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Meu interesse pela ciéncia despertou-se cedo, logo durante o ensino fundamental,
através das aulas de ciéncias. Em seguida, no ensino médio, a grande afinidade
com a éarea da biologia humana influenciou a minha escolha pelo curso de
graduacdo em Farmacia.

No primeiro semestre de 2006, entrei na faculdade para o curso de Farmécia
no Centro Universitario de Anapolis, Unievangélica. Durante minha graduacao
sempre busquei oportunidades para aprender e colaborar com a formacéo dos meus
colegas de turma e logo no 3° periodo, iniciei como monitor da disciplina de
Histologia, na qual permanece por 2 semestres. Logo no 3° periodo do curso tive a
oportunidade de conhecer a disciplina de Farmacologia. Foi um momento especial
na minha formacdo e logo deixei a monitoria de Histologia e aventurei-me como
monitor de Farmacologia, onde fiquei por 2 semestres.

Tendo como objetivo de vida ensinar e compartilhar conhecimentos, no 8°
periodo da minha graduacao, procurei novos horizontes e fui participar da disciplina
de Quimica de Produtos Naturais ministrada pelo Prof. Dr. Elson Alves Costa e José
Realino de Paula no prédio da Faculdade de Farmacia da UFG.

Nesta oportunidade, procurei me informar sobre alguns laboratorios de
pesquisas na area de Farmacologia. No dia 26 de Janeiro de 2010 iniciei um estagio
no Laboratério de Farmacologia de Produtos Naturais sob a orientacdo do Prof. Dr.
Elson Alves Costa, do Instituto de Ciéncias Bioldgicas da Universidade Federal de
Goias (ICB/UFG). A principio, fui integrado ao projeto de pesquisa “Caracterizacdo
farmacognostica e estudo das atividades farmacologicas dos extratos do Esporéo-
de-galo”. No ano de 2010, ja com o curso superior concluido, iniciei 0 Mestrado com
orientacdo do Prof. Dr. Elson Alves Costa e bolsa financiada pela Coordenacéo de
Aperfeicoamento de Pessoal de Nivel Superior (CAPES). Durante o mestrado estive
envolvido diretamente na participacéo de 5 trabalhos, todos publicados.

Em agosto de 2012 com o Mestrado jA concluido no programa de Pés-
graduacdo em Ciéncias Farmacéuticas e decidido a continuar nesta jornada,
objetivando acrescentar novos conhecimentos a minha formacéao, iniciei o Doutorado
no més de agosto com bolsa financiada (CAPES). Durante esse tempo, cursei 31
créditos e participei de varios congressos nacionais além de um congresso
internacional. O ano de 2014 foi sem duvida um ano muito produtivo, visto que
consegui a publicacdo do meu trabalho de mestrado bem como o de doutorado. O

ano de 2015 comecgou muito promissor e em 4 meses tive 2 artigos aceitos e
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recentemente publicados, sendo um destes uma revisdo que iniciei a escrita no ano
de 2011.

Este trabalho de conclusdo de Doutorado apresentado em formato de artigos
constitui uma das linhas de pesquisa do Laboratorio de Farmacologia de Produtos
Naturais. A primeira parte da tese inclui uma revisdo da literatura sobre plantas
medicinais (Celtis iguanaea e Eugenia uniflora) e Ulceras pépticas. O artigo 1
descreve "Os mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora de Celtis
iguanaea sobre lesdes gastricas em camundongos”; O artigo 2 descreve "O efeito
gastroprotetor da fracdo aquosa do extrato hidroacetonico das folhas de Eugenia
uniflora na gastroprotecao” e o artigo 3 descreve " A atividade gastroprotetora da

Oenoteina B em modelos experimentais de Ulceras gastricas.
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RESUMO

A Ulcera péptica é uma importante causa de morbidade e mortalidade, sendo
caracterizada por lesdo profunda na mucosa gastrica. Do ponto de vista
fisiopatolégico a Ulcera péptica é descrita como um desequilibrio entre os fatores
agressores, tais como acido cloridrico, pepsina, e os fatores protetores da mucosa
gastrica, tais como muco, bicarbonato, 6xido nitrico (NO), prostaglandinas e fluxo
sanguineo. No Brasil, estudos etnofarmacolégicos relatam o uso de Celtis iguanaea
(Jacq.) Sargent e Eugenia uniflora L. para o tratamento de desordens
gastrointestinais. O objetivo deste estudo foi investigar 0os possiveis mecanismos
envolvidos na atividade gastroprotetora do extrato hexanico das folhas de Celtis
iguanaea (Jacq.) Sargent (EHEG), da fracdo aquosa do extrato hidroacetdnico das
folhas de Eugenia uniflora L. (FAHP) e do fitoconstituinte isolado da FAHP
(Oenoteina B). Os animais utilizados foram camundongos albinos Swiss, machos,
adultos, pesando entre 35-40g ou ratos albinos Wistar, machos, adultos, pesando
entre 180-200 g. Este trabalho mostrou que o EHEG apresentou atividade
antiulcerogénica nos diferentes modelos de ulceras induzidas agudamente in vivo,
tais como: estresse, HCI/EtOH e &cido acético. O EHEG na dose de 100 mg/kg
administrado pela via oral (v.0) ou intraduodenal (i.d.) aumentou a capacidade de
ligacdo do "Alcian blue" aderido a mucosa gastrica. No modelo para avaliar a
participacdo dos receptores adrenérgicos a,, foi observado que o pré-tratamento
com ioimbina (antagonista dos receptores adrenérgicos ay) reduziu a gastroprotecao
exercida pelo EHEG (100 mg/kg, v.0). No modelo para avaliar a participacdo do NO,
foi observada que o pré-tratamento com L-NAME (L-NG-Nitroarginina metil éster -
inibidor inespecifico da NOs) reduziu a gastroprotecdo exercida pelo EHEG (100
mg/kg, v.0) e no modelo para avaliar a participacdo das prostaglandinas (PGs)
enddgenas, foi observada que o pré-tratamento com indometacina (inibidor da
enzima cicloxigenase) reduziu a gastroprotecdo exercida pelo EHEG (100 mg/kg,
v.0). Este trabalho mostrou também que no teste geral de atividade farmacoldgica,
0s animais tratados com FAHP nas doses de 10, 30, 100, 300 e 1000 mg/kg ou
veiculo (Agua destilada), ndo apresentaram nenhuma atividade que diferenciasse do
grupo controle tratado com o veiculo. FAHP apresenta atividade antiulcerogénica em

diferentes modelos de dUlceras induzidas agudamente in vivo, tais como:
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indometacina, estresse e HCI/EtOH. A FAHP na dose de 300 mg/kg administrado
pela via oral aumentou a capacidade de ligacdo do "Alcian blue" aderido & mucosa
gastrica e os niveis dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos. Na avaliacdo da atividade
antissecretoria, o tratamento com a FAHP (300 mg/kg, i.d.) foi capaz de reduzir a
acidez livre (pH) e a acidez total. No modelo para avaliar a participagdo do NO, foi
observada que o pré-tratamento com L-NAME ndo reduziu a gastroprotecao
exercida pela FAHP. A oenoteina B também apresenta atividade antiulcerogénica
em diferentes modelos de Uulceras induzidas agudamente in vivo, tais como:
indometacina, HCI/EtOH e ligadura pilérica. Na tentativa de elucidar os possiveis
mecanismos de agdo foram realizados bioensaios ex vivo. A administragéo oral de
oenoteina B (15 mg/kg) foi capaz de aumentar a quantidade de catalase (CAT) na
mucosa gastrica. No modelo para avaliar a participacdo das prostaglandinas (PGs)
enddégenas foi observado que o pré-tratamento com indometacina reduziu a
gastroprotecéo exercida pela oenoteina B. No entanto, o tratamento com Oenoteina
B ndo evitou a reducdo nos niveis de PGE, em mucosas gastricas de ratos preé-
tratados com indometacina. No estudo da atividade antissecretéria, o tratamento
com a oenoteina B (15 mg/kg, i.d.) foi capaz de reduzir o volume de secrecao
gastrica acida (mL) e a acidez total. Os resultados encontrados neste trabalho
sugerem que o EHEG, FAHP e Oenoteina B possuem atividade gastroprotetora
frente aos diferentes agentes ulcerogénicos utilizados. A gastroprotecdo foi
relacionada principalmente ao aumento de fatores protetores como NO, PGs, muco
ou atividade antioxidante, mas também ocorreu uma reducéo de fatores agressores,

como a secrecao gastrica acida.

