢do de mucina e ha
queda da densidade/espessura da camada de muco. Por isso, em muitos estudos, a densidade

da camada de muco est sendo correlacionada com a protecio da mucosa®’.

No estomago, o aumento da secre¢do de bicarbonato (HCO3) ¢é regulado pela
prostaglandina E, (PGE») através da interagio com receptores EP1°% 6xido nitrico (NO) e
neurdnio aferentes sensiveis a capsaicina, e regulada pelo acido luminal®. Para cada préton
secretado pela célula parietal, um ion bicarbonato ¢ liberado de sua membrana basolateral por
capilaridade, até a superficie do epitélio gastrico. Este transporte de HCO3, durante a secre¢do
acida é provavelmente importante para a manuten¢ao de um pH neutro na superficie epitelial,

enquanto que o pH luminal ¢ baixo®’.
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2.3.2 PROTECAO EPITELIAL

As células epiteliais gastricas tém propriedades intrinsecas de protecdo tanto por sua
0

disposi¢do anatébmica quanto por sua constituicio bioquimica’’.

As jungoes fechadas e outras barreiras intercelulares controlam a passagem de
agentes lesivos do lumen para a mucosa gastrica. Agentes que conseguem atravessar estas
jungdes ainda s3o contidos pela membrana celular das células gastricas através da
hidrofobicidade devido elevada concentragdo de fosfolipidios que restringem a difusdo de
moléculas hidrofilicas, como o fon H' "%,

Quando esse equilibrio se rompe, quer por aumento na producdo de radicais livres,
quer por reducdo nos mecanismos antioxidantes, inicia-se um processo de estresse oxidativo
que pode resultar em lesdes’?. Um radical livre é definido como qualquer espécie quimica que
contém um ou mais elétrons desemparelhados. EROs é uma expressao que inclui radicais de
oxigénio, como o radical superoxido (O,"), hidroxila (OH), peroxila (RO,) e hidroperoxila
(HO,) e outros agentes oxidantes que nao sdo radicais, como peroxido de hidrogénio (H,0,),
acido hipocloroso (HOCI) e 0z6nio (O3), porém podem ser convertidos facil e rapidamente

. 3 73
em radicais’".

As EROs geradas durante o metabolismo do acido araquidonico, por macrofagos e por
células musculares lisas podem contribuir para os danos na mucosa géstrica74. Durante a
ulcerogénese ocorre ativacdo da superoxido dismutase (SOD), diminui¢do da atividade das
peroxidases, com geracdo de OH e acumulo de H,O,, resultando em aumento da
lipoperoxidacdo (LPO) na mucosa gastrica e formacdo de radicais lipidicos. Os radicais
lipidicos, por sua vez, agem. como propagadores de danos oxidativos, levando a uma
diminuicdo dos niveis de glutationa (GSH) e desestruturacdo de grupamentos sulfidrila nao

protéicos (NP-SH).”>"®,

O trato gastrointestinal também tem a capacidade de produzir grandes quantidades de
EROs pelas oxidases de mucosa como a xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e NADPH
oxidase, encontrada em leucocitos residentes (macrofagos, neutrofilos e eosindfilos) da
lamina propria’’. Além disto, varios fatores podem acarretar o aumento da produgdo de EROs

como, por exemplo, o processo inflamatério e consequente recrutamento de neutrofilos por
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citocinas pro-inflamatorias como a interleucina 1 (IL-1p), interleucina 8 (IL8) e o fator de

necrose tumoral alfa (TNF-a)**"®,

Em geral, o ambiente redox (oxidac¢do-redu¢@o) do interior das células impede os
danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox ¢ mantido pela acdo de enzimas

antioxidantes, como a SOD, catalase (CAT) e GSH. (Figura 12)
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Figura 12 Resumo da formagdo das espécies reativas de oxigénio no organismo e

acgoes das enzimas antioxidantes. (FONTE: KWIECIEN et al., 2002)79

ROBERT et al.* foi o primeiro a descrever a habilidade das prostaglandinas em
reduzir as lesdes gastricas induzidas por diversos irritantes topicos, fendmeno descrito como
citoprote¢do. A citoprotecdo gastrica parece envolver principalmente dois mediadores
endogenos, as prostaglandina (PGs) ¢ as sulfidrilas na mucosa™®'.

As PGs sdo derivados de acidos graxos compostos por 20 carbonos, sdo encontradas
em todos os tecidos e Orgaos e estdo envolvidas em uma variedade de fungdes fisioldgicas e
patologicas. Sao. sintetizadas a partir do acido araquidonico (AA), através das enzimas
ciclooxigenases (COX). As PGs derivadas do 4cido araquidonico sdo denominadas de série-2,
e consistem a prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina D, (PGD,), prostaglandina I, (PGI,),
prostaglandina F, (PGF,;) e tromboxano A, (TXA,;). As PG sdo liberadas da célula
imediatamente apos a sintese € vao exercer suas funcdes bioldgicas através da interagdo com
receptores prostandides presentes nas superficies das células de maneira autdcrina e

ror 82
paracrina .
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As PGs endogenas (principalmente PGE;) mantém a integridade da mucosa
principalmente por estimular a produgdo de muco ¢ HCO;™ no estdmago e duodeno®, mas
também por manter o fluxo sanguineo, aumentar a resisténcias das células epiteliais a injaria
induzida por citotoxinas® e suprimir o recrutamento de leucécitos para a mucosa’. As PGs
também regulam a liberacdo de diversos outros mediadores inflamatérios que possivelmente
contribuem para a injuria da mucosa géstrica em certas circunstancias’ . Por exemplo, PGE,
tem mostrado ser um potente inibidor da libera¢ao do fator de necrose tumoral-alfa (TNF-a) e

interleucina-1beta (IL-1PB) de macrofagos; e da liberacao de leucotrieno B4 (LTB4) e IL-8 de

, 8
neutrofilos’s.

2.3.3 PROTECAO SUB-EPITELIAL

Um dos mais importantes componentes de defesa da mucosa € a resposta da circulagao
sanguinea a agentes irritantes. Quando acidos ou outros irritantes entram na camada
subepitelial, neuronios aferentes sensoriais medeiam um répido aumento no fluxo sanguineo
da mucosa, permitindo a rapida remogd@o das substancias toxicas, limitando a penetracdo em

. 84
camadas mais profundas da mucosa™".

O suprimento de sangue oxigenado para a mucosa gastrica ¢ um fator importante,
determinante para a integridade da mucosa gastrica. A elevacdo do fluxo sangiiineo ¢
importante para a protecdo da mucosa gastrica, quando a barreira protetora mucosa do
estdbmago ¢ rompida e ocorre retrodifusio de H' para as células da mucosa®.Todos os

mecanismos de defesa e reparo dependem de um suporte eficiente de fluxo sangiiineo.

Lesdes na mucosa do TGI sdo frequentemente associados com disturbios na
microcirculagcdo. Danos promovidos pelo etanol envolvem a degranulagdo de mastécitos, que
liberam mediadores com agdes adversas variadas. A degranulagdo de mastdcitos e a liberagdo
de fator ativador de plaquetas (PAF) sdo também responsaveis pelo efeito do H. pylori em

. " 86
reduzir o fluxo sangiiineo da mucosa géstrica, em ratos" .

Os distarbios microcirculatérios que acompanham os danos na mucosa podem estar
relacionados a um desequilibrio nos mensageiros endoteliais vasculares, como a endotelina-1,
NO, e prostaciclina (PGI;). O mediador endotelial PGI, ¢ liberado durante o estresse de

imersdo na agua e contraria a vasoconstricdo induzida pelo estresse, aumentando a
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permeabilidade vascular e recrutamento de leucocitos. A PGE, dilata ambas, arteriolas e
vénulas, na submucosa gastrica de ratos, via acao do receptor EP;, enquanto que a constri¢do

venular ¢ feita pelos receptores EP3®.

Esta microcirculacdo pode ser modulada por muitas substincias enddgenas como
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), PGs e NO. Um dos mais importantes
componentes de defesa da mucosa ¢é a resposta hiperémica a irritantes no limen®""’. CGRP e
NO sao componentes essenciais desta resposta hiperémica na mucosa®"*,

A potente a¢do vasoconstritora da endotelina tem probabilidade de estar envolvida na
patogénese de varias condi¢des caracterizadas pelo espasmo vascular. A ‘infusio de
endotelina-1, na artéria gastrica ou na submucosa gastrica, induz erosdes na mucosa de ratos,
enquanto que a infusdo intravenosa aumenta os danos induzidos pela instilagdo intra-gastrica
de etanol ou acido. Existem relatos de que as lesdes na mucosa gastrica induzidas pela
endotelina-1 sdo suprimidas pela prostaciclina ou antagonistas do PAF, indicando que, junto
com as propriedades vasoconstritoras, varios outros fatores estdo envolvidos no mecanismo

de lesdo da mucosa®®.

Outro mecanismo protetor sub-epitelial ¢ o NO, sua biossintese compreende uma das
funcdes mais importantes do metabolismo da L-arginina no organismo. O NO ¢ formado a
partir do nitrogénio da guanidina presente na L-arginina, sob a acdo catalitica da enzima
sintase do dxido nitrico, gerando concentra¢des equimolares de L-citrulina®*®. O processo de

formacgao do NO estd ilustrado na Figura 13.

L-Citrulina
Oxide Mitrico

Figura 13 - Esquema ilustrativo da formagdo do 6xido nitrico a partir o metabolismo

da Arginina pela ativagdo da enzima Oxido Nitrico Sintase (adaptado de
LEHNINGER, 2002)".

4

Para que a sintese do NO se realize ¢ necessario que uma enzima seja ativada,
desencadeando todo o processo de sua formacgdo. Assim, a sintese de NO ocorre somente a
partir da ativacdo da enzima o6xido nitrico sintase (NOS) que existe em duas isoformas: a

. . . . , 91.90
isoforma constitutiva e a induzivel” .
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As isoformas constitutivas (cNOS) sdo originalmente encontradas no endotélio e nos
neurénios, sendo entdo denominadas de eNOS (NOS endotelial) e nNOS (NOS neuronal),
respectivamente. A isoforma nNOS, comumente chamada de isoforma I ou de bNOS (brain
NOS), ¢ encontrada no cérebro, na medula espinhal, nos ganglios simpaticos, em glandulas
adrenais, nos neuronios nitrérgicos e em outras estruturas como células epiteliais de pulmdes,
utero e estdmago, células da macula densa do rim, células da ilhota pancreatica e do musculo
esquelético®. A isoforma eNOS, também chamada de isoforma III, esta ligada & membrana
das células endoteliais, regulando o tonus da célula muscular lisa vascular, bem como a
adesdo e agregacdo plaquetaria. A eNOS também pode ser encontrada em
sinciciotrofoblastos, células epiteliais tubulares do rim, células intersticiais do colon e
hipocampo. Ambas as isoformas encontram-se presentes nas células e sdo estimuladas por
uma cascata bioquimica que pode ser dependente ou independente de ions célcio (Ca2+). As
duas enzimas expressas constitutivamente (nNOS e cNOS) sdo isoformas. calcio-dependente,
enquanto a a forma induzida (iNOS) ¢ célcio—independente78. Em humanos e,
presumivelmente, na maioria das outras espécies, essas isoformas sdo codificadas por trés

diferentes genes localizados em trés cromossomos distintos’>.

A isoforma induzivel (iNOS) ¢ ativada a partir de alguns estimulos patolégicos, como,
por exemplo, lipopolissacarideos bacterianos (LPS), incluindo a interleucina-1, endotoxinas e
fator de necrose tumoral, ¢ sdo independentes de ions Ca”". Essa isoforma pode ser expressa
em uma grande variedade de tipos celulares incluindo macrofagos, como as células de
Kupffer, linfocitos, neutrofilos, eosinofilos, hepatdcitos e células epiteliais. Uma das grandes
diferencas entre a NOS constitutiva e a induzivel ¢ que a iNOS ¢ capaz de liberar grandes
quantidades de NO por periodos de tempo relativamente longos, podendo gerar alguns efeitos
exagerados, produzindo respostas toxicas ao organismo, enquanto que a cNOS produz
pequenas quantidades de NO e por tempo menor’>">. Apesar de existirem diferencas entre as
isoformas de NOS, todas elas atuam no sentido de catalisar a oxidagdo do atomo de nitrogénio
terminal do grupamento guanidino a L-arginina, formando quantidades equimolares de NO e

L-citrulina’°. (Figura 13).

A ativagdo da NOS e a conseqiiente sintese de NO pelas células endoteliais ocorre a
partir de estimulos que podem ser quimicos ou fisicos. Os estimulos quimicos sdo originados
da interacdo de agonistas enddgenos/exdgenos com receptores especificos presentes nas

células endoteliais, como, por exemplo, a acetilcolina, o ATP, e a bradicinina. A interagdo
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agonista-receptor, na célula endotelial, promove a formagao de trifosfato de inositol (IP3) que,
por sua vez, induz a liberagio de fons Ca>" do reticulo endoplasmatico, eleva os niveis de Ca*"
intracelular, formando o complexo célcio-camodulina ativando a enzima NOS que ird atuar na
L-arginina, gerando a formacio do NO pelo endotélio’>**.

NO foi descrito como um regulador da secrecdo do acido gastrico ¢ modulacao da

. . L . . 95
integridade da mucosa gastrica, juntamente com prostaglandinas endogenas™.

E evidenciado na literatura o efeito protetor ou prejudicial do NO na patofisiologia da
gastroprote¢do’. Embora a produgio de NO pela cNOS seja importante na manutengio da
integridade da mucosa, recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira bifasica na
resposta ulcerogénica da mucosa gastrointestinal, dependendo da isoforma da NOS. Ou seja, o
NO produzido pela cNOS apresentaria em efeito protetor, € o0 NO originario da iNOS teria um

. , A . 9
efeito pro-ulcerogénico’”.

O NO ¢ importante no controle da secre¢do acida e alcalina, no fluxo sangiiineo da
mucosa gastrica e na secregio de muco gastrico’™. O estudo de SUGAMOTO e
colaboradores,” demonstrou que a a¢do do NO na secre¢do de HCOs - induzida por 4cido,

pelo menos parcialmente, ¢ devido o estimulo realizado pela agao das PG.

Nao ha davidas de que o NO é um importante mediador da defesa da mucosa
gastrintestinal, pois todos os componentes envolvidos na prote¢ao gastrintestinal podem ser
modulados pelo NO, e a supressdo da sintese de NO resulta num marcante aumento da

susceptibilidade do trato gastrintestinal a injﬁrialoo’87.

2.3.4 SISTEMA IMUNE DA MUCOSA GASTRICA

Quando os niveis superficiais de defesa da mucosa falham, ou sdo transpostos por
fatores agressores, o proximo nivel de defesa da mucosa ativado é a resposta inflamatoria
aguda. Os neutrofilos sdo recrutados da circulacdo para o local de agdo para facilitar a

cicatrizacdo e reduzir a entrada de microorganismos na circulagio sistémica®.

A liberagdo de fatores quimiotaticos (LTB4, PAF) dos imunécitos da mucosa, como
mastocitos e macrofagos, € sinal para o extravasamento de neutréfilos com migragdo para o

sitio da lesdo™*.
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Ha varias maneiras nas quais aderéncias de neutrofilos ao endotélio vascular contribui
para a formagao de tlceras gastroduodenais. A aderéncia de neutréfilos ao endotélio vascular
¢ acompanhada por liberagdo de proteases e EROs. Estas substdncias medeiam varios danos
provocados na mucosa gastrica por agentes irritantes, como os antiinflamatérios ndo

esteroidais®,

Outro mecanismo de defesa sdo as interleucinas IL4 e IL10, que sdo citocinas anti-
inflamatorias que tem importante papel no controle de recrutamento de neutrdfilos e das
células inflamatoérias cronicas mononucleadas, rementendo a possibilidade de estarem

envolvidas na tlcera cronica por H. pylori, o que merece investigacio'"'.

2.4 FATORES AGRESSORES DA MUCOSA GASTRINTESTINAL

Uso de alcool, Antiinflamatério ndo esteroidal (AINES), cigarros, trauma, sepse, H.

) . ~ , £ oo 2 102,103,104,105
pylori e estresse, contribuem para a formagao de ulcera gastrica ™ > .

Pacientes com doengas relacionadas ao dlcool possui um importante papel na medicina
clinica, onde aproximadamente 29% dos homens e 9% das mulheres sdo hospitalizados devido
a doengas relacionadas ao alcool, afetando os 6rgdos internos'®.

O dlcool ¢ conhecido como uma substancia necrosante que causa injiria na mucosa
gastrica, e a ingestdo excessiva de etanol pode resultar em gastrite, caracterizada por edema na
mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliagdo celular e infiltracao de células inflamatorias'®’.

Desta maneira, as doengas do trato gastrintestinal, relacionadas ao consumo excessivo
de alcool, possuem um importante papel na gastroenterologia clinica. Modelos de animais
representam uma ferramenta importante para se investigar as doencgas relacionadas ao alcool
porque ddo aos pesquisadores a oportunidade de usar métodos que ndo podem ser usados em
seres humanos, tais como a tecnologia nocaute'*®. Assim, a lesdo gastrica induzida por alcool ¢
frequentemente usada como modelo experimental para selecionar compostos com atividade

gastroproterora.

No estdmago o alcool interfere na secre¢@o de acido gastrico, um efeito possivelmente

mediado pela histamina e gastrina. A barreira da mucosa ¢ a principal protecdo da mucosa
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gastrica contra o acido gastrico e o etanol em altas concentragdes aumenta a permeabilidade
epitelial como conseqiiéncia de mudangas no potencial celular, causando re-difusdo de ions
H"'%. Nesse 6rgdo também causa deplecio dos grupos sulfidrilas, que sio necessarios para
estabilizagdo das membranas celulares, bem como na eliminagdo de radicais livres. Ainda no
estomago, o etanol influencia a atividade da musculatura e reduz o fluxo sanguineo,
provocando estase gastrica, congestdo capilar e aumento da permeabilidade vascular,
aumentando os riscos de hemorragias e ulceragdes, associados as injirias macroscopicas e
histologicas na mucosa''®'"""'2 A congestdo capilar é quase sempre acompanhada de estase
circulatoria que ndo estd associada somente com a constricdo de vénulas na submucosa, mas
também com a dilatacdo de arteriolas na submucosa''>! 1,

Como conseqiiéncia dos danos aos microvasos, o alcool promove a liberacdo de
mediadores inflamatérios e vasoconstricio de artérias na submucosa, podendo resultar em
isquemia, além de promover também, a liberagdo de endotelina e degranulacao de mastocitos.
Alguns produtos do metabolismo do acido araquiddnico tém sido implicados na patogénese da
injaria gastrica causada por etanol''>!'°,

O etanol também causa deplecdo de muco, possivelmente por mobilizar os
mucopolissacarideos da mucosa para o limem, reduzindo a capacidade secretoria de muco do
estdbmago, contribuindo assim, para a formag¢do de tulceras''''®. A liberagdo de muco em
resposta a aplicacdo de agentes irritantes possui um papel importante no reparo do epitélio e no

processo de restituicao.

1
108

Com base nos conhecimentos produzidos, SIEGMUND et al ™ propds um esquema

para representar os efeitos agudos e cronicos do etanol na mucosa gastrica (Figura 14).
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Figura 14 Esquema representativo dos efeitos do consumo agudo e cronico de etanol

no estdmago (Fonte: SIEGMUND et al., 2002)108

Preparagdes antiinflamatorias tém sido usadas por milénios, mas seu mecanismo de
acéo foi elucidado ha menos de 40 anos''®. Os AINES sio geralmente considerados seguros,
contudo, seu uso tem provocado problemas de toxicidade no trato gastrintestinal de individuos
que fazem uso de forma cronica '".

As PGs sdo mediadores importantes na manutencao da integridade da mucosa géstrica.
Os AINES reduzem a produgdo dessas PGs por inibirem a COX-1 ¢ COX-2 na mucosa
gastrica e por provocar um. relativo aumento no conteudo de leucotrienos (LTs)m. E bem
estabelecido que o uso de AINES aumenta o desenvolvimento de lesdes pépticas (erosdo,

121,122,123,124

inflamacao e ulceragdo) no trato gastrintestinal em humanos e ratos , aumentando o

. , . . ~ . 121,123,124
risco de séries complicagdes como hemorragia'?'+'#1%4,

A susceptibilidade a injuaria gastrica pelos AINES deve-se a varios mecanismos:

1) significante diminuicdo da biossintese de PGs e a supressdo da atividade tanto da

COX-1 quanto da COX-2""**!% reduzindo outros vérios fatores envolvidos nos sistema de

defesa da mucosa géstrica e exarcebando o efeito lesivo dos LTs'#1%;

2) reducdo da regeneragao celular e inibicdo da contragdo da tlcera'?;
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3) diminuigdo do fluxo sanguineo na margem da ulcera'*,

A Indometacina (IND), um representante dos AINES, causa tlceras gastricas através
de varios processos, incluindo geragdo de EROs, o inicio da peroxidacao lipidica, infiltracdo
de leucocitos, a indugio de apoptose e inibigdo da intese de prostaglandinas'®®. A diminuigo
de prostaglandina prejudica quase todos os aspectos da gastroprotecdo € aumenta a secregao

. . 127
de acido que por sua vez, agravam a ulcera

. Além de prostaglandinas, um segundo sistema
defensivo da mucosa gastrica ¢ via NO/L—arginina128’129. NO regula a secre¢ao de acido
gastrico e modulaa integridade da mucosa gastrica, juntamente com prostaglandinas
enddgenas?*"* Em modelos animais de ulcera géstrica, utilizando o L-name que é um
inibidor do NOS'? a administra¢io de um precursor do NO, L-arginina, protege contra-
ulceras gastricas induzidas por um mecanismo independente da modulacdo da secrecao de
acido ou atividade da pepsina, mas através de manutencao de NO na mucosa'?*!?!,

Além disso, um dos maiores disturbios durante tratamento com AINES ¢ a geracdo de

., . N A ~ i 123
altos niveis de radicais livres em conseqiiéncia da deple¢do de GSH na mucosa gastrica ~.

Desta maneira, a manutengdo adequada dos mecanismos antioxidantes tem um papel

? . ~ . 123
critico na prevencao dos eventos relacionados ao uso de AINES .

O uso de AINES e a Infeccdo por H. pylori sdo as principais causas de ulcera
péptica124’62. Porém outras infecgdes e co-morbidades estdo associadas a tlcera péptica,
aumentando o risco dessa doenga, como por exemplo, o citomegalovirus, tuberculose, doenga
de Crohn, cirrose hepatica, faléncia renal cronica, sarcoidose e desordens

mieloproliferativas®.

A descoberta de uma bactéria espiralada no estomago em 1983 por B.J.Marshal e
R.J.Warren foi o maior avango na fisiopatologia da gastrite e tlcera péptica'”'>.
Inicialmente denominado Campylobacter pylori, esta bactéria foi adequadamente identificada

como H. pylori'®.

E uma bactéria Gram-negativa, que nio forma esporos, possui flagelo polar e que
cresce em ambiente micro-aeréfilo'**. Se multiplica num pH de 6,0-8,0, com crescimento
otimo em pH 7,0'°. Este nivel 6timo de pH ¢ devido a urease, produzida em altas
concentragdes por este microorganismo, que catalisa a formac¢do de amdnia (NH3) a partir da

ureia do suco géstrico135 .
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A ocorréncia da infec¢ao gastrica por H. pylori € alta no mundo inteiro e atinge 40 % e
80 % nos paises desenvolvidos e em desenvolvimento, respectivamente. Apesar das
numerosas pesquisas, o seu modo de transmissdo na populagdo permanece desconhecido.
Existem relatos que ambas vias de transmissdo, oral-oral e oral-fecal, ocorre em humanos. O

homem parece ser o principal reservatorio do agente infeccioso' .

O H. pylori apresenta como fatores de viruléncia os fatores de colonizacdo gastrica: os
flagelos, a enzima urease ¢ fatores de adesdo (codificados pelos genes babA e babB); ¢ os
fatores lesivos a mucosa: produtos da urease, lipopolissacarideos, quimiocinas, citocinas
(cagA e vagA), proteinas pro-inflamatdrias, proteinas do choque térmico (“heat shock
protein” - HspA e HspB), proteases que hidrolisam proteinas do muco, e producdo de NO que

~ r <1
promove lesdes nas células do hospedeiro'’.

O gene cagA (citotoxin antigen associated), marcador de. CagPAl (ilhas de
patogenicidade Cag), esta fortemente associado ao risco para desenvolvimento de cancer.
Cepas CagA+ induzem niveis mais altos de expressao das citocinas inflamatérias IL-153 e IL-
8, ¢ elevam em 3 vezes a probabilidade de desenvolvimento do cancer géstrico'™®, desta
maneira o H. pylori ¢ a primeira bactéria a ser classificada como grupo I cancerigeno pela
Agéncia Internacional para Pesquisa sobre o Cancer ™'’

O gene vacA esta relacionado a capacidade de sobrevivéncia da bactéria no ambiente
inospito da acidez gastrica. Possui também papel importante na capacidade de aderéncia da
bactéria a mucosa gastrica e de penetragdo no limen do estdmago. O fator chave para esse
processo de adaptacdo do H. pylori as condigdes gastricas ¢ a presenga da enzima urease que
promove a hidrélise da uréia presente no suco gastrico produzindo amonia, molécula aceptora
de ions H', que gera um pH neutro no interior da bactéria, possibilitando assim sua
sobrevivéncia. Tombola et al."** demonstram que o gene vacA se comporta como um redutor
de pH transportando passivamente a uréia e otimizando a ativadade da urease. Pode-se dizer
que o gene vacA confere infectividade & bactéria. A presenca de urease ¢ um dos métodos

utilizados para diagndstico da infec¢do por H. pylori.

Na auséncia de erradica¢do do H. pylori, a infecgdo tende ter vida longa e a resposta
imune ¢ inefetiva no combate ao agente. Na maioria dos casos de infec¢do natural, a resposta

imune do hospedeiro direciona para inflamagdo cronica, promovendo atrofia e neoplasia da
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mucosa. Com a erradicagdo do organismo infeccioso a inflamagao tende a resolucdo, o que,

: ~ : A i 141
em muitos casos, pode resultar na reducao do risco de atrofia e cancer gastrico .

Os danos na mucosa gastrica proporcionado pelo H. pylori sdo resultado da sua
capacidade de chegar até as células da mucosa gastrica e promover danos, acompanhados pelo
aumento da expressdo e liberagdo de citocinas pro inflamatorias, como IL-1f3, IL-6, IL-8,
TNF-a, IFN-y e MIP-1o. '**. Esta agdo afeta a secrecio acida gastrica e altera a taxa gastrina-
somatostatina, assim como a atividade secretora das células mucosas, produtoras de muco/
bicarbonato, e a qualidade de aderéncia da camada de muco, resultando na gastrite aguda e,
posteriormente, crénica'®. A inducdo pelo H.pylori de citocinas, quimiocinas e fatores de
crescimento ¢ mediado pelas vias de sinalizacdo das quinases de proteinas ativadas por
mitogenos (MAPK) e do fator nuclear de transcrigio K - B'*'.

JUNG et al.'"** mostrou que a gastrite induzida pela infeccdo por H. pylori em
humanos deve-se em parte pela produgdo de EROs, reducdo de GSH e pela peroxidagdo
lipidica. O grande conteudo de EROs estimulado por essa bactéria promove um intenso
infiltrado de células inflamatorias e indugdo de mais citocinas'*'*. Pacientes com tlcera
duodenal, cancer gastrico e gastrite infectados pelo H. pylori tém uma producdo aumentada e
patogénica de iNOS, enzima que provoca uma série de estimulos inflamatorios e que
contribui para o estresse oxidativo'*®, A infeccdo por H. pylori parece interferir também com
a expressdo e liberagdo de grelina da mucosa, um peptideo gastroprotetor conhecido por

estimular o apetite e crescimento de criangas' .

A infeccdo por H. pylori afeta fortemente a secrecdo acida gastrica, alterando a
proporgdo gastrina/somatostatina, destruindo a camada de muco/bicarbonato e alterando a

qualidade aderente deste muco/gel, resultando numa gastrite aguda ou cronica e ulceragdes'>>.

2.5 TERAPEUTICA ATUAL E PERSPECTIVAS

As solugoes terapéuticas, durante séculos, foram sempre a de neutralizar o conteudo
gastrico de acido cloridrico utilizando antiacidos, dieta alimentar ou cirurgia. Tal panorama s6
foi modificado no inicio dos anos 70 onde os receptores de histamina H2 foram definidos
através da utilizagio de antagonistas seletivos como a cimetidina e ranitidina'**'*’. Esses
farmacos causaram um grande impacto mundial, o que levou Kurata e colaboradores'** a

escrever um artigo na Science intitulado “What in the world is happening to ulcers?”. O artigo
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descreve essa modificacdo no panorama do tratamento de tlcera péptica, com uma diminui¢ao

expressiva no numero de cirurgias.