Palavras- chaves: Ulceras pépticas, Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent, Eugenia

uniflora L., Oenoteina B, ligadura pilérica, atividade gastroprotetora.
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ABSTRACT

Peptic ulcer disease is a major cause of morbidity and mortality, and is characterized
by deep lesions in the gastric mucosa. The pathophysiological of peptic ulcer is
described as an imbalance between aggressive factors such as hydrochloric acid,
pepsin and protective factors of gastric mucosa, such as mucus, bicarbonate, nitric
oxide (NO), prostaglandins and blood flow. In Brazil, ethnopharmacological studies
report the use of Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent and Eugenia uniflora L. for the
treatment of gastrointestinal disorders. The objective of this study was to investigate the
possible mechanisms involved in the gastroprotective activity of extract hexane of
leaves Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (EHEG), of the aqueous fraction of
hydroacetonic extract from the leaves of Eugenia uniflora (FAHP) and phytoconstituent
isolated from FAHP (Oenothein B). Male albino Swiss mice adult weighing between 35-
40 g or male albino Wistar rats adult weighing between 180-200 g. Were used in this
study the EHEG produced antiulcer activity in different in vivo models, such as stress,
HCI/EtOH and acetic acid induced ulcer. The EHEG at dose of 100 mg/kg administered
orally (p.o.) or intraduodenally (i.d.) increased the binding capacity of the Alcian blue
adhered to the gastric mucus. In model to evaluate the role of as-adrenoceptor was
observed that pretreatment with yohimbine (an antagonist aj-adrenergic) reduced
gastroprotection produced by EHEG (100 mg/kg, p.o.). In model to assess the role of
NO was observed that pretreatment with L-NAME (NG-L-Nitroarginine methyl ester -
non-specific NOS inhibitor) reduced gastroprotection exercised by EHEG (100 mg/kg,
p.o.) and in model to evaluate the role of prostaglandins (PGs) endogenous, was
observed that pretreatment with indomethacin (an inhibitor of cyclooxygenase enzyme)
reduced the gastroprotection effect of EHEG (100 mg/kg, p.0.). This study also showed
that animals treated with FAHP in doses of 10, 30, 100, 300 and 1000 mg/kg or vehicle
(distilled water) prduced not activity, when compared with the control group in overral
pharmacological activity test. FAHP has antiulcer activity in different models of induced
ulcers in vivo, such as indomethacin, stress and HCI/EtOH. FAHP in the dose of 300
mg/kg given orally increased binding capacity Alcian blue adhered to the gastric
mucosa and the levels of GSH. In assessing the antissecretory activity, FAHP (300
mg/kg, i.d.) was able to reduce the free acidity (pH) and total acidity. In model to
evaluate the role of NO was observed that pretreatment with L-NAME did not reduce

the gastroprotection exerted by FAHP. The oenoteina B also showed antiulcerogenic
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activity in different models of induced ulcers in vivo, such as indomethacin, HCI/EtOH
and pyloric ligation. In an attempt to elucidate the possible mechanisms of action were
performed ex vivo bioassays. The oenothein B (15 mg/kg,p.0.) was able to increase the
activity of catalase (CAT) in the gastric mucosa. In model to evaluate the role of
prostaglandins (PGs) Endogenous was observed that pretreatment with indomethacin,
reduced gastroprotection produced by oenothein B. However, the treatment with
oenothein B did not prevented the reduction of the levels of PGE; in the gastric mucus
of rats pretreated with indomethacin. In the study of antissecretory activity, treatment
with oenothein B (15 mg/kg i.d.) was able to reduce the amount of gastric acid secretion
(mL) and total acidity. The findings of this study suggest that EHEG, FAHP and
oenothein B have gastroprotective activity against the several ulcerogenic agents used.
The gastroprotection was related mainly to the increase of protective factors (NO, PGs,
mucus or antioxidant activity), but also there was a reduction of aggressive factors

(gastric acid secretion).

Keywords: peptic ulcers, Celtis iguanaea, Eugenia uniflora, Oenothein B, pyloric

ligation, gastroprotective activity.



1. INTRODUCAO




1.1. Plantas Medicinais

O uso de plantas medicinais € difundido a milhares de anos, seja para uso em
rituais magicos/religiosos (1) ou como fonte para drogas, farmacos ou medicamentos
(2). Relatos sobre o uso de plantas como medicamentos estdo em papiros egipcios
(2.000 a.C.), entre os quais se encontram os papiros de Ebers e Smith (3). O homem
primitivo sempre buscou na natureza solucdes para os diversos males que o
acometiam (4) e usou seus conhecimentos empiricos para promover melhoria nas
condi¢cdes de alimentacdo e cura de suas moléstias, evidenciando a interrelacdo
entre o uso de plantas e a evolugao humana (5).

Véarios métodos sao utilizados para a descoberta de novos medicamentos, tais
como: o isolamento de substancias ativas a partir de plantas e outras fontes
naturais, a quimica sintética e a modelagem molecular (6). Apesar do evidente
sucesso na descoberta de novos farmacos, o processo para o desenvolvimento de
um novo farmaco é lento, podendo perdurar em média 10 anos e o custo para o
desenvolvimento deste farmaco é estimado em cerca de 800 milhdes de délares (7-
8).

Sabe-se que aproximadamente 80% da populacdo mundial utilizam plantas
medicinais, sendo que a maioria vive em paises em desenvolvimento (6). Em 2002,
mais de 25% dos farmacos mais vendidos no mundo eram produtos naturais ou
derivados de produtos naturais (9) e estes valores tem crescido anualmente, sendo
que no ano de 2006 estima-se que este valor tenha alcangado 50% (6).

As plantas medicinais tém desempenhado um importante papel s6cio-econémico,
tanto para as populacdes rurais como urbanas. Para a populagéo rural, a utilizacéo
de espécies medicinais, na maioria das vezes nativas de sua regido ou cultivadas
em seu proprio quintal, reduz ou até elimina os gastos com medicamentos
industrializados (10).

O Brasil € o pais com a maior diversidade genética vegetal do mundo com mais
de 55.000 espécies catalogadas (11) de um total estimado entre 350 a 550 mil
espécies (12). O uso de plantas com fins terapéuticos no Brasil sofreu influéncia
indigena, africana, européia e asiatica, enfim a medicina popular surgiu de uma
multiplicidade de influéncias culturais (13). A populacdo consome cada vez mais
plantas medicinais com pouca ou nenhuma comprovacdo de sua eficacia,
seguranca, propriedades farmacoldgicas ou toxicas, sendo este uso difundido por

usuarios ou comerciantes (14).



Os altos custos para sintese e producdo de farmacos inéditos e o aumento nas
vendas de alguns fitofarmacos e fitoterapicos, culminou no aumento do interesse da
industria farmacéutica pela pesquisa e o desenvolvimento de novos medicamentos a
partir de plantas medicinais e seus extratos (15). Em todo mundo, houve um
significativo aumento na demanda de produtos naturais nos ultimos anos, sendo que
somente os fitoterapicos movimentaram no ano de 2008 cerca de 21,7 bilhdes de
dolares e no Brasil neste mesmo ano o valor estimado foi de aproximadamente 160
milhdes de dodlares. Estes valores tém sido constantemente aumentados, visto que
as vendas de fitoterapicos crescem anualmente em torno de 15%, enquanto 0s
sintéticos apenas 4% (16).

Apesar do constante aumento de pesquisas, estima-se que apenas uma minoria
das espécies medicinais foram estudadas quanto as suas atividades farmacologicas
(6, 17). Neste contexto, faz-se necessario uma maior investigacdo das diferentes
espécies de plantas, buscando novas fontes de substancias ativas que possam ser

uma alternativa viavel e de baixo custo para o desenvolvimento de novos farmacos.

1.2. Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent

As espécies vegetais podem apresentar varias diferencas taxonémicas. A
ordem comumente reconhecida como Urticales (18) € ainda controversa e possui até
sete familias e cerca de 2.600 espécies.

Diversos estudos em filogenia tém contribuido para a delimitacdo da ordem
Urticales que é composta por 6 familias: Cannabaceae, Cecropiaceae, Celtidaceae,
Moraceae, Ulmaceae e Urticaceae (19-21). E o que ocorre com o género Celtis que
pode ser descrito fazendo parte da familia Ulmaceae ou Cannabaceae, segundo o
sistema de classificacdo APGII de 2003 (22). Os géneros Celtis e Ulmus sdo bem
conhecidos e cultivados em regides temperadas como o Cerrado (18).

O género Celtis possui aproximadamente 70 espécies de arbustos ou arvores,
distribuidas principalmente em regides tropicais e temperadas. As espécies mais
encontradas na Coréia, Japao e China sao Celtis chinensis Bunge ou Celtis sinensis
Pers., sendo o0 uso de suas cascas indicado para o tratamento de irregularidades
estomacais e menstruais (23).

Celtis iguanaea possui ampla distribuicdo geografica, estando presente desde
os Estados Unidos da América (EUA) até a América do Sul. No Brasil € encontrada
nos estados da Bahia, Goias, Mato Grosso, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais e



S&o Paulo (23). E comumente conhecida como esporio-de-galo (24), tela, taleira,
sard, gurrupia e grao-de-galo dependendo da regido do Brasil onde € encontrada
(25-26).

Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent € uma planta de 6 a 9 metros de altura,
possui copa arredondada, armado de espinhos estipulares curtos, agudos, solitarios
e recurvados, ramos espetados verticalmente conferindo uma forma piramidal a
copa, possui tronco ereto e cilindrico, de 15 a 30 cm de diametro, com casca rugosa
e integra (27). Os ramos sao compridos (7 metros), flexiveis, armados com espinhos
(28) e suas folhas sao simples, descoradas, de bordas lisas na base e serrilhadas no
restante (Figura 1). Possui flores amarelo-esverdeadas ou esbranquicadas e produz
frutos pequenos contendo polpa adocicada, comestivel e com intensa coloracéo
alaranjada (Figura 2). Estes frutos s&o consumidos naturalmente ou sao
transformados em sucos, licores, geleias e doces (23). Possui a capacidade de
brotar facilmente ap6s o corte, geralmente produzindo multiplos troncos. Sua
floracdo ocorre durante os meses de agosto a outubro e os frutos amadurecem de
fevereiro a marco (27). Como a maioria das outras espécies da familia, Celtis
iguanaea produz madeira fina que € utilizada na producdo de estacas, cabo de
ferramentas, construgdes rasticas, para obtencdo de carvao (23). Os frutos séo
comestiveis e hormalmente sdo bastante procurados por diversas espécies de aves
(23).