Algum tempo depois, foram desenvolvidos ‘farmacos citoprotetores, como o
misoprostol, um analogo da PGE2, e extensas revisdes sobre elas tém sido feitas. A
prostaglandina no estdbmago inibe a secrecdo 4cida, enquanto estimula a secre¢do de muco e

. 148
bicarbonato ™.

Outros farmacos gastroprotetores foram introduzidos como os inibidores da bomba
protonica ou H+, K+ ATPase, responsavel pela secrecdo acida gastrica. A substancia padrao
foi o omeprazol, que ¢ capaz de inibir a secrecdo acida por inativacdo da bomba através da
formacdo de ligacdes dissulfeto entre as moléculas reagentes do omeprazol com a
enzima'*"*>'*°. Na mesma época foi descrita a agdo da pirenzepina, um anticolinérgico
muscarinico M1 seletivo, que também contribuiu para o tratamento da ulcera péptica nesta
década'".

Assim, o tratamento das dispepsias até o final da década de 80 se limitou ao uso
individual ou em associacdes de antiacidos, anticolinérgicos M1, anti-histaminicos H2,
citoprotetores e inibidores da bomba proténica. Além disso, novos usos para velhos farmacos

152,153

foram encontrados; os compostos de bismuto ¢ a carbenoxolona, obtida a partir de um

extrato da Glycyrriza glabra o alcacuz,**'> fazem parte desse grupo.

Estamos hoje ha 20 anos do inicio da “era da H. pylori”, e estagnamos numa espécie
de platd do conhecimento, tratamento e diagndstico das ulceras pépticas. Atualmente, a
terapéutica mais empregada no tratamento de ulceras gastricas consiste no emprego de
inibidores da bomba protonica (H+-K+-ATPase) concomitantemente a antibidticos para
erradicacdo da Helicobacter pylori, quando detectadas nas biopsias. Entretanto, trés questdes
ainda demandam solugdes: a) a continua diminui¢do na eficacia da erradicacdo da H. pylori;
b) a ineficacia da atual terapéutica na preven¢do e na reincidéncia de ulceras gastricas em
pacientes usuarios de drogas antiinflamatérias ndo esteroidais (AINEs); c¢) a ineficicia da
atual terapéutica em casos de ulceras gastricas ndo associadas a utilizagdo de AINEs e a
presenca da H. pylori'*’. Além disso, o uso de farmacos inibidores da secre¢io 4cida (anti-

histaminicos H2 e inibidores da bomba protonica) em conjunto a AINEs, reduz a absor¢do

.y : . . Avgi 156
destas ultimas, reduzindo assim seus efeitos terapéuticos = .
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Existem, s6 no Brasil, centenas de milhares de casos envolvendo tulceras gastricas, o
que significa um problema de satde publica importante e nos leva a crer que estudar
substancias com potencial atividade antiulcerogénica seja ndo so pertinente, como bastante

importante.



III OBJETIVOS

3.1 Gerais

Avaliar a atividade antiulcerogénica de fragdoes e do alcaldide cantinona e desvendar

seu possivel mecanismo de agao, utilizando modelos experimentais “in vivo”e “in vitro”.

3.2 Especificos

o Obter fragoes do rizoma de Simaba ferruginea;
o Isolar o alcaldide cantinona do rizoma de Simaba ferruginea;
o Determinar o potencial citotoxico de fragdes e do alcaldide cantinona em

cultura de células.

o Avaliar a atividade antiulcerogénica de fragdes e do alcaloide cantinona no
modelo agudo de lesao gastrica induzida por etanol em camundongos;

o Avaliar a atividade antiulcerogénica de fragdes e do alcaldide cantinona no
modelo cronico de lesdo gastrica induzida por indometacina em ratos;

. Avaliar a participacdo do 6xido nitrico na resposta antiulcerogénica de fragdes
e do alcaldide cantinona, em modelo de tlcera induzida por etanol;

o Avaliar a atividade antiulcerogénica de fragdes e do alcaloide cantinona contra
lesdes gastrintestinais induzidas por indometacina, analisando parametros de estresse
oxidativo (liperoxidagdo lipidica (MDA) e mieloperoxidase (MPO));

o Avaliar a atividade antiulcerogénica de FASf e do alcaldide cantinona contra
lesdes gastrintestinais induzidas por indometacina, através dos nivel plasmaticos das citocinas
pro-inflamatorias, IL-8 e TNF-a;

o Avaliar. a participagdo da PGE, da mucosa géstrica na resposta
antiulcerogénica das fracdes e do alcaldide cantinona;

o Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori de fragoes e do alcaldide cantinona
em ensaio de difusdo em disco;

o Avaliar a atividade anti-Helicobacter pylori de fragoes ¢ do alcaldide cantinona

em ensaio de microdilui¢do em caldo.



IV MATERIAIS

4.1 Material botanico

Simaba ferruginea St Hil. (Simarobaceae) foi coletada em julho de 2008, pela equipe
do Laboratério de Farmacologia da Universidade Federal de Mato Grosso (UFMT), no Bairro
Pedra 90, Cuiaba, Mato Grosso, coordenadas GPS E0614500 e N8271574.

Amostras testemunhas contendo material reprodutivo de S. ferruginea foram
encaminhadas ao Herbario Central da UFMT e uma exsicata da planta encontra-se depositada

no referido Herbario, sob o n°® 21.883.

A coleta da planta foi feita apds autorizacdo do Sistema de Autorizacdo de Informagao
em Biodiversidade (SISBIO) do Instituto Brasileiro do Meio Ambiente € dos Recursos

Naturais Renovaveis (IBAMA) / Ministério do Meio Ambiente (MMA) n® 23124-1 (Anexol).

4.2 Animais

Foram utilizados ratos albinos, Rattus norvegicus, variedade Wistar pesando de 150-
200g e camundongos albinos, Mus musculus, variedade Swiss-Webster pesando de 25-35 g,
provenientes do Biotério Central da UFMT. Todos os animais foram acondicionados em
gaiolas de polipropileno, com 4gua ad libitum e dieta apropriada com ragio Purina® (Labina),
mantidos em condi¢des controladas de temperatura (25+1 °C) e ciclos claro/escuro de 12 h e

adaptados as condicdes laboratoriais por no minimo 48 h.

De acordo com cada experimento, os animais foram submetidos ao jejum de racao de
12 a 24 h, mantidos em gaiolas especiais com grade na base para evitar coprofagia e agua ad
libitum até 1 hora antes de cada experimento. Utilizando-se de 7-10 animais por grupo
experimental. Os protocolos experimentais foram aprovados pelo Comité de Etica em

Pesquisa Animal (CEPA/UFMT), n° 23108.020675/09-4, conforme Anexo 2.

4.3 Microorganismos

Para os bioensaios, foram utilizadas cepas de Helicobacter pylori (vacA e cagA
positivos), American Type Culture Colection - ATCC 43504 doada pela Fundacdo Oswaldo

Cruz — Fiocruz/RJ. As cepas foram congeladas a -20°C e mantidas em meio skinmilk.
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4.4 Linhagem Celular

Para o ensaio de citotoxicidade foram utilizadas células do carcinoma hepatocelular
(HEP G,), doado pela Prof. Dr. Carmem Luci Bassi da Area de Histologia e Biologia do
Departamento de Ciéncias Basicas em Saude da Faculdade de Ciéncias Médicas da UFMT.
As células apos descongeladas foram mantidas em meio Nutrient Mixture F-10 (HAM) +
Dulbecco Modified Eagle’s Medium Hepes Modification (DMEM) (Sigma Aldrich - USA)
com 10% de soro bovino fetal (SBF) (Cultilab) a 37 °C em atmosfera de 5% CO2 ¢ 90%

umidade sendo a viabilidade celular avaliada pelo método de Azul de Tripan.

4.5 Drogas e reagentes

As drogas, reagentes e corantes utilizados durante a realizacdo dos ensaios
farmacolodgicos foram de pureza analitica, com excec¢do da claritromicina (claritromicina-

genérico) e tiopental sodico (Tiopentax®™) conforme Quadro 1.

Quadro 1. Drogas, reagentes e corantes utilizados nos ensaios farmacologicos.

PRODUTO MARCA
Acido Acético Glacial SYNTH
Acido Tiobarbitarico > 98% (TBA) SIGMA
Alcool metilico P.A (metanol) SYNTH
Alcool etilico P.A(etanol) SYNTH
BHI caldo NEWPROV
Bicarbonato de Sodio P.A SYNTH
Carbenoxolona SIGMA
Claritromicina MEDLEY
Claritromicina (disco de 15ug) NEWPROV
Cloreto de sodio P.A SYNTH
Brometo de Difeniltetrazélio (MTT) SIGMA
Di-cloridrato de o-dianasidina SIGMA
Dimetilssulféxido (DMSO) VETEC

5,5 ditiobis(2-nitrobenzoico) (DTNB) SIGMA
Disco Claritromicina (15ug) NEWPROV
Dulbecco  Modified Eagle’s Medium Hepes SIGMA

Modification (DMEM)



EDTA sal dissodico P.A

Eter etilico P.A

Fosfato de Sodio P.A

Fosfato de S6dio Monobasico P.A
Glutation reduzido

Hidrato de cloral

Indometacina

Meio de Cultura Agar Sangue
NG-nitro-L-arginina metil ester (L-NAME)
Lauril Sulfato de Sodio (LSS)
L-Arginina

Nutrient Mixture F-10 HAM

Sangue de Carneiro Desfribrinado 10%
Soro Bovino Fetal (SBF)

Tampao tris (Trizma®)

Tiopental sddico (Tiopentax®)
Tripsina

Tween 80
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DINAMICA
SYNTH
VETEC
VETEC
SIGMA
MERCK
SIGMA
NEWPROV
SIGMA
ISOFAR
SPRINGVALLEY
SIGMA
NEWPROV
CULTILAB
SIGMA
CRISTALIA
SIGMA
MERCK
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4.6 Equipamentos
Os equipamentos utilizados durante a realizagdo dos ensaios microbiologicos e
farmacologicos estdo relacionados conforme a Quadro 2, a seguir:

Quadro 2. Materiais permanentes e equipamentos utilizados nos ensaios biologicos.
Materiais Permanentes e Equipamentos MARCA

Aparelho leitor de ELISA BIO RAD
Balanga eletronica de precisao modelo WA205 CHYO
Centrifuga Excelsa 2 FANEN
Centrifuga refrigerada R-4239 ALC
Destilador Q341-25 QUIMIS
Estufa BOD EL141 ELETROLAB
Estufa de secagem MA-037 FANEM
Freezer -20°C CPS 10 INDREL
Freezer -86°C IULT 335D INDREL
Fluxo laminar EM 12469 IVECO
Gaiolas metabolicas TECNIPLAST
Homogeneizador automatico MA-102 MARCONI
Incubadora de CO, TE-399 TECNAL
Lupa esterioscopica CHYO
Microscopio invertido TS-100 NIKON
Homogeneizador automatico MA-102 MARCONI
Moinho de facas TE-625 TECNAL
Paquimetro digital DIGIMESS
Phmetro digital B-474 MICRONAL
Vortex PHOENIX



V METODOS

5.1 Extrato Metandlico de Simaba ferruginea

Os rizomas de Simaba ferruginea foram limpos, cortados em pequenos pedacos e
secos a temperatura ambiente ¢ triturados em moinho elétrico com tamis de malha n°® 40, onde

foi obtido um pé fino e de cor marrom-amarelado (3 Kg).

Este foi macerado (1:2 p/v) com metanol por 7 dias, a temperatura ambiente. Apos
este periodo, o macerado foi filtrado e concentrado em evaporador rotatorio, sob pressdo
reduzida de 600 mmHg e temperatura de 40 + 2°C. O solvente residual foi evaporado em
estufa a 40°C e o EM.SY; assim obtido foi envasado em frasco ambar e mantido em geladeira a

4+ 1°C.
5.2 Fracao Alcaloidica de Simaba ferruginea

A fragdo alcaloidica de Simaba ferruginea (FASY), foi obtida a partir do EMSf onde foi
macerado com metanol/agua (5:2 v/v) e alcalinizada com hidroxido de amoénia (10%) até pH
9 ¢ extraida sucessivamente com cloroférmio através de um baldo de separacdo, obtendo-se
duas solucdes: Cloroformio e residuo do extrato aquoso alcalino (este residuo foi reservado
para posterior extracdo). Em seguida a solugdo cloroférmica foi acidificada com uma solugao
de acido cloridrico (0,1M) até pH 4 em um baldo de separacio a qual foi recolhida
separadamente. Por fim, esta solu¢do aquosa foi alcalinizada novamente com hidréxido de
amonia e extraida trés vezes com cloroférmio, obtendo-se a fragdo alcaloidica (FASf), onde a
mesma foi concentrada em evaporador rotatdrio, sob pressao reduzida de 600 mmHg e
temperatura de 40 £ 2°C. O solvente residual foi evaporado em estufa a 40°C. A FAST foi
envasada em frasco ambar e mantido em dessecador.(UGAZ, 1994; SIMOES et al, 2002).
(Figura 15).



Simaba ferruginea
Rizoma (po)

Maceracho of metanol
por T dias
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* Extrato Metanolico de Sfwaba ferruginean

Meanolisgua {523

Suspensio de ENLSF

Clorofarmio
{Tzocratica)

|
Fracio Cloroformie Alcalina
Acidificario — pHAE

Alcalinizado com Hidmddo de amdnio — pH 2-10

Fragio Aguosa Alcalina

{Isocratical

Acido Cloridrico
Fraciio Cloroformio Fracio Aqguosa
acido ..
acida

Fracio Aqguosa

% | Fragio Alcaloidica
(FASH)

Fracio Aguosa

*

Alcalintzacio com Hidrixido de ansindo —pH 2-10
Cloroformio (3x) — (Tsocritica)

Fracio Diclorometano
(DCM-RASH

Figura 15. Esquema para obtencdo do Extrato metanolico, Fracdo lcaloidica e Fracdo

diclorometano-residuo alcalino, a partir do rizoma de Simaba ferruginea

* Envolvidos em Bioensaios.

5.3 Fracao diclorometano-residuo alcalino de Simaba ferruginea

O residuo do extrato aquoso alcalino obtido a patir da solucdo da fracdo alcaloidica da

Simaba ferruginea, foi colocada em um baldo de separacdo e lavada 3 vezes com

diclorometano, obtendo-se assim a fracdo diclorometano — residuo alcalino Simaba ferruginea

(DCM-RASY), a qual foi concentrada em evaporador rotatorio, sob pressdo reduzida de 600

mmHg e temperatura de 40 = 2°C. O solvente residual foi eliminado em estufa a 40°C. A

DCM-RASf foi envasada em frasco dambar e mantida em dessecador.