Figura 1 - Arvore de Celtis iguanaea (esporéo-de-galo), zona rural em Goiania-GO
(Marcio André de Paula) (29).



No Brasil, estudos etnofarmacolégicos relatam o uso das folhas de esporéo-de-
galo sob a forma de cha para o tratamento de dores no corpo, reumatismo, dores no
peito, asma, colicas, ma-digestdo e como diurético (30). Em algumas cidades do
Equador utiliza-se a infuséo das folhas e frutos para o tratamento de dores renais e
hepéticas (31) e no México a infusédo das folhas e flores € usada para o controle do
diabetes mellitus (32). Uma pesquisa realizada na cidade de Ouro Verde - GO,
mostrou que 54% da populacéo local que fazem uso de plantas medicinais, utilizam
suas folhas e raizes para tratar infec¢des do trato urinario (33). A casca apresenta
elevado teor de tanino, sendo usada no tratamento de leucorréias e seu fruto
macerado e fervido é utilizado em casos de disenteria (28).

Resultados anteriores do nosso laboratério com a fracdo hexanica do extrato
etandlico das folhas de Celtis iguanaea mostram que a mesma possui atividade
antiulcerogénica e antissecretoéria (34). Ja o extrato aquoso das folhas de Celtis
iguanaea possui atividade antigenotdxica e anticitotdxica (24)

A analise fitoquimica das folhas e caule de Celtis iguanaea mostrou a presenca
de flavondides, cumarinas e mucilagem (35), compostos que podem ser eficazes no
tratamento de Ulceras (36-37). O estudo quimico da fracdo hexanica obtida a partir
da casca do caule de Celtis iguanaea, permitiu o isolamento e identificacdo de

triterpenos pentaciclicos, tais como: friedelina e epifriedelinol (38).

Figura 2 - Folhas e frutos de Celtis iguanaea (Jacq.) Sargent (espordo-de-galo), zona

rural em Goiania (Marcio André de Paula) (29).



1.3. Eugenia uniflora L.

A familia Myrtaceae compreende aproximadamente 100 géneros e 3.500 espécies
gue séao distribuidas nas regides tropicais e subtropicais (39). No Brasil esta familia
possui cerca de 23 géneros e mil espécies (40), sendo dividida em duas sub-familias:
Myrtoideae a qual pertencem o0s géneros Myrtus, Psidium, Pimenta, Eugenia,
Pseudocaryophyllus e Syzygium e Leptospermoideae a qual pertencem 0s géneros
Eucalyptus, Leptospermum e Melaleuca (41).

A composicdo quimica da familia Myrtaceae é caracterizada pela presenca de
taninos, flavonoides, bem como monoterpenos, sesquiterpenos e triterpenos (42).

A espécie Eugenia uniflora L. é capaz de adaptar-se a condi¢cdes adversas de solo
e clima, sendo amplamente distribuida na América do Sul, podendo ser encontrada na
Argentina, Paraguai, Uruguai e Brasil (43). Existindo também em plantios comerciais na
Flérida, California, China e Franca (43). Suas espécies sdo arbustivas ou arboreas com
folhas inteiras de disposicdo oposta ou alterna e com estipulas pequenas (44). Esta
planta é conhecida popularmente como pitanga, Ibitanga, pitangatuba ou naganpiri (45-
46).

A pitangueria (Figura 3) € uma arvore de 6-12 metros de altura, possui tronco
tortuoso com diametro de aproximadamente 40 centimetros, copa arredondada, raiz
pivotante e pode ser utilizada no paisagismo ou cultivada em pomares domeésticos (27,
47). Suas folhas séo simples de 3 a 7 cm de comprimento, com aroma caracteristico e
suas flores sdo de cor branca, solitarias ou em grupos de 2-3 nas extremidades dos

ramos (48).



Figura 3 - Arvore de Eugenia uniflora L. (pitanga) (Maria Miranda Lopes, 2008 (49).

A madeira é utilizada na confeccdo de cabos de ferramentas e de uma ampla
variedade de instrumentos agricolas (27). O fruto é uma baga globosa contendo de 1
a 2 sementes, brilhante de coloracéo alaranjada ou vermelho-sangue, que apresenta
sete a dez sulcos longitudinais de 1,5 a 5,0 cm de didmetro e possui aroma intenso,
sabor doce e acido (50). Os frutos sdo ricos em calcio, antocianinas, flavonoéides
carotendides e vitamina C, possuindo assim alto poder antioxidante. Apresentam
sabor e odor agradavel, sendo consumido in natura ou na fabricacdo de sorvetes,
sucos, geléias e vinhos. O suco da fruta apresenta propriedades anti-inflamatorias
na gengiva humana e nas células epiteliais bucais (51). Além disso, o fruto é
frequentemente utilizado na indastria de cosméticos (52).

Vérias espécies do género Eugenia tém sido tradicionalmente utilizadas para o
tratamento de desordens gastrointestinais bem como na cicatrizagéo de feridas (53-
55). Na medicina popular, existem relatos com a utilizacdo da infusdo das folhas
para o tratamento da hipertensdo, inflamacéo, febre, reumatismo, hiperglicemia,
hipertrigliceridemia, desordens estomacais, gota, além de relatos de atividade
bactericida e citotoxica (45, 56-61). Nas ilhas portuguesas de Porto Santo e Madeira,
utiliza-se a infusdo das folhas para o tratamento de bronquite, gripe e desordens
intestinais e na Nigéria como um febrifugo (46, 62). O extrato aquoso das folhas de
E.uniflora possui agdo diurética (63) e o extrato etandlico da folhas de E. uniflora



apresentou também atividade leishmanicida, sendo capaz de inibr 65% do
crescimento da cepa testada na concentragdo de 100 pg/mL (64). A quercetina e a
miricetina s@o os principais componentes encontrados na fracao rica em flavonoides
obtida das folhas de E.uniflora e ambas participam da atividade anti-inflamatoria, que
foi demonstrada pela diminuicdo dos niveis séricos de TNF-a e IL-1B em
camundongos (65).

A andlise fitoquimica das folhas de Eugenia unifora L. mostrou a presenca de
acido galico, sitosterol e triterpenos (48). As folhas também sé&o ricas em taninos
hidrolisaveis, como Oenoteina B, eugeniflorina D1 e eugeniflorina D2, fendis como
galocatequina, miricetina-3-O-ramnoglucosidio, quercetina e antraquinonas (57, 66).
A investigacao fitoquimica do extrato das folhas de E. uniflora resultou no isolamento
de varios compostos fendlicos, como 2,3-di-O-galloil- 3-D-glicose, 1,2,3,4,6-penta-O-
galloil-B-D-glicose, gemin D, hippomanina A, oenoteina B, eugeniflorina Dy,

camptotina A, afzelina, quercitrina, miricitrina e desmantina-1 (67). Os principais

componentes encontrados no 0Oleo essencial das folhas de Eugenia uniflora séo o
citronelol, geraniol, gineol, sesquiterpenos, germacreno, germacreno [3, curzereno,

curzereno [3, cariofileno, furanoelemo 3 e furanodieno (60, 68-69).

1.4. Taninos

As plantas sintetizam diversos compostos aromaticos, a maioria das quais sédo
denominadas de metabdlitos secundarios. Em muitos casos, os metabdlitos (70)
secundarios, tais como o0s taninos sdo substancias que funcionam como
mecanismos de defesa das plantas contra a acao dos predadores (71).

Os taninos sao polifendis presentes em plantas, alimentos e bebidas, sendo de
grande interesse econdmico e ecolégico (72). Os taninos sdo solUveis em agua e
com pesos moleculares que variam entre 500 e 3000 Daltons (72), sendo compostos
fendlicos conhecidos pelo seu potencial de complexar as proteinas da pele animal,
inibindo assim sua putrefacdo (73). Sao responsaveis pela adstringéncia encontrada
em varios frutos e produtos de origem vegetal (74), sendo capazes de precipitar as
glucoproteinas salivares, ocasionando a perda do poder lubrificante da saliva (75).

Os taninos também formam complexos (tanino/proteina) que protegem tecidos
epiteliais lesionados como queimaduras, bem como a mucosa gastrointestinal

favorecendo o processo de reparo e cicatrizacdo tecidual (75-76).



Muitas espécies de plantas produtoras de taninos sao utilizadas na medicina
popular para fins diferentes, visto que apresentam uma grande variedade de
propriedades farmacoldgicas, incluindo atividade anti-inflamatoéria, antibacteriana e
antitumoral (77). Os taninos também apresentam efeitos antidiarreicos e anti-
sépticos por impermiabilizarem as camadas exteriores das mucosas mais expostas
(78).

Os taninos sdo encontrados abundantemente em varias partes das arvores
como raizes, galhos, folhas, flores, frutos e sementes, além de serem altamente
reativos quimicamente formando pontes de hidrogénio, intra e intermoleculares, além
de serem facilmente oxidaveis (75). Os taninos podem ser classificados de acordo
com sua estrutura quimica em taninos condensados e taninos hidrolisaveis (79).

Os taninos condensados sao formados a partir da juncéo da via do acetato com a
via do chiquimato. Os taninos condensados ou pro-antocianidinas estdo amplamente
distribuidos no reino vegetal e apresentam baixa capacidade de serem digeridos
(80). Estas pro-antocianidinas apos hidrdlise acida formam pigmentos avermelhados
(antocianidinas, cianidina e delfinidina) (75).

Os taninos hidrolisaveis séo classificados em galotaninos e elagitaninos (81). Os
taninos hidrolisaveis consistem de ésteres de acidos galico e elagico glicosilados,
formados a partir da via do chiquimato (78). Sabe-se gque os elagitaninos tém notavel
atividade antioxidante, o que pode estar envolvido nos mecanismos de suas
atividades biolégicas (82).

Dentre os taninos hidrolisaveis encontrados nas folhas da espécie estudada,

destaca-se a Oenoteina B e a esta atribui-se diversas atividades biologicas (66-67).

1.4.1 Oenoteina B

Oenoteina B é um elagitanino macrociclico soltvel caracterizado pela presenca
de vinte e dois grupos fendlicos hidroxil (83) sendo encontrado em varias espécies
da familia Lythraceae, Myrtaceae e Onagraceae (84). Oenoteina B foi isolada pela
primeira vez a partir das folhas de Oenothera erythrosepala Borbas (85). Apresenta
grande diversidade de atividades biol6gicas que séo reportadas por varios autores,
como por exemplo: atividade antitumoral (86), anti-inflamatéria, antioxidante (70, 83),
antibacteriana (87), antiviral (88), além de interferir na sintese da parede celular do
fungo Paracoccidioides brasiliensis (89). Alguns efeitos imunomoduladores desse

elagitanino tém sido relatados, principalmente na liberagdo de citocinas por
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macréfagos e mondcitos (90). Outra importante caracteristica da oenoteina B é nao
apresentar efeitos genotdoxicos ou mutagénicos nas concentracfes testadas e

condi¢cBes experimentais submetidas (55).

1.5. Ulcera péptica

A Ulcera péptica acomete mais de quatro milhdes de pessoas anualmente em
todo mundo, sendo que 10 a 20% dos pacientes apresentam varias complicacoes
(91). Por mais de um século a Ulcera péptica tem sido uma grande causa de
morbidade e mortalidade, embora seja relatado que nos ultimos 200 anos houve
varias mudancas quanto a sua frequéncia e apresentacdo clinica (92). A Ulcera
péptica se divide em: Ulceras gastricas e Ulceras duodenais (93). A Ulcera gastrica
localizada principalmente no antro (60%) e na juncé&o do antro com o corpo (25%),
enquanto que a Ulcera duodenal encontra-se localizada nas proximidades da juncdo
do piloro (90%) (94).

Estas complicacBes tém um significativo impacto econémico e os altos valores
sdo devido aos custos diretos no tratamento ou devido a perda da produtividade no
trabalho. Nos EUA, os valores gastos somente no ano de 2007 foram em torno de
5,65 bilhdes de dolares (95).

A Ulcera péptica foi a principal indicacdo de cirurgia gastroduodenal durante os
anos de 1950 até 1970 (96). O surgimento dos antagonistas dos receptores H; na
década de 70 reduziu em até 85% o numero de cirurgias, bem como a recorréncia e
o risco de complicacbes devido a patogenia das Ulceras pépticas (97). Ja os
inibidores da bomba de prétons surgiram no final dos anos 80 e contribuiram para a
reducdo da ocorréncia de taquifilaxia, assegurando assim altos indices na
cicatrizacdo da doenca ulcerosa (98).

Sabe-se que a prevaléncia das Ulceras pépticas difere ao redor do mundo,
predominando nos paises ocidentais e Asiaticos, especialmente no Japao (99). Na
década de 90, um estudo realizado no Pais de Gales e na Inglaterra mostrou que
houve uma significativa reducdo nos casos de infeccdo por Helicobacter pylori,
provavelmente devido a melhora das condi¢des socio-econdmicas, sendo este fator
responsavel pela reducdo expressiva na prevaléncia da Ulcera péptica. Neste estudo
observou-se que em homens houve uma queda de 3,3 para 1,5 casos a cada 1000

individuos e para mulheres de 1,8 para 0,9 casos/1000 individuos (100).
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A incidéncia de Ulceras pépticas € ligeiramente maior nos homens que em
mulheres (1,3:1) e apesar de ocorrerem em qualquer idade, a ulcera duodenal
ocorre com uma maior frequéncia na faixa de 30-55 anos, enquanto a Ulcera gastrica

ocorre na faixa de 50-70 anos (94).

1.5.1. Etiologia da ulcera péptica

A Ulcera péptica € caracterizada por uma lesdo profunda na mucosa, onde o0s
componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteliais,
células do musculo liso, vasos e nervos, podem estar destruidos (101). A parede do
estbmago apresenta varias camadas teciduais, compreendendo a serosa,
submucosa e a mucosa (Figura 4).

A serosa € constituida por uma camada tecidual que reveste a maior parte do
orgdo, exceto uma pequena porcao da parte posterior do estbmago, a submucosa é
constituida de tecido conjuntivo frouxo e possui uma rica rede vascular e um plexo
nervoso - conhecido como plexo submucoso e a mucosa que é dividida em quatro
regibes anatdbmicas: céardia, fundo, corpo e antro (figura 4) e possui diversas
depressdes e glandulas em toda sua extensdao (102), como por exemplo: as
glandulas oxinticas localizadas no fundo e no corpo (103). Sabe-se que as glandulas
oxinticas sdo compostas de células superficiais que secretam muco, células
parietais que secretam &cido cloridrico (HCI) e fator intrinseco e células principais
que secretam pepsinogénio (103).

A secrecdo de acido pelas células parietais ocorre pela via paracrina, enddcrina
e neural. A via paracrina é estimulada pela histamina produzida pelas células
enterocromafins, a via enddécrina é estimulada pela gastrina produzida pelas células
G do antro e a via neural é estimulada pela liberacao de acetilcolina nas terminacdes
nervosas eferentes do vago e do sistema nervoso entérico (104).

Diferentemente, as glandulas piléricas localizadas no antro sdo compostas de
células G, sendo estas responsaveis pela secrecdo de gastrina e células D que
secretam somatostatina (SST) (105).
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1.5.2. Fisiopatologia da ulcera péptica

A fisiopatologia da Ulcera péptica é descrita como um desequilibrio entre fatores
agressores, tais como HCI, pepsina, grelina, peréxido de hidrogénio (H.0,), radical
hidroxil (OH") e H. pylori e fatores protetores da mucosa gastrica, tais como muco,
bicarbonato (HCO3), NO, PGs, SST e fluxo sanguineo. Além destes fatores
enddgenos, os fatores exdgenos relacionados as condigdes de vida, como estresse
psicolégico, tabagismo, alcoolismo, uso continuo de farmacos anti-inflamatérios néao-
esteroidais (AINEsS) entre outros, reduzem a defesa da mucosa gastrica e

contribuem para a formacao da Ulcera péptica (Quadro 1) (99, 106).

Fatores protetores Fatores agressores

Muco HCI
Bicarbonato Pepsina
Oxido Nitrico Grelina

Prostaglandinas H,O,
Somatostatina OH"
Fluxo sanguineo Helicobacter pylori

Quadro 1 - Esquema fisiopatologico atual da Ulcera péptica (Propio autor).
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A hipersecrecéo gastrica associada a sindrome de Zollinger-Ellison, o aumento
no numero de células parietais e células G, a hipersensibilidade e estimulacao
colinérgica, o descontrole entre os hormoénios gastricos e SST também contribuem
para a formacdo de Ulcera péptica (99). Os sintomas mais comuns causados pela
Ulcera péptica sdo dor abdominal, vomitos, refluxo, perda de peso e de apetite e em
casos mais graves hemorragia digestiva e perfuracdo que podem apresentar altas
taxas de morbidade e mortalidade (107-108).

A complicagdo mais grave de Ulcera péptica € o sangramento, sendo relatado
com maior frequéncia em pessoas com idade acima de 60 anos (93). Normalmente,
pacientes jovens ndo apresentam tal sintoma (108). O diagndstico da Ulcera péptica
€ realizado por meio da endoscopia, onde critérios como a ruptura da mucosa Sao
estabelecidos. Para deteccdo da infeccdo por H. pylori é necessario o teste rapido

de urease e exames histologicos (93).

1.5.3. Fatores moduladores da secrecdo acida gastrica

O controle neural realizado pelo Sistema Nervoso Entérico (SNE) e o
envolvimento de hormonios gastrointestinais (Quadro 2) na regulacédo das fungdes
gastrointestinais séo relatados por diversos estudos.

O SNE é formado pelo plexo submucoso e mioentérico. O plexo mioentérico esta
relacionado a motilidade do trato gastrointestinal, enquanto que o plexo submucoso
controla a atividade secretora enddcrina e exdcrina (109-110).