5.4 Isolamento do alcaldide cantinona

O EMSY (200 mg) foi particionado sucessivamente (3 x 250 ml) em um baldo de

separagdo com cloroférmio e acetato de etila, obtendo-se assim duas solugdes, as quais foram
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recolhidas separadamente, sendo uma fase acetato de etila, que foi desprezada e outra fase
cloroférmica, denominada fracdo cloroformica de Simaba ferruginea (FCSf), a qual foi
concentrada em evaporador rotatdrio, sob pressao reduzida de 600 mmHg e temperatura de 40
+ 2°C. O solvente residual foi eliminado em estufa a 40°C, e a FCSf, assim obtida, foi

envasada em frasco ambar e mantida em dessecador.

Apbs o preparo da FCSf foram feitas placas de cromatografia em camada delgada
(CCD), eluida com hexano, acetato de etila e acetona (8:2:0,5 v/v/v) e a CCD foi revelada

com Dragendorf.

A FCSf foi resuspendida em cloroférmio, para o preparo da pastilha, que foi
adicionada a uma coluna de cromatografia de silica gel, eluida com hexano/acetato de etila,
em uma relagdo isocratica, e os eluatos foram coletados em frascos de 20-30 mL. Apds
evaporagdo do solvente, foram realizados testes em CCD, usando lampada de ultra violeta,
acido sulfrico e etanol/aquecimento como reveladores universais e também alguns
reveladores especificos como reativos de Dragendorff, anisaldeido sulfirico e cloreto
férrico(FeCls). Com base no perfil de CCD, foram reunidos os frascos com perfis similares.

Desta forma, foram obtidas as subfracdes: 122-145, 159-169 e 170-171 (Figura 16).

As subfracdes 122-145 e 159-169 foram recromatografados em cromatografia em
coluna (CC) de silica gel 60 F»s4, usando continuamente, uma relagao isocratica, (~2 litros)
hexano:acetato de etila (8:2 v/v), o eluato foi coletado em frascos de 20-30 mL. Apods
evaporagdo do solvente, foram reunidos os frascos com perfil similar, de acordo com a CCD,
revelado com reativo de Dragendorf, desta maneira foram reunidos os frascos 33-45 e 75-105

das subfragoes 122-145 e 159-169 respectivamnete.

As subfra¢des 170-171 foram recromatografados em CC de silica gel 60 F284
continuamente com cloroformio:methanol, em uma relagdo isocratica (~300 mL). Os eluatos
dos frascos 3-7 foram reunidos e recromatografados em CC, eluida com hexano:acetone, em
uma relagdo isocratica. Com base na cromatografia em camada delgada (CCD), foram

reunidos os frascos com perfil similares, estes frascos froram os 26-41.

As amostras obtidas dos frascos com similaridades na CCD foram encaminhadas para
analise e os perfis cromatograficos foram obtidos utilizando-se Cromatrografia Liquida de

Alta Eficiéncia — CLAE. Esses procedimentos foram realizados no Laboratorio de Produtos
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Naturais da Universidade do Vale do Itajai — UNIVALI, sob orientagdo do Prof. Dr. Valdir
Cechinel Filho.

Stmaba forruginea
Rizoma (pa)
Maceracan ¢f metannl

por T dias

Extrate Metanolico de Simaba ferruginea

Metanolisgua 52}
{Isocraica)
Suspensio de ENL.SF
Cloroformin
{Tsocratica)
f 1
Frag o/ Cloro frniio Fragio Aquosa Alcalina
FCSF Acetate de Etila (3x)
CC silica gpl I 1
Hexamo/ Acetain de etila Fragio Aquosa Fraciio Acetato de Edla
122-145 159-169 170-171
C'C silica gel C'C sikica gel C'C silica gel
[Iix.l'ﬂmEt ®:23 HexiAcoFt {3:2) CHCL, /MeoH (%:1)
*| 3345 *| 75105 03-07
C'C silica gel
[Hex/ Aceiona (8:2)
* | 26-41

Figura 16. Esquema para obtencdo do Alcaldide Cantinona a partir do rizoma de
Simaba ferruginea Cloroformio (CHCL;); Metanol (MeoH); Hexano
(Hex); Acetato de etila (AcoEt). * Cantinona.

5.5 Analise cromatografica

Para este procedimento foram utilizadas placas de cromatografia de silica gel 60 F254
(Merck) como fase estacionaria e os eluentes como fase movel (cloroférmio, metanol, hexano,
acetato de etila), variando o tipo e a propor¢do conforme o comportamento da fragdo

analisada.

Para revelar as classes dos compostos foram utilizados reveladores universais como

UV e 4cido sulfurico 10%, e reveladores especificos como: anisaldeido sulfurico para
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terpenoides e esteroides, cloreto férrico 3% para flavondides e compostos fendlicos,

Dragendorff para alcaloides '’ .

5.6 Determinacao dos peso secos do extrato metandlico e fracdes de Simaba
ferruginea

Trés aliquotas de 100 mg EMSf ou 50 mg das fracoes (FASf e DCM-RASY), foram
retiradas e colocadas em frascos-ampola, previamente tarados, secas em estufa a 60°C, por 48
h e pesadas, sucessivamente, em balanga analitica, até obtencdo de peso constante. Os pesos
secos expressos em miligrama porcento (mg %), foram obtidos pela média aritmética dos trés

ultimos pesos.

5.7 Determinacoes dos rendimentos do extrato e fracoes

As determinagdes dos rendimentos (%) do EMSf e das fragoes (FASf e DCM-RALSY),

foram realizadas utilizando a equacio:

r= ps—xqexIOO , onde:

9y
r = rendimento (%)
Ps = peso seco (g/g)
de = quantidade de EMSf e fragdes (FASf'e DCM-RASY), obtida (g)
qp = quantidade de po do rizoma utilizado (g).
5.8 Citotoxicidade através do método de Sal de Tetrazdlio (MTT)

Utilizou-se  método descrito por Mosmann'*®, baseado na conversio do sal de
tetrazolio (MTT) em formazan, cuja concentragdo pode ser determinada

espectrofotometricamente.

Células de hepatoma humano (Hep G,), numa densidade de 1x10° células/100 ul ,
foram adiciondas em microplacas de 96 pocos, contendo 100 pl de meio de cultura Dulbecco

Modified Eagle’s Medium Hepes Modification (DMEM) + Nutrient Mixture F-10 HAM
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(HAM), suplementado com 10% de soro bovino fetal (SBF) e incubadas por 18 — 24 h, a
37°C, em atmosfera imida contendo 5% de CO,. Apds este periodo, removeu-se 0o meio e
adicionou-se 100 pl do veiculo (DMSO 1%), EMSY, fracdes (FASf, DCM-RASYf) e Cantinona
(400; 200; 100; 50; 25; 12,5; 6,25 pg/mL), utilizando-se como padrdo doxorrubicina (25
png/100 pl) e como leitura branca apenas o meio de cultura com células. Estes foram
incubadas por 24 h, o meio removido e substituido por 100 ul de solugdo estéril de MTT (5
mg/mL), deixando-o por 4 h, a 37°C em atmosfera imida contendo 5% de CO,, para entdo
proceder com a retirada do MTT e adicdo de 100 pul de DMSO e a leitura da absorbancia em
leitor de ELISA a 570 nm.

As drogas foram consideradas citotoxicas quando apresentaram valores de IC50<100

ng/mL' (Figura 17).

Droga Teste

6 ARII M NSNS

{ N7 S S7
:H o 0 Tl e ol el e
- T A ! } -
CE Yeiculo CP brance

Figura 17. Preenchimento da microplaca para determinagdo da Citotoxicidade (MTT)
do EMSf, fragdes (FASf e DCM-RASf) e cantinona. CE: controle de
esterelidade (meio); veiculo (DMSO 1%), CP: controle positivo
(doxorrubicina); branco: controle de crescimento (células).

5.9 Ensaios in vivo

5.9.1 Lesao gastrica induzida por etanol

A atividade antiulcerogénica do EMSY, fracdes (FASf e DCM-RASY) e cantinona foi

primeiramente avaliada no modelo de tlcera géstrica induzida por etanol, em camundongos®'.
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Camundongos, machos, pesando entre 20-25 g, privados de alimento por 18 h e com
acesso livre a agua até 1 h antes do experimento, foram distribuidos em grupos de 8-10
animais cada, tratados oralmente (v.0) com o veiculo (Tween 80 a 2% em agua destilada),
EMSSf (5, 20 e 100 mg/Kg), FASf (1, 5, 20 e 100 mg/Kg), DCM-RAS/ (1, 5, 20 mg/kg),
cantinona (0,2; 1; 5 e 20 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg), num volume de 0,1 ml/10 g de

peso corporal do animal (p.c.).

Uma hora ap6s os tratamentos, os animais receberam, por gavagem, etanol 75% (0,1
mL para cada 10 g p.c.). Decorridos 30 min, os animais foram sacrificados por deslocamento
cervical, os estdmagos removidos, abertos pela grande curvatura, lavados com salina 0,9%
gelada e distendidos entre duas placas de vidro para melhor visualizagdo. A area ulcerada foi
desenhada em folha de transparéncia e expressa em termos de percentagem da éarea total do
corpo gastrico (mmz), usando-se para a quantificagdo das lesdes gastricas um programa de

planimetria computadorizada (Image J)
5.9.2 Ulcera gastrica induzida por indometacina.

Para a producdo de lesdes gastricas nos animais, por indometacina, utilizou-se o
0

método de Djahanguiri'®.

Ratos machos, pesando entre 160—180. g, privados de alimento por 18 h e com acesso
livre a agua até 1 h antes do experimento, foram distribuidos em grupos de 8-10 animais cada,
tratados oralmente (v.0) com o veiculo (Tween 80 a 2%), EMSf (5 €20 mg/Kg), FASf (5 e 20
mg/kg), DCM-RASf (5 e 20 mg/kg), cantinona (20 mg/kg) e carbenoxolona (100 mg/kg), num
volume de 0,1 ml/10 g p.c.

Uma hora apos os tratamentos, foi administrado por via oral, (v.0), 50 mg\kg de
indometacina, ‘dissolvida. em bicarbonato de sédio 2%. Decorridos 4 h, os animais foram
sacrificados por deslocamento cervical, removidos os estdmagos e injetado 1 ml de solugdo de
formol 5% para demarcagdo da area ulcerada; apos 15 min, os estomagos foram abertos pela
grande curvatura, desprezado o contetido gastrico e a mucosa foi lavada delicadamente com

salina 0,9% gelada.

Para a determinac¢dao do indice de tulcera, foram atribuidos escores, seguindo-se a

pontuagdo:
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a) Coloracdo da mucosa

o NOIMAL....eiiiiiiceceeece e 0 ponto
o Hiper€mica........cccoeeereieeiieieiie et e 1 ponto
o Descorada........ocvieiieiiiiieeeeee e 1 ponto
b) Perda de Pregas da mucosa...........ccceeeciieneisiueeniieniesieeiens 1 ponto

c) Petéquias

o LoVe. ettt ettt 1 ponto

o Moderada..........veeeiieiiiieiiieet i 2 pontos
o INEENSA. ettt it et 3 pontos
d) Edema

o LoV ettt eciiie s st 1 ponto
o Moderado........cciveuiiiieiieeie e 2 pontos
o INEENSO ittt 3 pontos

. LEVE .ot e 1 ponto
o Moderada.........oeeeiiieiiie e 2 pontos
o INEENSA...eciiieeiiecciie et e e 3 pontos

f) ~ Perda de muco

o LoV ettt 1 ponto
o Moderada...........cieiiiiiiiie e 2 pontos
. INteNSA......eeie it e 3 pontos

g) Lesdes necro-hemorragicas (Ulceras)

o At TMIM..cii it 1 ponto cada
o Maior qUe IMM........ccoeceviiiieiieiieeie e 1,5 pontos x mm
° Perfuradas..........ccooveevieciieiiiiecieceee e 5 pontos x mm

5.9.3 Determinacéao do 6xido nitrico da mucosa gastrica.

Avaliacdo da participagdo do NO na atividade antiulcerogénica do EMSf, FASf, DCM-

RASf e cantinona foi feita utilizando-se o método de Matsuda et al.'®".

Ratos machos, pesando entre 160—180 g, privados de alimento por 18 h e com acesso
livre & agua até 1 h antes do experimento, foram distribuidos em grupos de 8-10 animais cada,

tratados oralmente (v.0) com o veiculo (Tween 80 a 2%), EMSf (5 e 20 mg/Kg), FASf (1 e 20
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mg/Kg), DCM-RASf (1 e 20 mg/kg), cantinona (20 mg/Kg) e carbenoxolona (100 mg/Kg),

num volume de 0,1 ml/10 g p.c.

Camundongos machos, pesando entre 25 - 30 g, em jejum de solidos por 24 h e com
livre acesso a agua até 1 h antes do experimento, foram distribuidos em grupos de 8 - 9
animais cada. Os animais foram pré-tratados com 70mg/kg ip.de L-name ou salina 0,9% ip., €
apos 30 min receberam, por via oral, veiculo (Tween 80 a 2%), carbenoxolona (100 mg/kg),
EMSf (20 mg/Kg), FASf (20 mg/Kg), DCM-RA (20 mg/Kg) ou cantinona (20 mg/Kg) e 200
mg/Kg ip de L-arginina. Decorridos 30 min, os animais receberam, via oral, 1 mL/10 g p.c. de
etanol 75% para indugdo das ulceras gastricas. Apos 30 min, os animais firam sacrificados, os
estobmagos removidos, abertos pela grande curvatura, lavados com salina 0,9% gelada e
distendidos entre duas placas de vidro para melhor visualizagdo das lesdes gastricas. A area

ulcerada foi quantificada conforme procedimento descrito em item 5.9.1.
5.9.4 Determinacio da atividade antioxidantes

Para a avaliacdo da atividade antioxidante do EMSf, fragdes (FASf, DCM-RASY) e
cantinona foram utilizados animais submetidos a tlcera induzida por indometacina conforme

metodologia descrita no item 5.9.2.