Os trés principais mecanismos envolvidos na estimulacédo da secrecdo de acido
pela célula parietal sdo: estimulagcdo neuronal através do nervo vago, estimulacao
paracrina por meio da liberacdo local de histamina pelas células enterocromafins
(ECL) e estimulacdo enddcrina mediada pela liberacdo de gastrina das células G
(111).

As células parietais das glandulas oxinticas na mucosa gastrica séo
responsaveis pela secrecao de acido gastrico e produz de dois a trés litros de suco
gastrico por dia (pH=1) (111). Nas glandulas oxinticas, também sdo encontradas as
células D que liberam SST e as ECL que estdo envolvidas na sintese e secre¢do de
histamina (104, 112).

Véarios mediadores enddgenos sdo encontrados no trato gastrointestinal e estéao
envolvidos na fisiopatologia da uUlcera péptica, como por exemplo: serotonina (5-HT),
dopamina (DA), colecistocinina (CCK), substancia P, polipeptideo intestinal



14

vasoativo (VIP), SST, bombesina e gastrina (113). Os principais auxiliares no

controle da funcéo secretodria no trato gastrointestinal sdo SST e a gastrina (114).

HORMONIOS ORIGEM LOCALIZACAO FUNCOES

Gastrina Células G Antro Aumenta secrecao acida gastrica e
motilidade gastrica e intestinal
CCK Células | Cérebro; ileo Ingestdo alimentar; secre¢éo de suco
distal e colon i .
pancredtico, inibe esvaziamento

gastrico e melhora motilidade intestinal

Secretina Células S Porcao Aumenta secrecao de HCOg3', diminui
superior do . e
D secrecdo acida gastrica e promove

contracédo do piloro
VIP Neurdnios TGl e cérebro Relaxamento dos esfincters do TG,
vasodilatacéo periférica e inibicdo da
secre¢do acida gastrica
Grelina - Estbmago Controle da ingestdo alimentar e

secrecao de horménios do crescimento

Quadro 2 - Hormoénios gastrointestinais, origens e funcdes (Adaptado de GANOG
(2003). CCK: colescistoquinina; ID: intestino delgado; VIP: polipeptideo intestinal
vasoativo; HCO3': bicarbonato; TGI: trato gastrointestinal.

1.5.3.1. Gastrina e colescistoquinina (CCK)

A gastrina € produzida pela célula G do antro géastrico, sendo também produzida
em pequenas quantidades no intestino delgado, coélon e péncreas. A molécula
precursora da gastrina é o peptideo preprogastrina que possui 101 aminoacidos em
sua estrutura e é convertido por clivagem da extremidade N-terminal em progastrina
que possui 80 aminoacidos (115). Em humanos, progastrina € encontrada na forma
inativa e corresponde a aproximadamente 10% da gastrina na circulacdo sanguinea
(116). A gastrina é liberada pela célula G do antro gastrico em resposta aos produtos
da digestdo bem como alcalinizagéo do antro (117).

O hormoénio gastrina, é o principal mediador da secre¢céo acida estimulada pela
alimentacao e atua principalmente estimulando a secrecdo de histamina pelas ECL,
no corpo e fundo do estbmago. A gastrina também pode estimular a secrecdo de

pepsinogénio, a motilidade gastrica e a secrecdo de agua e eletrdélito pelo estbmago
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e intestino delgado (118). Quando liberada pela célula G é capaz de se ligar a
receptores de gastrina/colecistocinina do tipo 2 (CCK-2) localizados nas células
parietais, e promove o aumento da concentracdo de célcio intracelular, o qual
estimula a bomba de prétons (H*/K*-ATPase) desencadeando a formac&o de &cido
(Figura 5) (115, 119). Desta forma, a gastrina estimula a secrecdo acida do
estbmago de maneira direta, ao ocupar o0s receptores CCK-2 presentes na
membrana das células parietais e de maneira indireta ao ligar-se nos receptores
CCK-2 localizados nas células ECL, promovendo a liberacdo de histamina (120). A
liberacdo da gastrina é inibida na presenca do pH baixo (acidez gastrica + 3,0) ou
pelos peptidios gastrointestinais SST, secretina e VIP (121).

A gastrina liga-se com elevada afinidade aos receptores de CCK-1 e CCK-2 e
ambos receptores pertencem a familia de receptores que possuem sete dominios
transmembranicos (122). A gastrina e a CCK apresentam a mesma sequéncia de
peptideos terminal carboxil (123).

A CCK ¢é secretada pelas células | encontradas no duodeno e jejuno, sendo sua
liberacdo evocada apoOs alguma refeicho. A CCK é descrita como um
neurotransmissor abundante no sistema nervoso central (SNC) (124). Os receptores
de CCK séo subdividos em CCKa ou CCK-1 e CCKb ou CCK-2 (125-126).

O receptor CCK-1 esta localizado em células principais e células D no antro
gastrico, além de algumas areas do cérebro e seu acoplamento a proteina G leva a
ativacdo de fosfolipase C (127). Os receptores CCK-1 sao especificos para a CCK
enguanto os receptores CCK-2 possuem alta afinidade para a CCK e gastrina (128).

O receptor CCK-2 esta acoplado a proteina G e atua de maneira a ativar
fosfolipase C (123). Os receptores CCK-2 sdo amplamente expresso no SNC e trato
gastrointestinal (125). No trato gastrointestinal, s&o encontrados na regido do fundo
do estbmago, onde os receptores de CCK-2 foram identificados nas células
parietais, ECL e células D, enquanto que na regido do antro eles estdo confinados
nas células D (115). No sistema digestivo, tanto a gastrina quanto a CCK participam
do controle da secrecédo gastrica (129).

1.5.3.2. Acetilcolina (ACh)
A ACh é liberada pelos neurdnios eferentes do vago, sendo sua liberacdo
estimulada em resposta aos estimulos visuais, olfato ou paladar e por neurbnios

localizados na parede gastrica apos distencdo do estdbmago (117, 130). Os
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receptores colinérgicos muscarinicos pertencem a familia de receptores acoplados a
proteina G e possuem uma estrutura composta por sete dominios transmembranicos
(131). A ACh pode se ligar a cinco diferentes subtipos de receptores muscarinicos
(M1, M2, M3, M4 e Ms) que s@o encontrados em muitos orgaos periféricos (132). Os
receptores M; sdo expressos na superficie das células da mucosa, enquanto que 0s
receptores M3 sdo expressos em células parietais (132).

Uma vez liberada, a ACh estimula diretamente a secrecdo de HCI através da
ativacdo dos receptores muscarinicos M; (Figura 5) localizados na superficie das
células parietais, aumentando o Ca** intracelular e estimulando a liberagéo de H*
(133). Quando ligada aos receptores M; e/ou M3, a ACh promove o aumento da
secrecdo de pepsinogénio pelas células pépticas no lumen gastrico durante o
processo digestivo, além de estimular a secrecdo de muco pelas células epiteliais
superficiais (134).

A ACh promove diretamente 0 aumento da secrecdo gastrica ao ligar-se no
receptor M3 que leva a ativacdo de fosfolipase C e hidrélise de fosfolipideos de
membrana resultando, assim, na formacgao de segundos mensageiros: o trifosfato de
inositol (IP3) e o diacilglicerol (DAG). Através da mobilizacdo de Ca®" do reticulo
endoplasmatico, o IP; ativa proteinas quinases dependentes do complexo
calcio/calmodulina e o DAG ativa a proteina quinase C (PKC), levando, entdo, a
fosforilacdo proteica e ativacdo da bomba de protons (135-136).

A ACh também se liga aos receptores M3 expresso nas ECL no fundo géastrico ou
células G do antro gastrico e promove indiretamente a secrecao gastrica ao provocar
o0 aumento da liberacdo de histamina das ECL e de gastrina pelas células G (132,
137).

1.5.3.3. Histamina

A histamina é uma amina biogénica com importante atividade reguladora. Nas
ECL das glandulas oxinticas, a enzima histidina descarboxilase converte o
aminodcido L-histidina em histamina (138).

Além de ser sintetizada nas ECL, a histamina também é estocada nestas células
gue normalmente se localizam na proximidade das células parietais e ao ser liberada
pode se ligar aos quatro diferentes subtipos de receptores (H1, Hz, Hs, Hy) acoplados

a proteina G (139-140). A histamina é liberada através do mecanismo paracrino e
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estimula a secrecdo do acido gastrico diretamente pela ligacdo em receptores do
tipo Hz na célula parietal ligado a proteina G (Figura 5).

A ligacdo da histamina ao receptor H, promove a estimulacdo da adenilato
ciclase que catalisa a conversdo do ATP em monofosfato de adenosina ciclico
(AMPc), que por sua vez ativa proteina quinase A (PKA). A ativacdo desta via,
estimula a bomba de prétons na célula parietal, resultando assim na secrecdo do
HCI (111, 117). A ACh e a gastrina atuam sobre seus respectivos receptores (Ms,
CCKjy) e estimulam a liberacdo de histamina das ECL (132, 141). O papel da
histamina na modulacéo da secrecao gastrica pelos receptores Hj ainda permenece
incerto (142). A primeira hipétese descreve que a ligacdo da histamina aos
receptores Hz em ratos e coelhos, resulta em acfes farmacoldgicas inibitérias uma
vez que ativa a proteina G inibitéria e reduz a formagdo de AMPc , resultando na
inibicdo da liberagéo e sintese da histamina (143-144). Varios estudos tém mostrado
o efeito gastroprotetor da (R)-a-metil histamina, (um agonista seletivo dos receptores
de histamina Hs), diminuindo as lesbes gastricas induzidas experimentalmente,
como no modelo de estresse por contencao a frio, AINEs e etanol (EtOH) absoluto
(145-146). A (R)-a-metil histamina também pode aumentar a espessura da camada
de gel de muco aderente a superficie do epitélio (145). Por outro lado, histamina ou
(R)-a-metil histamina em mucosa fundica de ratos, inibe a secrecdo de SST,
resultando assim na reducado da secrecdo de SST e consequentemente no aumento
da secrecédo acida gastrica, por aumento na liberacdo da gastrina que ira estimular
as células parietais e as células ECL (147). A histamina também estimula os
receptores Hz que sdo amplamente distribuidos no sistema nervoso central (corpo
estriado) e é capaz de modular permanentemente a atividade neuronal colinérgica,
diminuindo a liberacdo de ACh pela inibicdo dos canais de Ca®" pré-sinapticos,

resultando na inibicdo da secrecédo gastrica (148-149).
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Figura 5 - Esquema de secrecdo de HCI e farmacoterapéutica da Ulcera gastrica
(Adaptado de Goodman; Gilman 2012) (150).

1.5.3.4. Grelina

A grelina € um hormbnio peptidico composto de 28 aminoacidos que foi
recentemente identificado no trato gastrointestinal dos seres humanos, particularmente
na mucosa gastrica (151-152). A grelina possui papel relevante na fisiologia do
estbmago, sendo as células produtoras de grelina o segundo tipo de célula enddcrina
mais abundante na mucosa gastrica (153). Este peptideo € produzido por células P/D1
em seres humanos e suas principais funcdes sdo: estimulacdo da ingestao de alimento
e ganho de peso corporal, além de aumentar a motilidade gastrica, secrecdo acida
gastrica e acelerar o esvaziamento gastrico (154-155). O efeito estimulador da grelina
parece envolver o nervo vago e a liberacdo de histamina (156). Este peptideo atua de
maneira a aumentar os niveis de AMPc resultando assim no aumento da secrecao
gastrica (152). Foi visto que a SST é capaz de inibir a secrecdo de grelina e

consequentemente retarda o esvaziamento gastrico e reduz a secregao gastrica (157).
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Por outro lado, varios autores tém demonstrado o papel gastroprotetor da grelina. A
administracdo central de grelina exerce protecdo contra lesdes induzidas por EtOH
(158) e recentemente foi mostrado que a gastroprotecdo exercida pela grelina é
mediada pela liberacdo enddégena de NO e quando administrada por via intraperitoneal
exibe gastroprotecdo de maneira dose-dependente como observado pelo modelo de

lesGes gastricas induzidas pelo estresse (154).

1.5.3.5. Peptideo intestinal vasoativo (VIP)

O VIP é um neuromodulador ndo adrenérgico e ndo colinérgico abundantemente
expresso em neurbnios do SNE que participa da regulacédo da secrecao e da motilidade
gastrointestinal (159-160).

Este neuromodulador € um vasodilatador potente e participa na regulagdo da
secrecao de enzimas e no fluxo sanguineo gastrointestinal (161). VIP pode se ligar a
dois subtipos de receptores (VPAC1l e VPAC2), ambos acoplados a proteina G
(162). Sabe-se que VPAC2 e VPAC1 compartilham 45% da mesma sequéncia de
aminoacidos (163). A expressdo de receptores para VIP é tecido especifico e a
mucosa gastrointestinal expressa receptores VPAC1 e VPAC2 e sua ativagéo pelo
VIP resulta na estimulacdo da atividade da adenilato ciclase com consequente
formacdo de AMPc (164-165). O VIP atua indiretamente ao estimular a secrecéo de
SST que promove a reducdo da secrecdo gastrica acida (166) e ao favorecer o
aumento dos niveis de NO (156, 166). O VIP apresenta algumas atividades em
comum com compostos de estrutura semelhante, como a secretina. Acredita-se que
este neuromodulador atua localmente, sendo produzido por células denominadas D1
ou H (167).

1.5.4. Fatores protetores da mucosa gastrica

1.5.4.1. Muco e HCO3’

O muco é produzido e secretado pelas células epiteliais e pelas células das
glandulas gastricas, sendo secretado em quase todo o trato gastrointestinal desde o
estbmago até o colon. Juntamente com o HCOg3 é considerado a primeira linha de
defesa da mucosa gastrica, pois mantém a superficie da mucosa com um pH de 6-7,

em meio acido (pH 1-2) (168-169). Essa camada de muco/HCOg', cuja espessura é
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de aproximadamente 200-300 pm, confere uma eficiente protecdo para a mucosa
gastrica e duodenal (170).

Alguns hormonios gastrointestinais como a gastrina e a secretina, a
prostaglandina E, (PGE,) e agentes colinérgicos sao conhecidos por execerem acao
moduladora na secrecdo de muco (168). No trato gastrointestinal, 0 muco auxilia a
passagem de alimentos. Ele também ajuda a proteger o epitélio do cisalhamento de
forcas induzidas por ondas peristélticas (171).

O HCOg3  secretado na superficie das células epiteliais € retido pelo muco viscoso
originando um revestimento alcalino, que juntamente com a barreira de muco,
promove um gradiente de pH capaz de neutralizar o acido intraluminal (168). Sua
regulacéo fisioldgica envolve diversos fatores, tais como as PGs, peptideos e fatores
neuronais. A taxa de secrecao maxima de HCOg3 € de aproximadamente 10% da
taxa de secrecdo de HCI maxima. A liberacdo de ion hidrogénio (H") mediada pelas
células parietais resulta no transporte do HCO3 pela membrana basolateral que é
responsavel pela troca de CI/HCOj; resultando assim na maior disponibilidade do
HCO3 (172). Sabe-se também que cada fon de H* secretado pela célula parietal,
proporciona a conversdo de dioxido de carbono (COz em HCOs, resultando na
alcalinizacdo da secrecdo acida gastrica (173). A secrecdo de HCO3 no duodeno
ocorre pela acdo das PGs que sao sintetizadas pela cicloxigenase-1 (COX-1) e
ativam a secrecdo de HCOj3 através da interacdo com receptores EP3 e EP4 (174) A
secrecdo de HCOj3; é estimulada pelo odor, paladar, visdo e pensamentos nos
alimentos (fase cefalica), pelo acido no lumen gastrico (fase gastrica) e pelo acido

gastrico no lumen duodenal (fase duodenal) (175-176).

1.5.4.2. Prostaglandinas (PGs)

As PGs sdo derivadas de acidos graxos que possuem 20 carbonos em sua
estrutura, estdo envolvidos em uma variedade de funcdes fisioldgicas e patoldgicas
no TGl e sdo encontradas em varios 6rgaos e tecidos do corpo humano (177) .

A enzima cicloxigenase (COX) € responsavel por catalisar reacdes que levam a
regulacdo de varias funcbes fisioldgicas, tais como: modulacdo da reacdo
inflamatoria, agregacdo plaquetéria, angiogénese e fluxo sanguineo da mucosa
gastrointestinal (178) sendo encontrada em pelo menos duas isoformas distintas
denominadas COX-1 e COX-2.


http://www.infoescola.com/quimica/dioxido-de-carbono/
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Estas enzimas catalisam a conversdo do &cido araquidénico (AA) que é um
componente encontrado nos fosfolipidos da membrana, a prostaglandina G, (PGG,)
e em seguida a prostaglandina H, (PGH,) (179). A formacao dos produtos finais &
dependente da presenca de sintases tecido especificas que produzem diferentes
prostandides, tais como: prostaglandina E, (PGE;), prostaglandina D, (PGD.,),
prostaciclina (PGly), prostaglandina Foq (PGF2q) € tromboxano A; (TXAz) (180).

As PGs exercem um importante mecanismo na defesa da mucosa gastrica, uma
vez que foi constatado que a capacidade de AINEs em induzir danos gastricos
correlaciona-se com a sua capacidade de suprimir a sintese das PGs gastricas
(181). Sabe-se que aproximadamente 20% dos individuos que fazem uso continuo
de AINEs desenvolvem Ulcera péptica (181). Os efeitos da PGE, em fibroblastos,
macréfagos e na mucosa géastrica sdo bem conhecidos e sdo mediados através de
interacbes com quatro receptores de membrana acoplados a proteina: EP; EP»,
EP3, EP4(182). A PGE_, inibe a secrecédo de HCI pela bomba de prétons por inibir a
adenilciclase, enzima responséavel pelo aumento do AMPc intracelular, sendo esta
de extrema valia para a regulacdo da secrecdo acida gastrica (123). A PGE; e a
PGI, previnem a formacdo de Ulceras por diferentes mecanismos adicionais tais
como: a secrecdo de muco e HCOjs, a inibicdo da ativacdo dos mastdcitos,
diminuicdo da aderéncia leucocitaria ao endotélio, a vasodilatacdo e a rapida
regeneracao epitelial (183-184).