Os animais foram pré tratados com veiculo (tween 80 a 2%), EMSf (5, 20 e 50 mg/mL),
fragdes (FASf, DCM-RASY), cantinona nas doses de 20 mg/Kg e carbenoxolona na dose de
100 mg/Kg. Os estdmagos foram pesados, fragmentados, acrescentado Sml de solugdo tampao
fosfato (PBS 0,1 mM), pH 7,4 (gelado), triturados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 min.
O homogenato obtido foi armazenados em biofreezer (-80°C), para posterior determinacdo de

Mieloperoxidase (MPO) e Malonaldeido (MDA).
5.9.4.1 Determinacgio da atividade da mieloperoxidase (MPO)

Para avaliar a participacdo da mieloperoxidase (MPO) na acdo antitlcerogénica do

EMSY;, Fragdes (FASf e DCM-RASY) e cantinona, utilizou-se o método de Krawisz et al.'®.

A atividade da MPO foi medida adicionando-se a 10 pl da amostra, 290 ul de tampao
fosfato de sodio a 50 mM (pH 7.4) contendo 0,167 g/l de diidrocloreto o-dianasidina e
0,0005% de peroxido de hidrogénio. Apds 1 al0 min, realizou-se a medida da absorbancia em

espectrofotometro a 460 nm. Os resultados foram expressos em U/g Tecido.
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5.9.4.2 Determinacio do malonaldeido (MDA)

A atividade antioxidante do EMSf, Fracdes (FASf e DCM-RASf) e cantinona, foi
medida pela dosagem das substincias reativas com acido tiobarbitlrico, indicador de

Cl s e 163
peroxidacdo lipidica ™.

Ao homogenato foi adicionado KCI (0,15M) na proporg¢ao de 1:10, (v/v), deste retirou-
se 500 ul e adicionou-se a 200 ul de lauril sulfato de sédio (LSS) (8,1%), 1,5 ml de acido
acético (20%, pH=3.5, ajustado com NaOH), 1,5 ml de acido tiobarbiturico (0,8%, p/v) ¢ agua
destilada até se completar 4ml. As amostras foram colocadas em banho-maria, a 95°C, por 1
h. Apos o resfriamento das amostras, adicionou-se 1 ml de agua destilada + 5 ml da mistura
de n-butanol + piridina (15:1, v/v), os tubos foram agitados por 1 min e centrifugados a 2.600
g, por 10 min. A absorbancia da capa organica foi determinada em espectrofotometro a 532

nm. Os valores foram expressos em pmol MDA/g tecido.

5.9.5 Determinacgio dos niveis plasmaticos de IL-8 e TNF-

Para a determinagdo dos niveis plasmaticos de IL-8 ¢ TNF-a, os ratos foram

submetidos a tlcera gastrica induzida por indometacina, conforme metodologia descrita no

item 5.9.2.

Os animais foram pré tratados com veiculo (tween 80 a 2%), EMSf (20 mg/mL), FASf'e
cantinona nas doses de 20 mg/Kg ¢ 100 mg/Kg de carbenoxolona. Apés 4 h da indugédo da
ulcera, os animais foram anestesiados com foram anestesiados com tiopental sodico (50
mg/kg, i.p.) e hidrato de cloral (300 mg/kg, i.p.), a veia cava inferior puncionada e o sangue
retirado, colocado em tubos de ensaio contendo EDTA 5%, centrifugados a 3.500 rpm por 10
min, a 4°C e o plasma obtido armazenado a -80°C. As amostras fortemente hemolisadas foram
descartadas. Os niveis plasmaticos de IL-8 e TNF-o foram determinados por kit de ELISA
(eBioscience, USA e Immuno Biological Laboratories-IBL, Japan), de acordo com instrucdes

do fabricante.
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5.9.6 Determinacio dos niveis de PGE; da mucosa gastrica

Para a determinag@o dos niveis de PGE;, da mucosa ‘gastrica, foram utilizados ratos

submetidos a tlcera induzida por indometacina, conforme metodologia descrita no item 5.9.2.

Os animais foram pré tratados com veiculo (tween 80 a 2%), EMSf (5, 20 e 50
mg/mKg), fragdes (FASf, DCM-RASY) e cantinona nas doses de 20 mg/Kg ¢ 100 mg/Kg de
carbenoxolona. Os estdmagos foram pesados, fragmentados, acrescentado 5 ml de PBS 0,1
mM, pH 7.4 (gelado), triturados e centrifugados a 14.000 rpm por 10 min. O homogenato
obtido foi armazenado a -80°C e os niveis de PGE, da mucosa gastrica, foram determinados

utilizando-se kit de ELISA (Stressgen,” USA), de acordo com instrugdes do fabricante.

5.10 Ensaios in vitro

5.10.1 Atividade anti- Helicobacter pylori Difusao em disco
O ensaio da difusdo em dico foi realizado segundo 0 método de McNulty '**.

Discos estéreis (6 mm - CECON®™) foram impregnados com 20 pL de veiculo (Tween
2%), EMSf, fracdes (FASf e DCM-RASY) e cantinona (400, 200, 100, 50, 25 e 12,5 pg/disco),
depositados na superficie da placa inoculada com o H. pylori, numa suspensdo de 6x10®
unidade formadora de colénia/mL  (UFC/mL - escala 2 de McFarland), utilizando
claritromicina (15pg - NEWPROV™) e discos estéreis como branco. Estes foram incubados a
37°C sob condi¢bes de microaerofilia com atmosfera de 5 a 15% de O, e de 5 a 10% de CO,
por 4 - 5 dias. Apods esse periodo, foram realizadas as medidas dos halos de inibicdo de
crescimento utilizando um paquimetro digital, sendo considerados ativos halos > 10 mm

(Figura 18). O ensaio foi feito em duplicata.
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Figura 18. Ensaio de difusdo em disco: (A) Bancada de ensaios com material

utilizado e (B) placa de 4gar sangue com halos de inibicdo de crescimento

do Helicobacter pylori (Fonte: Souza,2008)'%.

5.10.2 Atividade anti- Helicobacter pylori pelo método de microdiluicio em caldo

.....

. r 1 . = ~ « eqg e,y e
Seguindo-se 0 método de Hachem'®® para a determinag¢io da concentragdo inibitoria

minima (CIM), utilizando-se o ensaio de microdilui¢ao em caldo.

Foram adicionados a cada poco da microplaca (96 pocos), 100 puL adicionou-se caldo
Mueller-Hinton, suplementado com 10% de SFB. Apds, adicionou-se 100 puL. do veiculo
(Tween 2%), EMSY, fragoes (FASf, DCM-RASf) e cantinona (0,78; 1,56; 3,12; 6,25; 12,5; 25;
50; 100; 200 e 400 pg/mL), e inoculados 100 pl de H. pylori 6x10° UFC/mL (escala 2 de
McFarland), como padrao utilizando-se claraitromicina (15 pg/mL) e pogos contendo cepas
de H. pylori como branco. Estes foram incubados a 37°C sob condi¢des de microaerofilia com
atmosfera de 5 a 15% de O, e de 5 a 10% de CO;, por 4 - 5 dias e a densidade oOptica lida em
aparelho de ELISA (BIO RAD), a 490 nm (Figura 19).

A CIM representa a menor concentragdo da droga teste capaz de inibir completamente
o crescimento bacteriano no meio. O critério utilizado para classificacdo dos da atividade dos
extratos foi: a CIM menor que 100 pg/mL considerado como boa atividade antimicrobiana;
quando a CIM entre 100 a 500 ug/mL foi considerado moderadamente ativo; a CIM acima de
500 a 1000 pg/mL considerado pouco ativo e CIM maior que 1000 pg/mL inativo. Os testes

foram realizados em duplicata'¢"'%%1%,
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CE

Padrao CC

Figura 19. Preenchimento da microplaca para determinagdo da Concentracao
Inibitéria Minina (CIM) do EMST, fracdes (FASf e DCM-RASY),
cantinona e da claritromicina (droga padrao). CE: controle de
esterelidade; CC: controle de crescimento.

VI ANALISES ESTATISTICAS

Os resultados dos testes paramétricos foram expressos em termos de média * erro

padrdo da média (X + EPM). Utilizou-se a andlise de variancia (ANOVA) uma via para
comparagdes das médias e, em havendo significancia, procedeu-se com o teste de

comparagoes multiplas Student Newman Keul.

Os dados ndo paramétricos foram expressos em termos de mediana (Q1, Q3), onde
QI e Q3 referem-se ao 1°'e 3° quartis, respectivamente. Para comparagdo das medianas
utilizou-se o teste de Kruskal-Wallis e, em havendo significancia, segui-se com o teste de

Dunnett.

Considerou-se o nivel critico para rejeicdo de hipotese de nulidade menor que 0,05

(p<0,05). Para a tabulagdo e analises dos dados sera usado GraphPad Instat versdo 2.01.



VII RESULTADOS

7.1 Determinacido do peso seco e rendimento do extrato metandlico e fracoes de
Simaba ferruginea

Os pesos secos do EMSf, FASf e DCM-RASf variaram de 93, 28 a 95,34%, tendo o
EMSf rendimento de 9,38% ¢ a DCM-RASY 3,2%, conforme visto na Tabela 1.

Tabela 1. Pesos secos e rendimentos do extrato e fragdes de Simaba ferruginea.

Extrato/Fracio/Isolado Farmacogeno Peso seco Rendimento
(mg %) (%)
EMSf Rizoma 95,34 9,38
FASf Rizoma 93,28 4.5
DCM-RASS Rizoma 93,42 3,2

7.2 Isolamento do Alcaloide Cantinona
A partir do EMSY, foram obtidos 87 mg de cantinona, representando um rendimento de

0,0435% (Figura 20).



72

Simaba ferruginea
(Po do Rizoma — 200 g)

Extrato metandélico de Simaba ferruginea (35 g)

JZN

Frac¢éo cloroformio (1g) | | Fraciio Acetato de Etila |
122.145 | CC silica gel
(4smg) | | .} 150-160
| (330 mg)
Cantinona [
(ig_“s) Cantinona
me (75-105)
253mg
| 170-171
{430 mg)
3 |7 Cantinona
B — {26-41)
{286 mg) 43,7 mg

Figura 20. Esquema mostrando as quantidades de cantinona, obtidas a partir do

extrato metanolico de Simaba ferruginea.

7.3 Determinacao do Alcaloide Cantinona

Pode-se verificar na Figura 21 -uma placa de cromatografia em camada delgada
(CCD), revelada com reagente de dragendorf, onde verificamos a formagao de duas manchas,
sendo a mancha A, o do alcaldide cantinona padrao e a mancha B, o alcaldide cantinona
isolado do rizoma de S. ferruginea, ja na Figura 22 encontra-se dois cromatogramas,
realizados em cromatografia liquida de alta eficiéncia (CLAE), onde o cromatograma A,
pode-se observar varios tempo de retencao (RT), visto se tratar do EMSf, demonstrando o
aprarecimento de varias substincias. O cromatograma B, pode ser observado apenas o
alcaldide cantinona isolado do rizoma se S. ferruginea, sendo utilizando um alcaldide
cantinona padrdo, para confirmar o seu isolamento, apresentando RT=43,922.



Figura 21 Cromatografia em camada delgada (CCD), revelada com reagente de
Dragendorf, com machas de coloragdo laranja, representando os alcaldides
cantinona, onde a mancha A ¢ o alcaldide cantinona padrdo e a mancha B

o alcaléide cantinona isolado do rizoma de S. ferruginea.

WO | 00 MPO 4200 @00 4400 8O0 480 DE0 B0 W00
Blnuter

Figura 22 Perfil cromatografico (HPLC), o cromatograma A, demosntra diferentes
RT do EMSY, demonstrando ter diferentes compostos. O cromatograma B,
confirma o isolamento do alcaldéide cantinona, com RT=43,922 nm,

utilizando um alcal6ide cantinona padrao.
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7.4 Citotoxicidade do extrato, fracoes e cantinona.
A Tabela 2 mostra a concentragdo dos diferentes preparados de Simaba ferruginea e

padrdo (doxorrubicina) que inibe o crescimento de linhagens celular de Hep G2 (Clsy).

O EMSY, FASf, DCM-RASf e cantinona (400 a 6,25 ug/mL) foram desprovidos de
efeitos citotoxicos (Clsp>100 pg/mL).

A doxorrubicina (10, 25 e 50 pg/mL) foi a tnica droga que mostrou citotoxicidade

relevante, com Cls5010,7+7,6.

Tabela 2 Resultado da citotoxicidade de diferentes concentracdes de EMSf, FASf, DCM-
RASTf e cantinona sobre as células Hep G,

Células Hep G, DROGAS
EMSf FASf DCM-RASf | Cantinona | - Doxorrubicina
“ICs0+SEM 217,545,7 | 339,945,7 257,2+5,8 202+7,4 10,7+7,6
(ng/mL)

*1Cso- 3 ensaios independentes, realizados em triplicata
7.5 Ensaios in vivo

7.5.1 Avaliacdo da atividade antitlcera do EMSY, fracoes (FASf, DCM-RASY) e

cantinona— Ulcera gastrica por etonal.

Na Figura 23 podem ser vistos os efeitos do EM.Sf sobre a tlcera géstrica induzida por

etanol em camundongos.

A administragdo oral de etanol 75% ao grupo veiculo (Tween 2% em agua destilada),
produziram extensas lesdes na forma de erosdes hemorragicas, na por¢do glandular da mucosa
gastrica (9,4+0,4). O tratamento com EMSf (5; 20 e 100 mg/Kg, v.0) promoveu reducio
significativa e dose-dependente (11p<0,01), da resposta ulcerogénica em todos as doses,
atingindo a resposta maxima (79%) com 100 mg/kg (1,97+0,2%, p<0,001). Com 100 mg/Kg

de carbenoxolona, a inibi¢do da lesdo gastrica foi de 62%=0,6% (p<0,001).
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10

Area ulcerada (%)

Veiculo 5 20 100 100 mg/Kg
EMST Carb
Figura 23 Efeito da administracdo orogastrica do veiculo, do EMSf (5, 20 e 100

mg/Kg) e Carbenoxolona (Carb - 100 mg/Kg), com administragdo de
etanol 75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A area ulcerada (%)

foi expressa como Média = E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via,

Os efeitos da FASf sobre as lesdes gastricas provocadas por etanol, podem ser vistas
na Figura 24. No grupo veiculo (tween 2%), o etanol produziu extensas lesdes na forma de
erosdes hemorragicas na por¢ao glandular da mucosa gastrica (9,4+0,4%). O pré-tratamento
com a FASf (1, 5; 20 e 100 mg/Kg, v.0) inibiu significativamente e de forma dose-dependente
(1<0,01). O aparecimento das lesdes géstricas, atingindo sua maior atividade (66%) na dose
de 20 mg/Kg (3,2+0,8%, p<0,001) e a dose de 1 mg/Kg apresentou a menor (24%) atividade

(7,1£0,6%, p<0,05). A carbenoxolona (100 mg/Kg) mostrou uma inibigao da lesdo gastrica de
62% (3,5+0,56%, p<0,001).
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Figura 24 — Efeito da administragdo orogastrica do veiculo, da FASf (1, 5, 20 100

-
N
\ . 6*6:1: *fF 6*2::’0
4 -
.
W
1

Yeiculo

mg/Kg) e Carbenoxolona (Carb) na dose de 100 mg/Kg, com administragao
de etanol 75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A area ulcerada (%)
foi expressa como Média = E.P.M. para 8-10. animais. ANOVA uma via,
seguida do teste de Studant-Newman-Keuls. * p<0,05, ** p<0,01, ***p<0,001
vs. veiculo. 11<0,01 vs FASf

A administrag@o por gavagem do etanol ao grupo veiculo produziu extensas lesdes na

mucosa gastrica (9,4+0,6). (Figura 25)

O tratamento realizado com a DCMSf (1; 5; 20 e 100 mg/Kg v.0) inibiu o
aparecimento das lesdes gastricas (p<0,01) em todas as doses, atingindo seu maior efeito

gastroprotetor (79%) na dose de 100 mg/Kg (2+0,5%). A carbenoxolona (100 mg/Kg v.0)

reduziu a area lesionada em 62% (3,5+0,56%).
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Figura 25 — Efeito da administragdo orogéstrica do veiculo, da fragdo diclorometano
de Simaba ferruginea St. Hill (DCMSf) nas doses de 1, 5,20 100 mg/K e
Carbenoxolona (Carb) na dose de 100 mg/Kg, com administracao de
etanol 75% (1 mL/100g) em camundongos machos. A area ulcerada (%)
foi expressa como Média = E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via,
seguida do teste de Studant-Newman-Keuls. (** p<0,01, ***p<0,001 vs.

veiculo)

Os resultados que avaliam a contribuigdo do alcaldide cantinona no efeito
antiulcerogénico, do EMSf'e FASf na tlcera induzida por etanol, estdo apresentados na Figura
26 A administragdo por gavagem do etanol ao grupo veiculo produziu extensas lesdes na

mucosa gastrica (15+0,6%).

Os grupos tratados com cantinona (0,2; 1; 5; 20 mg/Kg v.o0), EMSf ( 20 mg/Kg), FASf
(20 mg/Kg) e DCM-RA (20 mg/Kg) apresentaram reducdo significativa da resposta
ulcerogénica em todas as doses, atingindo o efeito maximo (80%) com cantinona e DCM-
RASf na dose de 20-mg/Kg de (3+0,2% e 3,2+0,6, p<0,001, respectivamente), a menor
atividade (20%) ocorreu na dose de 0,2 mg/Kg de cantinona (12+1,1% p<0,01). Com 100
mg/Kg de Carbenoxolona, a inibi¢cdo da ulcera gastrica foi de 71% (3,5+0,6, p<0,001).



78

18 -
16 1 2006
- 14 *f
=
= 12 S
=
® 10
|-
& S 61%
= 6304
- 6 - *_'*_* 7100
E - 790% 80% .
* 4 — A XX *+E
e el T -
2 - §
0 k
Veiculo 0,2 5. 20 20 20 20 100 mgKg
Cantinona EMSY FASf DCM-RASF Carb

Figura 26 — Efeito da administracdo orogastrica do veiculo, da cantinona (0,2; 1; 5 e 20
mg/Kg), EMSf (20 mg/Kg),FASf (20 mg/Kg), DCM-RASf (20 mg/Kg) e
carbenoxolona (Carb) (100 mg/Kg v.0), 1 h antes da administragdo de etanol
75% (0,1 mL/10 g) em camundongos machos. A area ulcerada (%) foi
expressa como Média + E.P.M. para 8-10 animais. ANOVA uma via, seguida

do teste de Studant-Newman-Keuls. (***p<0,001 vs. veiculo).

7.5.2 Avaliacdo da Atividade Antitlcera do EMST, fracdes (FASf, DCM-RASY) e

Cantinona - Ulcera Induzida por Indometaciona.

Podem ser vistos na Figura 27 os indices antiulcerogénicos, produzidos pelo pré-
tratamento com EMSf, FASf, DCM-RALSY, cantinona e carbenoxolona, apos administracdo de

indometacina.

O indice de ulcera produzido pela administragdo oral de indometacina (50 mg/kg) ao
grupo veiculo foi de 19,15 (18,4;20,9). Os tratamentos com EMSf (5, 20 e 50 mg/Kg, v.0),
FASf, DCM-RASf (5 e 20 mg/Kg, v.0) e cantinona (20 mg/Kg, v.0) diminuiram
significativamente somente na dose de 20 mg/Kg, atingindo o efeito maximo (94,8%) para o
grupo DCM-RASS (1;2,2; p<0,001). O extrato e FASf apresentaram atividade dose-
dependente (1 p<0,05 e {p<0,05, respectivamente).
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Figura 27 — Efeito da administracdo orogastrica do veiculo, do EMSf'(5 e 20 mg/Kg), FAST (5
e 20mg/Kg), DCM-RASf (5 e 20 mg/Kg), cantinona (Cant) na dose de 20 mg/Kg, e
a Carbenoxolona (Carb) (100 mg/Kg), sobre as lesdes gastricas induzidas por
indometacina (50 mg/Kg v.0) por 4 h em ratos. Cada ponto representa a mediana do
indice de ulcera de grupos de 9-10 animais e as linhas verticais representam os
quartis (1° ¢ 3°). Teste de Kruskal-Wallis seguido do teste de Dunn. **p<0,05,
**%P<(0,01 vs veiculo; Tp<0,05 vs EMSf'; 1p<0,05 vs FASY.

7.5.3 Ulcera Induzida por Etanol em Animais Pré-tratados com L-NAME

Na Figura 28 podem ser vistos os efeitos do pré-tratamento com L-NAME na resposta
antiulcerogénica do EMSf, FASf, DCM-RASY, cantinona e carbenoxolona na tlcera géstrica

induzida por etanol em camundongos.

Os animais que receberam apenas veiculo (tween 2%) apresentaram lesdes gastricas

com area de 9,5+1,3 %.

Nos animais que receberam 20 mg/Kg de FASf, DCM-RASf e cantinona, as areas
ulceradas foram significativamente menores (4,310,9%; 3,2£0,5% e 3,6%0,4%,
respectivamente, p<0,05) comparados com o grupo controle. A carbenoxolona (100 mg/Kg,
vo) ndo reduziu de modo significativo a area ulcerada (5,8+0,5%, p>0,05) em relagdo ao

controle.
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A injecdo intraperitoneal de 200 mg/Kg de L-arginina ndo causou alteracdes

significativas da area ulcerada (6,9+0,8%, p>0,05), em relagdo ao controle.

O pré-tratamento com L-arginina também nao alterou significativamente (p3>0,05) a

resposta antiulcerogénica do EMS{, FASf, DCM-RASf e cantinona.

A injecdo de 70 mg/Kg de L-NAME agravou significadamente as lesdes gastricas
induzidas por etanol embservada para 22,9+2%, p<0,001, em relacdo ao grupo controle. Por
outro lado, o pré-tratamento com L-NAME reverteu significativamente a gastroprotecao
observada para o EMSf, FASf, cantinona e carbenoxolona, passando os valores de area para
(5,8£1,5%, 1p<0,01; 4,4+0,9%, T11p<0,001; 3,6+0,4, §1Tp<0,001 e 5,8+0,5%, §p<0,05,
respectivamente) aos niveis do grupo veiculo. A DCM-RASf ndo reverteu a tUlceragdo

provocada pelo L-NAME.

O tratamento com 200 mg/Kg L-arginina reverteu completamente o efeito deletério do
L-NAME sobre a mucosa gastrica, passando a area lesada de 12,3£1,8%, ###p<0,001 para
22,9+2%, respectivamente, porém nao reverteu significativamente (#p>0,05) a gastroprote¢do
em animais pré-tratados com L-NAME, resultando em dareas tlceradas de 13,1£1,8; 11,3£1;

8,7%1,3; 11,7+0,8 e 12,710,7.
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Figura 28. Efeito do EMSf, FASf, DCM-RAS/, cantinona e carbenoxolona em lesoes
géstricas induzidas por etanol 75% em camundongos pré-tratados com L-
NAME (70 mg/Kg, ip) e/ou salina. Cada coluna representa a Média +
E.P.M de 7-9 animais, ANOVA uma via, seguida do teste de Student-
Newman-Keuls. *p<0,05; ***p<0,001 vs. Veiculo (salina); ™ p<0,05, **
p<0,01, ***p<0,001 vs. L-NAME; §§§p<0,001 L-arginina vs L-NAME;
ip>0,05 L-arginina vs Sem L-arginina (Salina); #p>0,05 L-arginina vs
sem L-arginina (L-NAME).

7.5.4 Determinacao da atividade antioxidantes
7.5.4.1 Determinacao da atividade da Mieloperoxidase (MPO)

Na Figura 29, podem ser vistos os valores da MPO em animais pré-tratados com
EMSY, fragdes (FASf, DCM-RAS/), cantinona e carbenoxolona, que recebram indometacina

como agente ulcerogénico.

O nivel de MPO no grupo veiculo foi de 35,2 + 1,27 U/g tecido.
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Com 50 mg/Kg do EMSf e 20 mg/Kg de FASf, DCM-RAST e cantinona verificou-se
reducdo significativa (p<0,001) dos niveis de MPO (23,2+0,7; 22,6+1,2; 19,91 e 23,2+0,3

U/g tecido, respectivamente) em relagdo ao controle; além do mais a FASf (20 mg/Kg, vo),

DCM-RAST (20 mg/Kg, vo) e cantinona (20 mg/Kg, vo) mostraram-se mais potentes
(F11p<0,001) que o EMSf (20 mg/Kg, vo) em reduzir os niveis de MPO.

A carbenoxolona (100 mg/Kg) ndo reduziu de modo significativo os niveis de MPO

quando comparados ao controle (30,8+0,81 U/g tecido - p<0,05).
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Figura 29. Efeito do extrato metandlico de Simaba ferruginea (EMSf — 5, 20 ¢ 50

mg/Kg, vo), fracdo alcaloidica de Simaba ferruginea (FASf— 20 mg/Kg,

vo), fragdo diclorometano-residuo alcalino de Simaba ferruginea (DCM-

RASf — 20 mg/Kg, vo),

Carbenooxolona (Carb -

cantinona (Cant — 20 mg/Kg, vo) e

100 mg/Kg, vo) sobre os niveis de

micloperoxidase nas lesdes gastricas induzidas por indometacina (50

mg/kg, v.0) em ratos. Cada coluna representa a média * erro padrdo da
média (E.P.M.) de 7-8 animais, ***p<0,001, vs veiculo; 711p<0,001 vs
EMSf.(ANOVA seguido do teste de Student Newman Keul).

7.5.4.2 Determinaciao do Malonaldeido (MDA)

mg/Kg

Na Figura 30 podem ser vistos os valores da MDA em animais pré-tratados com

EMSY, fragdes (FASf, DCM-RAS/), cantinona e carbenoxolona, que recebram indometacina

como agente ulcerogénico.
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O grupo que recebeu o veiculo mostrou aumento no nivel de MDA (30,7+3,8 nmol/g

de tecido) apos ulcera induzida por indometacina (50 mg/Kg, v.0).

O EMSY (5, 20 e 50 mg/kg, vo) e FASf (20 mg/kg, vo), foram capazes de reduzir
significativamente (p<0,001) os niveis de MDA (15,7£2,6; 12,4+2,3; 6,13+1,2 e 10,1£2,7
umol/g tecido respectivamente) em relagdo ao controle. Na dose de 20 mg/Kg de cantinona e
DCM-RASf foram capazes de atenuar a producdo de MDA em 20,1+1,4 (p<0,01) e 23,7429

(p<0,05) umol/g tecido, respectivamente em relacao ao grupo controle.

A carbenoxolona (100 mg/Kg) reduziu de modo significativo os niveis de- MDA

quando comparados ao controle (10+1 U/g tecido - p<0,001).
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Figura 30. Efeito do extrato metanolico de Simaba ferruginea (EMSf), fracdo

pmol /g Tecido

Veiculo 20 20 100 mg/Kg

alcaloidica de Simaba ferruginea (FASf), fracdo diclorometano-residuo
alcalino. de Simaba ferruginea (DCM-RASf), cantinona (Cant) e
Carbenooxolona (Carb) sobre os niveis de malonaldeido nas lesdes
gastricas induzidas por indometacina (50 mg/kg, v.o) em ratos.). Cada
coluna representa a média + erro padrio da média (E.P.M.) de 7-8
animais, ***p<0,001, **p<0,01, *p<0,05 vs veiculo; T{Tp<0,001 vs EMSf
(ANOVA seguido do teste de Student Newman Keul).
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7.5.5 Determinacio dos niveis de IL-8, TNF- e PGE,

Na Tabela 3 podem ser vistos os efeitos do EMSf, fragdes (FASf e DCM-RASY),
cantinona ¢ carbenoxolona, sobre os niveis plasmaticos de IL.-8 ¢ TNF-a ¢ sobre os niveis de

PGE; da mucosa gastrica de ratos ulcerados com indometacina.

No grupo veiculo, tratado com 50 mg/Kg de indometacina, os niveis de I1-8 foram de
37,3+8,2 pg/mL, enquanto os niveis de TNF-o foram abaixo dos limites de deteccdo (<5
pg/mL).

Nos animais tratados com EMSf e FASf na dose de 20 mg/Kg, os niveis de IL-8
foram de 30,3+5,6 ¢ 21,08+4,1 pg/mL, respectivamente, ndo diferindo . estatisticamente
(p>0,05) do grupo controle. Ao contrario, os ratos que receberam 20 mg/Kg de cantinona
apresentaram niveis de IL-8 (13,4+3,8 pg/mL) significativamente menores (p<0,05) do que no
grupo controle, resultado semelhante ao observado no grupo tratado com 100 mg/Kg de

carbenoxolona (13,1£3,6 pg/mL, p<0,05).

A administragdo oral de 50 mg/Kg de indometacina ao grupo veiculo, apresentou

niveis de PGE, da mucosa gastrica de 8,9£1,4 ng/g de tecido.