A COX-1 é encontrada em quase todas as células do organismo, o que a
caracteriza como constitutiva, sendo esta enzima responsavel pela producdo de
niveis basais de PGs que séo vitais para proteger o estbmago através da producao
de muco e pela manutencao do fluxo sanguineo. Por outro lado, a COX-2, possui
uma baixa expressdo, ndo sendo detectavel na maioria das células, porém em
condicBes patoldgicas esta expressdo aumenta drasticamente sendo proposta como
uma enzima induzivel encontrada em varios estados patologicos (185).

A isomerizacao da PGH, endoperéxido a PGE, é catalisada por trés diferentes
prostaglandinas sintase (PGES): PGES citosélicas (cPGES), PGES microssomais
(mMPGES)-1 e mPGES-2 (186-187). A cPGES ¢é constitutivamente e ubiquamente
expressa e seletivamente acoplado com a COX-1 (188). A mPGES é regulada em
resposta a varios estimulos e atua na COX-2 para a geragédo de PGE.,.

Os farmacos inibidores seletivos para a COX-2 ndo parecem possuir vantagens

quanto as ulceras pré-existentes. A inibicdo da COX- 2 pode retardar a cicatrizacao
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géastrica ao reduzir o fluxo sanguineo gastrico e suprimir a producdo de PGE; na
mucosa gastrica (189).

Vale ressaltar que além das PGs, ha participacdo de outros mediadores
enddgenos, tais como Oxido nitrico também desempenha um papel importante na
defesa da mucosa. O 6xido nitrico (NO) realiza muitas das a¢bes semelhantes as
prostaglandinas e parece existir uma cooperacdo na modulacdo das PGs e sintese
de NO (184, 190).

1.5.4.3. Oxido nitrico (NO)

O NO é um gas produzido pela agdo de duas diferentes isoformas de Oxido
nitrico sintase (NOS), a NO sintase induzida (iNOS) ou constitutiva (cNOS), e ambas
as enzimas sao encontradas na mucosa gastrica e plaquetas (191).

A NOSc é dividida em duas isoformas, sendo a primeira isoforma a 6xido nitrico-
sintase neuronal (NNOS) e a segunda isoforma a 6xido nitrico-sintase endotelial
(eNOS). A cNOS possui forma monomérica, peso molecuar de 133 kd e é
dependente de calcio-calmodulina (192).

As NOS convertem a L-arginina em L-citrulina e NO ap0s uma série de etapas
enzimaticas que resultam na transferéncia de elétrons, bem como hidroxilagcao (193).

O NO é um importante modulador da mucosa gastrica e seus efeitos sdo
produzidos pela estimulacéo de guanilato ciclase (GC) na célula epitelial (190). Uma
vez ativada a GC aumenta a conversdao de guanosina trifosfato (GTP) em
monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) que atua sobre a proteina quinase G (194)
(Figura 6). O NO reage com a hemoglobina e a ligacdo ao grupo heme facilita a
rapida degradacdo de NO, sendo assim muito dificil de medir os niveis de NO em
fluidos biolégicos e por isso geralmente mede-se o produto final do metabolismo do
NO, ou seja, 0 nitrato e o nitrito (190).
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Figura 6 - Sinalizacdo do Oxido nitrico e vias de intervencdo com potencial

terapéutico (Adaptado de Shah et al., 2004) (194).

Este modulador medeia a regulacédo de perfusao vascular (194), o aumento na

liberacdo de muco gastrico (195), bem como a secrecdo de fluido para dentro do

[imen géstrico que reduz a aderéncia dos neutrofilos (figura 7) (196-197).

Vérios moduladores tais como a ACh, bradicinina e histamina, podem estimular a

producdo de NO. Alguns estudos tém mostrado a importancia do NO na regulacao

do fluxo sanguineo gastrointestinal, principalmente com a utilizacdo de inibidores de

NOS devido a capacidade do NO em induzir vasodilatacdo mediada pela

estimulacdo da GC (190, 198)
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Figura 7 - Diagrama esquematico dos mecanismos de acdo do NO que estédo

envolvidos nos mecanismos de defesas da mucosa gastrointestinal (Adaptado de

Wallace e Miller, 2000) (190).
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1.5.4.4. Noradrenalina

O sistem nervoso simpatico é responsavel pela liberacdo de neurotransmissores
adrenérgicos, como a noradrenalina e a dopamina. A noradrenalina € uma
catecolamina enddgena capaz de se ligar em diferentes tipos de receptores, tais
como: a e B (199). Quando a noradrenalina liga-se aos receptores adrenérgicos a-y,
realiza o controle na modulacdo pré-sinaptica da liberacdo dos neurotransmissores
adrenérgicos e consequentemente na regulacao das funcfes gastrointestinais (200).

Os receptores adrenérgicos a-, sdo amplamente distribuidos no TGI e dividos em
trés diferentes subtipos denominados a-,; 0-2n € O-c € cada subtipo pode modular
diferentes funcdes gastrointestinais (201). Todos 0s subtipos a-z4, G- € Q-2
parecem ser responsaveis pela regulacdo da secrecdo gastrica e da motilidade
géstrica (202-203).

Esses receptores a-, sao encontrados no SNC e desempenham um importante
papel na regulacdo da atividade simpatica. Neste mecanismo esta envolvida a
supressdo da descarga simpatica (137), além de perifericamente diminuir a
descarga vagal ao inibir a liberacdo de acetilcolina localizada nos ganglios
parassimpaticos intramurais (204).

E bem estabelecido que a ativacdo de receptores adrenérgicos a-, no estdmago
resulta na reducdo da secrecdo acida, motilidade e esvaziamento, bem como na
manutencao da integridade da mucosa gastrica (205). No intestino, esses receptores
medeiam efeitos inibitérios na motilidade, excrecdo fecal e no transporte de fluidos
na mucosa (200) (Quadro 3).

ESTOMAGO INTESTINO

Inibicdo da secregéo Acida géstrica Inibicdo do transporte eletrolitico
Manutencgéo da integridade da mucosa &cida gastrica Inibicdo da motilidade e transito
Inibicdo da motilidade Inibicdo da excrecéo fecal

Quadro 3 - Envolvimento dos receptores adrenérgicos a-, na regulagao das funcdes
gastrointestinal (Adaptado de Blandizzi, 2007) (200).

Os agonistas dos receptores adrenérgicos a-, como a clonidina séo capazes de

inibir a secrecédo acida gastrica (202, 206), o esvaziamento e a motilidade gastrica
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(201, 205), além de diminuir as lesdes da mucosa géastrica em diferentes modelos de

lesBes gastricas (203, 206).

1.5.4.5. Somatostatina (SST)

A SST € um hormonio polipeptidico com 14 aminoacidos secretado pelas células
D. No trato gastrointestinal € encontrada na regido do antro e do fundo do estémago,
além do pancreas. A SST é conhecida como o inibidor fisiolégico da secrecéo
géastrica e inibe alguns hormoénios como a pepsina, motilina, colescitoquinina e
gastrina (207-208). Este peptideo diminui a secre¢cdo de &cido in vivo pela inibicdo
da liberacdo da gastrina a partir das células G (209) e vérios autores tém relatado a
reducao local deste polipeptidio na fisiopatologia da Ulcera péptica (208, 210).

Os receptores de SST (SSTi, SST,, SST3 SST4 e SSTs) sdo acoplados a
proteina G (211) e foi relatado que a liberacdo de SST no trato gastrointestinal de
ratos pode ser modulada pela presenca de 5-HT (212). Uma acidificacdo do pH
luminal géastrico para valores de pH menor que 3 € capaz de estimular a liberacéo de
SST que por sua vez, suprime a liberacdo de gastrina através de um mecanismo de
feedback negativo (137).

1.5.4.6. Secretina
O horménio SCT é conhecido por sua capacidade de regular a secrecédo de
HCOg3, agua e eletrdlitos de células epiteliais do ducto pancreéatico, bem como a
motilidade géastrica (213-214).

A SCT inibe a secrecdo de acido gastrico ao promover a inibicdo da secrecédo de
gastrina (215). Este horménio é produzido e liberado das células S do duodeno e
jejuno e atua sobre receptores SCT que estédo acoplados a proteina G (141). A SCT
também pode estimular a secrecao de muco pelo aumento de cAMP (172, 216) e foi
demonstrado que em doses fisiolégicas induz o relaxamento gastrico (213, 217) e a
secrecdo pancreatico (218). A secretina € capaz de estimular a secrecdo de
pespsinogénio e a secrecdo de HCOj3 , aumentando desta maneira o pH no lumen
gastrico (167, 219).
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1.5.4.7. Fluxo sanguineo

O fluxo sanguineo protege a mucosa gastrica por propiciar o aporte adequado
de oxigénio, nutrientes e hormdnios gastrointestinais, removendo os ions H* que
ultrapassam a barreira de muco-HCOj3 (220). Além disso, a microcirculacdo da
mucosa gastrica promove a protecdo gastrica por fornecer a mucosa gastrica,
quantidades significativas de HCO3, substancias nutritivas e por remover CO,, H”,
bem como permitir a difusdo de agentes toxicos do limen gastrico (221). As células
endoteliais que revestem os microvasos sédo capazes de liberar NO e PGl (172).