O tratamento com o EMSf(5, 20 e 50 mg/kg), fragdes (FASf e DCM-RASY), cantinona
e carbenoxolona, ndo alteraram os miveis de PGE; nos animais submetidos a ulcera por
indometacina (6,5+0,6; 6,9+0,6; 6+0,2; 5,6+0,6; 8,4+1,2; 7+0,7; 7,4+0,7 ng/g de tecido,
respectivamente), mantendo o contetido de PGE, nos mesmos niveis que o grupo controle

(Tabela 3).
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Tabela 3 Efeito de EMSf, FASf, DCM-RASY, cantinona e carbenoxolona_ sobre os niveis

plasmaticos de IL-8 ¢ TNF-a e de PGE,, da mucosa gastrica, de ratos ulcerados
com indometacina.

Grupos ( nll)g‘;;gg) IL-8 *TNF-a PGE,
(pg/mL) (pg/mL) (ng/g tecido)
Veiculo 37,3+£8,2 0 8,9+1,4
EMSf 5 - - 6,51+0,6
EMSf 20 30,31+5,6 0 6,9+0,6
EMSf 50 - - 6+0,2
FASf 20 21,08+4,1 0 5,6+0,6
DCM-RASY 20 - - 8,4+1,2
Cantinona 20 13,46+3,8% 0 7,0+0,7
Carbenoxolona 100 13,1743,6* 0 7,4+0,7

Os valores representam a média + E.P.M. de 7-9 animais/grupo. ANOVA uma via, seguido do
teste de Student Newman Keul. * p<0,05. * Indica que os valores ficaram abaixo da
linearidade da curva de detec¢do, com base na curva de calibragdo para cada citocina. - grupos
ndo utilizados no experimento.

7.6 Ensaios in vitro
7.6.1 Avaliacao da atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf

e Cantinona, pelo método de difusido em disco.

Na tabela 4, o EMSf. FASf, DCM-RASf e cantinona nas doses de 25 a 400 pg/disco

ndo inibiram o crescimento do H. pylori.

A claritromicina (15 pg/disco), padrdo para este teste, inibiu o crescimento do H.

pylori, apresentando halos de inibi¢@o, variando de 15 a 16 mm.

Tabela 4. Avaliacdo da atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf ¢
cantinona, pelo método de difusdo em disco.

Planta Droga Didmetro dos halos de inibicio (mm)*
Dose (ng/disco)
25 50 100 200 400 Claritromicin
EMSf - - - - - 16
Simaba ferruginea FASf - - - - - 14
DCM- ; ; ; 3 - 16
RAS/
Cantinona | - - - - - 15

*Considerados ativos halos de inibigdo >10 mm (Carvalho, 2003.
- Sem formagdo de halo de inibigdo.
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7.6.2 Atividade anti- Helicobacter pylori do EMSf, FASf, DCM-RASf e Cantinona

.....

Na Tabela 5 demonstra a atividade anti H. pylori do EMSf, fracdes (FASf, DCM-

RASY) e cantinona.

Apds um periodo de 72 h de incubacdo das placas de 96 pocos inoculadas com H.

pylori, e tradadas com o EMSf, DCM-RASf e cantinona apresentaram CIM >400 pg/mL,

enquanto a FASf'a CIM foi de 200 pg/mL.

Tabela 5 Avaliacdo da atividade anti-Helicobacter pylori in vitro do EMSf, FASf, DCM-
RASf e Cantinona, pelo método da microdilui¢do em caldo para determinacao da
concentracdo inibitdria minima (CIM).

Simaba ferruginea St Hil

CIM em EMSf
pg/mL > 400

FASf
200

DCM-RASTE
> 400

Cantinona
> 400
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VIII DISCUSSAO

Historicamente, a maioria das plantas medicinais foram introduzidas nas primeiras
farmacopéias por sua utilizacdo terapéutica, sendo muitas delas utilizadas no tratamento dos
. . .. 170 . . . ~ JN ..
distirbios gastrintestinais . No Brasil, diversos extratos vegetais sdo utilizados na medicina

. . . , f i o AT1172,173
popular para o tratamento de desordens digestivas, incluindo ulceras gastricas '~ .

Dentre as principais classes de constituintes quimicos bioativos capazes de oferecer
gastroprotegdo, encontram-se os alcal6ides, xantonas, saponinas e taninos' *'7>!76-177178 ~ A
Simaba ferruginea St Hil ¢ um subarbustro, do cerrado matogrossense, pertencente a familia
Simaroubacea, para a qual ja foram descritas atividades farmacoldgicas tais como,
antiulcerogénica e _analségica®?*, interferéncia no desenvolvimento embrionario®™ e
antilipidémica’®, apresentam em seu rizoma o predominio de compostos alcaloidicos, como a
cantinona e a 4 metoxi-6-cantinona da classe dos alcaldides indolicos, para as quais também
ja foram demonstradas atividades antiulcerogénica e analgésica periférica®. Esta classe de
metabolitos secundarios (alcaldides) apresenta grande importancia econdmica e
farmacologica, tendo como exemplos a vincristina e vimblastina, alcaldides com atividade
antineoplasica isolados da Catharanthus roseus; ergotamina que ¢ utilizada para tratamento
da enxaqueca devida atividade adrenérgica sobre receptores a-2, isolada da Claviceps
purpurea; ajmalicina (Rauwolfia serpentina) e ioimbina (Pausinystalia yohimbe) agentes
simpatoliticos utilizados para hipertensao e impoténcia masculina respectivamente; entre
varios outros alcaléides inddlicos com significativa atividade terapéutica'”'*1!,

A busca de novos farmacos antiulcerogénicos, mais eficazes e menos toxicos do que
os medicamentos atuais no mercado, como os antiacidos, inibidores da bomba de prétons,
anticolinérgicos e antagonistas histaminicos H2, que produzem diversos efeitos adversos, tais
como  ginecomastia,  alteracdes  hematopoiéticas, nefrite intersticial agudam,
trombocitopenia183, reagoes de anafilaxia'® nefrotoxicidade e hepatotoxicidadelgs, motivou a
essa investigacdo voltada a elucidacdo do(s) possivel (is) mecanismo(s) farmacologico(s)
envolvido(s) nas acdes de fragdes (FASf e DCM-RASY) e cantinona, obtidos do EMSf, por

sua vez preparado do rizoma de Simaba ferruginea.
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No entanto antes da realizagdo dos testes experimentais em animais, para verificar a
possivel atividade e mecanismo(s) de acdo antitlcera dos preparados do rizoma de Simaba

ferruginea, avaliou-se seus potenciais citotoxicos in vitro, utilizando o método do MTT.

Os programas de desenvolvimento de farmacos envolvem, além da pesquisa das
atividades farmacoldgicas, o estudo da citotoxicidade dos mesmos. Ambos sdo importantes

. . . A e 186
para indicar seu potencial terapéutico e sua seguranga = .

A citotoxicidade foi definida por NARDONE'"’ como sendo o conjunto de alteragdes
da homeostase celular, que leva a uma série de modificacdes, que interferem na capacidade
adaptativa das células, bem como na sua sobrevivéncia, reprodugdo ¢ realizagdo de suas

fungbes metabolicas.

Os testes de citotoxicidade in vitro sdo importantes para verificar a toxicidade de
novos compostos nos estagios iniciais de desenvolvimento de farmacos'®, pois os efeitos
farmacoldgicos e toxicologicos de um composto ¢ um requisito importante, quando se esta

. . J A L. 189
verificando sua aplicabilidade como agente terapéutico .

No ensaio de citotoxicidade, utilizando-se linhagem celular Hep G,, o EMSf, FASY,
DCM-RASf e cantinona apresentaram Clsyp >100 pg/mL, indicando que estes preparados nao

apresentaram citotoxicidade relevante'*’.

A formacgdo de lesodes ulcerativas em modelos experimentais utilizando animais (ratos
e camundongos), assim como as decorrentes em humanos, envolve a explicagdo classica, de
que elas sdo provocadas por um desequilibrio entre os fatores protetores e agressores da

mucosa gastrica®

. Assim, os modelos experimentais utilizado neste trabalho, foram
selecionados por. envolverem . diferentes mecanismos, conhecidos na inducdo de lesdes

gastricas.

Nos ensaios antitlceras foram utilizadas doses de no maximo 100 mg/Kg, via oral,
para o EMS/, FASf, DCM-RASf ¢ de 20 mg/Kg para cantinona. MARCELLO®, em
experimentos anteriores, demonstrou baixa toxicidade aguda (DLsy - 1.800 mg/Kg) e
subcronica orais (doses de até 100 mg/Kg), em camundongos e ratos, respectivamente, para o

extrato etanolico de S. ferruginea.
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Ap6s os testes de citotoxicidade, procedeu-se com os testes in vivo com o EMSYf, FASY,
DCM-RASf e a cantinona, utilizando modelos experimentais de lesdes gastricas que
mimetizam as ulceras gastricas em humanos, como as lesdes gastricas induzidas por etanol e
indometacina, possibilitando também as dosagens de o¢xido nitrico, mieloperoxidase e

malonaldeido.

A tlcera gastrica induzida por etanol ¢ um modelo classico de avaliacdo de drogas
com atividade antiulcerogénica/citoprotetora74. Este modelo de ulcera ¢ importante pois, o
etanol ¢ um dos principais agressores da mucosa gastrica. O etanol ¢ conhecido como toxina
entérica, afetando a estrutura ¢ fun¢do de varios elementos do trato gastrintestinal, além de
causar efeitos no sistema nervoso central humano. Entre as complicagdes mais graves do trato
gastrintestinal, que podem ser provocadas pelo consumo indiscriminado e de forma cronica de
etanol, estao a gastrite ¢ as Ulceras gastricas (caracterizadas por edema na mucosa, hemorragia,
infiltrado inflamatério e aumento da permeabilidade vascular), refluxo gastro-esofagico,
diarréia (efeito sobre a absorcdo de nutrientes no intestino) e pancreatite cronica'*®!'"+'*%1%

Desta maneira, o mecanismo da lesdo induzida por etanol ¢ considerado multifatorial e
pesquisas implicam o envolvimento neste modelo de mediadores pro-inflamatorios
(prostaglandinas, leucotrienos, 6xido nitrico e neuropeptideos), tidis intracelulares e calcio,
fatores hormonais (colecistocinina, gastrina, leptina e grelina), e fatores de crescimento (EGF
e TGF), além da estimulagdo simpéticam, incluindo ainda a reducdo da secrecdo de
bicarbonato e da produgao de muco'*; danos ao fluxo sangiiineo gastrico e lesao de células da
mucosa'”. Estas lesdes gastricas estdo também associadas a producio excessiva de radicais
livres, que atacam constituintes celulares essenciais como acidos nucléicos, proteinas e
lipideos'”®. O aumento do conteido de peroxidos lipidicos e radicais livres derivados de
oxigénio resulta em alteracdes. significativas em nivel celular e causa danos as membranas,

. ~ ~ . . 195
morte celular, esfoliacdo e erosdo epitelial .

No modelo de indugdo de tUlcera gastrica por etanol 75%, o EMSY, Fragoes (FASY,
DCM-RASY) e cantinona, administrados via oral, preveniram as lesdes gastricas induzidas por
etanol em todas as doses testadas, indicando possivel atividade citoprotetora destes e

confirmando os resultados preliminares de NOLDIN et al.** para o EMSf; FASf e cantinona.

Neste modelo, a cantinona mostrou-se mais ativa que os demais preparados de Simaba

ferruginea, indicando que a mesma responde, pelo menos em parte, pelo efeito antitlcera
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verificado para o EMSf'e FASf. A fragdo DM-RAST apresentou 80 % de inibi¢do na ulcera
por etanol e 94,8 % de area de inibi¢do na tulcera por indometacina, indicando que na acdo

antitlcera do EMSf estdo envolvidos outros compostos que ndo s6 os de natureza alcaloidica.

As injurias gastricas provocadas pelo etanol, também reduzem efetivamente os niveis
de NO na mucosa gastrica’’. O NO, considerado um dos maiores agentes endogenos
defensivos da mucosa gastrica, é sintetizado pela enzima NOS, a partir da L-arginina'*""'*?,
participando da regulagdo da secrecdo do acido gastrico ¢ modulagao da integridade da
mucosa gastrica, juntamente com as prostaglandinas'**'**"*!,

O papel do oxido nitrico no trato gastrintestinal ainda € controverso, porém estudos
demonstram que no estdmago, a inibicdo da sintese de NO torna a mucosa gastrica mais
susceptivel a injuria, enquanto a administracio de doadores de NO protegem o estdmago’®
Desta maneira, o NO reduz efetivamente a injiria na mucosa gastrica provocada por agentes

quimicos, além de facilitar a cicatriza¢do do tecido lesado ¢ a inibi¢do da sua sintese aumenta

. ¢ . NPT 197
a susceptibilidade do estbmago a injuria provocada por agentes como etanol

Sabendo-se da participacdo do NO na protecdo gastrica, foi verificada se esta pequena
molécula esta envolvida, de alguma forma, na possivel citoprote¢do gastrica do EMSf, FASY,
DCM-RASS e cantinona. O tratamento dos animais com FASf, DCM-RASf e cantinona,
reduziu as lesdes ulcerativas induzidas pelo etanol, sendo este efeito prontamente revertido
pelo tratamento prévio com L-NAME, indicando possivel participacdo do NO no efeito

gastroprotetor destes.

Além do NO, outro importante sistema de defesa do trato gastrointestinal ¢ a
prostaglandinas. As prostaglandinas E, e I, atuam aumentando a produgdo do muco,

. ] o . i 1992
bicarbonato e fluxo sanguineo.¢ diminui a secre¢io 4cida gastrica'**>"

O uso cronica de AINEs ¢ freqiientemente associado com o desenvolvimento de
efeitos adversos gastrintestinais, tais como ulceras gastricas e duodenais e complicacdes
graves, como hemorragia gastrointestinal ou perfuracdo, constituindo um dos maiores

o oA . 201
responsaveis pela incidéncia das lesdes gastricas em humanos

As ulceras gastricas causadas por AINEs, envolvem basicamente, mecanismos de
inibigdo das ciclooxigenases I e II, de maneira a promover reducdo da producdo de

prostaglandinas.gastroprotetoras. Ao inibirem a cicloxigenase, os AINES reduzem a
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capacidade da mucosa gastrica de resistir a lesoes induzidas por agressores endogenos ¢
exogenos. A indometacina, um representante da familia dos AINEs, causa ulceras gastricas
através de varios processos, incluindo inibi¢do da sintese de PGs, geracdo de EROs, o inicio

da peroxidacio lipidica, infiltragio de leucécitos, além da inducio de apoptose.'*

As PGs modulam muitos dos componentes de defesa da mucosa: elas estimulam a
secrecdo de muco e bicarbonato, eleva o fluxo sanguinea da mucosa gastrica, aumenta a
resisténcia das células epiteliais contra as lesdes induzidas por citotoxinas™” e suprimi o
recrutamento de leucdcitos para a mucosa™” 204_As PGs também podem regular o langamento
de um nimero de outros mediadores inflamatérios que possam contribuir para a geragdo de
lesdo da mucosa em certas circunstancias. Por exemplo, a PGE,, tem se mostrado um potente

inibidor do fator de necrose tumoral (TNF-o) e interleucina-13 (IL-1B) liberados pelos

205,206 207,208

macrofagos e do leucotrieno B4 e liberagdo de IL-8 liberados por neutréfilos

No experimento de ulceras gastricas induzidas por indometacina em ratos, foi
evidenciada a capacidade gastroprotetora do EMSY, Fragdes (FASf, DCM-RASY) e cantinona,
sendo suas atividades antiulcerogénicas significativamente maiores do que a carbenoxolona.
Neste modelo, a fracdo DCM-RASf mostrou-se mais ativa que os demais preparados de S.
ferruginea, indicando a participacdo de outros compostos, possivelmente pertencente a outras

classes de metabolitos, que ndo os alcaldides, na agdo antitilcera do EMSY.

Para avaliar a participacdo da PGE, na agfo antiulcerogénica do EMSf, FASf, DCM-
RASf e cantinona, a PGE, foi determinada na mucosa géstrica de ratos através da Ulcera
induzida por indometacina. Nesse ensaio, apesar de apresentarem uma tendéncia de aumento
dos niveis de PGE,, o EMSY, FASf, DCM-RASf e cantinona, mostraram-se inativos, assim
como a carbenoxolona. Esses resultados sugerem que o efeito antitilcera dos preparados de S.

ferruginea independe do aumento da sintese/agdo da PGE,;.

As EROs mediadas pela peroxidagdo lipidica sdo uma das principais causas de lesdes
gastrintestinais induzidas por indometacina®”. O comprometimento estrutural e funcional das
mitocondrias (patologia mitocondrial) induzido por indometacina leva ao estresse oxidativo
mitocondrial associado com a geragdo de EROs intramitocondrial. A perda estrutural e

1 .
% Muitos

funcional das mitocondrias ¢ comum em danos celulares por estresse oxidativo
agentes antioxidantes, como vitamina C, 6leos vegetais , alfatocoferol, etc, tém sido relatados

, . y . . . 210
como protetor da gastrica mucosa contra ulcera gastrica provocada por indometacina™ .
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Pequenas quantidades de radicais livres de oxigénio s3o normalmente produzidas
endogenamente como subprodutos da cadeia de transporte de elétrons mitocondrial e outras
reagdes metandlicas no corpo. Células tém os seus sistemas de limpeza para neutralizar os
radicais livres produzidos. Alteracdes no equilibrio entre a producdo de radicais livres e
habilidade de limpeza sdo responsaveis por causar injurias celulares®''. Os radicais livres e,
em particular, o radical hidroxila iniciam a peroxidacdo das membranas celulares, liberando
acido araquibnico e radicais livres lipidios peroxil*'?. O 4cido araquidénico é metabolizado
pela cicloxigenase em tromboxano, prostaglandinas do tipo E; e I, ou pela lipoxigenase, em
leucotrienos do tipo LTB4, C4, D4 e E4. O radical peroxil promove lipoperoxidagao
adicional, retirando um hidrogénio do acido graxo, dando origem a uma reacdo em cadeia,

cujo produto final é o malonaldeido -MDA*".

Os radicais livres podem, também, atuar de forma indireta, atraindo e ativando
neutrofilos nos tecidos envolvidos. Os neutréfilos sdo a maior fonte endogena de radicais
livres na mucosa gastrica de humanos ou animais®'*. A enzima MPO ¢é considerada um
marcador enzimatico de neutroéfilos e ¢ fonte de radicais livres. O aumento na atividade dessa

enzima indica aumento na geracio de radicais livres'!

. Uma vez nos tecidos, apds estimulos
pro-inflamatorios, os neutrofilos sofrem um processo de degranulagdo com a liberag@o para o
citoplasma da enzima mieloperoxidase (armazenada nos granulos azuroéfilos). A enzima MPO
atua na presenca do anion superoxido € do anion cloreto (Cl) para formar o &cido
hipocloroso. O &cido hipocloroso apresenta intensa agdo toxica sobre as bactérias, sendo

. : . . 1215
também lesivo para as células do tecido™ .

A fim de avaliar-se a possivel agdo antioxidante do EMSY, fragdes (FASf, DCM-RALSY)
e cantinona em tecido gastrico de ratos lesados por indometacina, parametros de estresse
oxidativo como MPO (indicador de enzima pro-oxidante) e MDA (peroxidagdo lipidica),

foram determinidados.

O pré-tratamento dos animais ulcerados com indometacina com EMSY, fragdes (FASY,
DCM-RASf) e cantinona reduziu significativamente os niveis de MDA, sugerindo a
capacidade destes preparados em previnir a formagdo de EROs e subseqiiente peroxidagdo
lipidicada da mucosa gastrica. Do mesmo modo, estes compostos reduziram os niveis de
MPO, conferindo-lhes efeito protetor da mucosa gastrica e assim reduzindo o dano da mucosa

gastrica pela liberagdo excessiva de radicais livres dos neutrofilos. Esses achados indicam que
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a acdo antioxidante destes preparados contribui com o efeito antiulcera observado para os

mesSmos.

A queda na produgdo intrinseca de PGs na mucosa gastrica e outros fatores, tais como

o aumento na producdo de citocinas pro-inflamatérias (IL-8, TNF-a, IL-1 ) na mucosa

216,217 8

gastrica e no plasma®'®, o aumento da producio de EROs, aumento da peroxidagio

lipidica bem como o aumento da infiltragdo da mucosa de neutréfilos, estdo intimamente
. M ri . 216,21
associados com a lesdo gastrica induzida por AINES*'®*!.
As citocinas sdo proteinas secretadas pelas células da imunidade inata e adaptativa que
medeiam muitas das fung¢des dessas células, produzidas em resposta a microrganismos e
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outros antigenos™ .

A citocina pro-inflamatoéria IL-8 ¢ uma potente ativadora de neutréfilos (quimiocina) e

O] ’ ~ As . \ . 4 , , .22
mondcitos e tem seu nivel de expressdo génica relacionado & intensidade da tlcera gastrica®’

A IL-8 é produzida pelas células epiteliais gastricas durante processos patologicos™'**%. O
TNE- o parece ser um factor-chave para muitas formas de lesdo da mucosa gastrica, incluindo os
associados a utilizagdo de AINES™ e etanol”. Os niveis plasmaticos de TNF- a, ficam
marcadamente aumentados apos a administracdo de AINEs, desta maneira a inibicdo da

sintese de TNF- q, resulta em redugio dos efeitos lesivos desses agentes’.

A cantinona reduziu significativamente os niveis plasmaticos da IL-8, enquanto o
EMST e FASf foram inativos, indicando que a redugdo da citocina pro-inflamatoria (IL-8)
pela cantinona, contribui para o efeito protetor deste alcaldide sobre a mucosa gastrica. Desse
modo, pode-se afirmar que o efeito antitlcera do EMSf'e FASf independe de suas a¢des sobre
a IL-8 Por outro lado nao foi possivel avaliar o efeito gastroprotetor do EMSf, FASf e
cantinona, sobre os niveis de TNF-o, visto que nesse ensaio esta citocina encontra-se abaixo

do limite de detecgao.

O Helicobacter pylori ¢ uma bactéria gram-negativa espiral que coloniza o estdmago e
0 duodeno humano e esta associada com varias doengas gastroduodenais, incluindo gastrite,
, , . . , . 223 . ~
ulcera péptica e linfoma de mucosa gastrica™”. Para estabelecer e manter a infecgdo, o H.
pylori expressa uma variedade de diferentes tipos de fatores de manutencdo, que permitem

que a bactéria colonize e permaneca dentro do hospedeiro, bem como fatores de viruléncia,
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que contribuem para os efeitos patogénicos da bactéria, com destaque para inflamagdo
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gastrica, rompimento da barreira da mucosa gastrica e alteragdes da fisiologia gastrica™".

Numerosos estudos tém se concentrado na erradicacao da infecgdo pelo H. pylori
usando plantas medicinais’®, visto que as drogas utilizadas na pratica médica atual no
tratamento da ulcera gastroduodenal e/ou adenocarcinoma gastrico vém apresentando
resisténcia e tém levado a uma taxa de cura incompleta, além de apresentarem efeitos

colaterais e alto custo no tratamento, em geral por multiplos medicamentos?*?.

Nesse estudo foi realizada a avaliacdo da atividade anti H. pylori in vitro do EMSf,
fracdes (FASf e DCM-RAS/) e cantinona pelos métodos de difusdo em disco e microdiluicao
em caldo, considerados 0s testes mais comumente utilizados para triagem de compostos com

potencial antibacteriano™".

O método da difusdo em disco é recomendado para o estudo de substancias polares,
permitindo a avaliacdo de diferentes compostos contra um microorganismo € assim o
estabelecimento. de seu espectro antibacteriano. Para extratos ndo-polares, o uso da técnica de
difusdo parece ser inadequado, em virtude da dificuldade de difusdo no agar, embora muitos

trabalhos com este tipo de técnica tenham sido publicados™.

Os resultados frente ao H. pylori pelo método de difusdo em disco demonstram que o
extrato (polar), fracdes (apolares) e cantinona (apolar) ndo apresentaram nenhuma atividade

anti-H. pylori in vitro.

No método de microdilui¢do em caldo, os compostos sd@o misturados ao meio liquido
apropriado, previamente inoculado com o microorganismo, permitindo determinar se um
composto ¢ bacteriostatico (minima concentracdo bacteriostatica) ou bactericida (minima
concentragdo bactericida — CIM). Apresenta maior sensibilidade as drogas do que o método
de difusdo em disco, por permitir o contato direto entre a droga e o microorganismo, sendo,

. . A ~ 229
portanto, apropriado para ensaios de substancias polares e ndo-polares™.

Nos dois modelos experimentais, difusdo em disco e microdilui¢gdo em caldo, o EM.SY,
DCM-RASf e cantinona ndo apresentaram atividade anti-H. pylori in vitro, indicando que
estes preparados podem ser tteis em Ulceras que ndo tém como agente etiologico o H. pylori

ou mesmo serem utilizados como co-adjuvantes terapéuticos no tratamento de ulceras
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gastricas provocadas por este microorganismo. Neste bioensaio, a FASf também mostrou-se

inativa.

Por outro lado, a FASf apresentou moderada atividade anti-Helicobacter pylori no
ensaio de microdiluicdo em caldo, indicando que a atividade contra esta bactéria deve-se a
presenca de outos alcaldides na FASf, que ndo a cantinona. Desse modo, faz-se necessario
isolar outros alcaldides da FASf e avaliar seus potenciais em ensaios in vivo, de ulceras

gastricas, tendo como agente indutor o H. pylori.

Os resultados obtidos nesse estudo com o EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, nao
apenas confirmam o uso popular do rizoma de Simaba ferruginea para o tratamento de lesdes
ulcerosas do trato gastrinstestinal, como também ampliam o conhecimento farmacologico
sobre o mecanismo envolvido nesta acdo, fazendo desta planta uma promissora droga
antiulcerogénica, inclusive apontando a cantinona como um dos compostos responsaveis por

tais efeitos.

No entanto, fazem-se necessarios a implementacao de mais estudos utilizando outros
modelos experimentais farmacoldgicos, tais como dosagem do muco gastrico, estudos anti-
secretorios, dosagem da H', K' - ATPase, outras citocinas pro-inflamatorias (IL-1p, IL-6,
TNF-o, IFN-y) e antiinflamatorias (IL 4, 1L 10), bem como de agentes seqiiestradores de
radicais livres (antioxidantes) como a glutationa, catalase e¢ superoxido desmutase, com o
intuito de melhor compreender o mecanismo de agdo dos preparados de Simaba ferruginea.
Além do mais, € preciso continuar com as analises fitoquimicas do rizoma da planta, visando
o isolamento e a identifica¢do de outros compostos presentes nas fragdes (FASf'e DCM-RASY)

e assim poder avaliar o grau de contribuicdo destes no efeito antitilcera do EM.SY.
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IX CONCLUSOES

Com base na analise dos resultados obtidos € fundamentagao tedrica podemos concluir

A FASf, DCM-RASf e o alcaldide cantinona foram obtidos do rizoma de Simaba
ferruginea

O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona ndo apresentaram citotoxicidades in vitro
relevantes, sugerindo baixa toxicidade para estes preparados;

O EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona, apresentaram atividade antiulcerogénica nos
modelos de ulcera gastrica induzido por etanol e indometacina, confirmando o uso
popular e ampliando o conhecimento quimico-farmacologico sobre Simaba
ferrruginea;

A agdo gastroprotetora do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona depende de suas
inibi¢cdes sobre o 6xido nitrico e de seus efeitos antioxidantes;

A inibigdo da IL-8 contribui para o efeito gastroprotetor da cantinona;

O efeito gastroprotetor do EMSf e FASf independe da inibi¢do dos niveis de 1L-8;

A acdo gastroprotetora do EMSf, FASf, DCM-RASf e cantinona independe de suas
agoes sobre a PGE;;

O EMSf, DCM-RASf e cantinona ndo apresentaram atividade anti-Helicobacter pylori
no ensaio de difusdo em disco;

No ensaio de microdilui¢do em caldo a FASf foi a tinica que inibiu o crescimento do
Helicobacter pylori, indicando a presenga de outros alcaldides ativos nesta fragao;

A cantinona ¢ um dos principios ativos presentes no rizoma de Simaba ferruginea e
responde, pelo menos, em parte, pela agdo antitilcera do EMSf'e FASY;

O fracionamento do EMSf'levou a potenciagao do efeito antiulcera;

A presenca de atividade antitlcera na fragdo DCM-RASf indica que outros metabolitos
secundarios, de natureza ndo alcaloidica, estdo presentes no rizoma de Simaba

ferruginea e que também contribuem para o efeito antitlcera do EMSf;
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o Os resultados obtidos in vitro e in vivo, somados aos achados descritos na literatura
para S. ferruginea, indicam que para sua atividade antitlcera estdo envolvidos

diferentes mecanismos de agdo e grupos metabolitos.
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