O fluxo sanguineo é essencial para muitos mecanismos de prote¢cdo da mucosa,
como por exemplo, no processo de reparacdo, as areas lesionadas da mucosa séo
recobertas em poucos minutos pela rapida migracdo de células da mucosa
adjacente (222).

A reducao do fluxo sanguineo causa hipdxia gastrica que resulta no acamulo de
H* na mucosa gastrica e leva a acidificacdo do estdmago e desenvolvimento de
Ulceras gastricas como observado em diferentes modelos de Ulceras gastricas
induzidas (222-223).

1.5.4.8. Sistema antioxidante

O estresse oxidativo pode ser definido como o aumento dos niveis intracelulares
das espécies reativas de oxigénio (EROs) de maneira que exceda o nivel das
defesas antioxidantes celulares (224). Varios compostos quimicos possuem
propriedades antioxidantes, tais como vitaminas, flavonoides, carotendides, acido
arico e glutationa (224-225).

Os grupamentos sulfidrilicos endégenos ou compostos sulfidrilicos néo-protéicos
(NP-SH) possuem um papel chave na atividade gastroprotetora, sendo encontrados
Nno muco gastrico e em varias enzimas do sistema antioxidante (226). O composto
sulfidrilico ndo-protéico mais prevalente nas células animais é a glutationa (GSH),
sendo este essencial para a manutencdo e prevencao da integridade da mucosa
gastrica (227). A GSH €& um tripeptideo solivel em &gua, composto pelos
aminoacidos glutamato, cisteina e glicina (227). E um antioxidante e atua como um
cofator enzimatico essencial para a regulacdo da atividade celular. A GSH também
participa de varios aspectos no metabolismo oxidativo, incluindo a remocédo de
hidroperoxidos, protecdo das radiacfes ionizantes e na manutencdo do estado

fisiologico dos grupos sulfidrilicos das proteinas visando a desintoxicagdo e
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excrecdo dos compostos oxidativos (191). Em condigbes especificas de estresse
oxidativo, as EROs séo reduzidas por GSH resultando na formacédo de glutationa
oxidada (GSSG) (figura 8) (224).

A reducao nos niveis de GSH pode colaborar para o dano oxidativo e para uma
variedade de patologias incluindo desordens neurodegenerativas e envelhecimento
(227). Varios autores mostraram a deplecdo de GSH em diversos modelos de
inducao de ulcera gastrica como EtOH, AINEs e estresse (228-229). O acumulo de
radicais livres nas regides ulceradas reduz a concentragdo de GSH na mucosa
gastrica (230).
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Figura 8 - Formacéao das espécies reativas de oxigénio EROs e acdes das enzimas
antioxidantes no organismo (Adaptado de Kwiecien et al., 2002) (231) .

1.6. Farmacoterapéutica da ulcera péptica

Durante varios anos, as Ulceras pépticas foram controladas cirurgicamente, com
altas taxas de morbidade e mortalidade. A farmacoterapia da Ulcera péptica envolvia
tanto a neutralizacdo da acidez gastrica do estdbmago como a utlizacdo de
antiacidos, como bicarbonato de soédio, carbonato de célcio, hidroxido de aluminio e
hidroxido de magnésio que foram em grande parte substituidos por farmacos mais
efetivos. Estes farmacos atuam de modo a neutralizar o pH gastrico de maneira
rapida e eficaz, porém possuem varios efeitos adversos como nauseas, flatuléncia,

prisdo de ventre e diarréia (99, 150).
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Outros farmacos utilizados para o tratamento das Ulceras pépticas sdo 0s
antagonistas dos receptores muscarinicos M, pirenzepina e telenzepina que
suprimem a estimulacdo neural para producao de acido, por bloquear os receptores
M, dos ganglios intramurais. A baixa eficacia e os efeitos colaterais inviabilizaram o
Seu uso que se tornou cada vez menos frequente (150).

Uma grande contribuicdo foi dada pelos antagonistas de receptores H; que
inibem a producéo acida por competirem de modo reversivel com a histamina pela
ligacdo aos receptores H, na membrana basolateral das células parietais. Os
farmacos cimetidina e ranitidina representaram um marco fundamental na
terapéutica da doenca acido-péptica (99, 150). Os principais efeitos adversos
destes farmacos sdao: alteracbes hematolégicas que incluem mielossupressao,
trombocitopenia, anemia e neutropenia, confusdo, agitacdo, dores de cabeca,
complicacBes hepéticas renais além de ginecomastia e impoténcia (232).

Por outro lado, 0s supressores mais potentes da secrecao acido gastrico sdo os
inibidores da bomba de prétons (omeprazol, lansoprazol e pantoprazol). No inicio
dos anos 80 esses farmacos melhoraram a inibicdo da acidez gastrica, melhorando
também a cicatrizacdo das Ulceras gastricas e duodenais. Os inibidores de bomba
sao pro-farmacos que necessitam de ativacdo em ambiente acido e ao entrarem na
célula parietal acumulam-se em canaliculos secretores acidos da célula parietal,
onde sdo ativados por um processo catalisado por prétons que resulta na formacao
de um &acido sulfénico. Em doses usuais, esses farmacos reduzem a producéo diaria
de acido em 80 a 95% (99, 150). No entanto, a utilizacdo prolongada destes
farmacos pode levar a varios efeitos adversos, tais como: deficiéncias nutricionais,
aumento da susceptibilidade a fraturas, pneumonia, infec¢cbes entéricas,
hipergastrinemia, atrofia gastrica e hipocloridria crénica e cancer (232-233).

Por fim, temos o sucralfato que € um sal de complexo de sulfato de sacarose e
hidroxido de aluminio, capaz de promover efeitos citoprotetores ao funcionar como
uma barreira fisica na mucosa gastrica (234). O mecanismo farmacolégico do
sucralfato baseia-se na estimulacdo da sintese de PGs, na producéao local do fator
de crescimento epidérmico, na inibicdo da producdo de citocinas pré-inflamatérias
bem como estimulo para a absorgédo de pepsina (235-236). O efeito adverso mais
comum consite em constipagéo (150).

O grande avanco nas investigacdes experimentais e clinicas das lesdes

gastrointestinais tém estimulado o desenvolvimento de novos agentes terapéuticos
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(237). Desta maneira, faz-se necessario a pesquisa de novos farmacos na
expectativa de podermos nos deparar com uma via inovadora ou quem sabe um
mecanismo farmacoldgico inédito capaz de promover a prevencdo e a cicatrizacao

de Ulceras, com auséncia ou reducao destes efeitos adversos.
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2. JUSTIFICATIVA
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Todos os anos aproximadamente quatro milhdes de pessoas sao acometidas
pela Ulcera péptica e em torno de 10-40% destes podem evoluir para obito,
evidenciando assim o prejuizo social, clinico e econémico dos individuos acometidos
por essa patologia (238-239).

Sabe-se que o consumo prolongado dos farmacos utilizados na terapéutica atual
ocasiona inumeros efeitos adversos, como hipergastrinemia, nefrotoxicidade,
hepatotoxicidade, ginecomastia e impoténcia (233, 240).

O estudo farmacolégico de plantas medicinais ou compostos isolados de plantas
proporciona uma base importante para a descoberta e desenvolvimento de novas
opcOes para a farmacoterapéutica atual (241). O uso de plantas medicinais € muitas
vezes incentivado por propagandas que prometem “"beneficios seguros, ja que se
trata de fonte natural", entretanto uma grande parte das espécies medicinais nao
possui validacao cientifica (14).

Dentre as espécies vegetais comumentemente utilizadas pela populacéo
brasileira, encontra-se a Celtis iguanaea e Eugenia uniflora que sdo espécies
vegetais encontradas no Cerrado e relata-se sua utilizagdo para o tratamento de
disturbios géstricos. Resultados anteriores mostraram que o extrato hexanico das
folhas do espordo-de-galo (EHEG) possui atividade antiulcerogénica e
antissecretdria (242) e que Eugenia uniflora apresentou atividade antioxidante (243).

Portanto, dentre os pontos de relevancia do desenvolvimento deste trabalho,
podemos citar a possibilidade de obtermos conhecimentos cientificos que permitam
o desenvolvimento de fitoterapico ou fitofarmaco, que venha se tornar uma
alternativa terapéutica para o tratamento da Ulcera péptica ou outras patologias do

trato gastrointestinal.
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3. OBIETITOS
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3.1. Objetivo geral

Investigar os possiveis mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora
do extrato hexanico das folhas de Celtis iguanaea (EHEG), da fracdo aquosa do
extrato hidroacetonico das folhas de Eugenia uniflora (FAHP) e do fitoconstituinte
isolado da FAHP (Oenoteina B).

3.2. Objetivos especificos

e Obtencdo do extrato hexanico das folhas do Esporédo-de-galo (EHEG) e
identificac&o dos principais fitoconstituintes presentes no EHEG.

e Realizar o teste geral de atividades farmacolégicas com FAHP em
camundongos.

e Avaliar a atividade gastroprotetora do EHEG, FAHP e Oenoteina B em
modelos agudos de lesdes gastricas induzidas in vivo (indometacina, EtOH e
ligadura pilérica).

e Quantificar o0 muco aderido a mucosa gastrica e os grupos sulfidrilicos néo-
protéicos em camundongos expostos ao agente irritante (EtOH) e tratados
com FAHP.

e Avaliar a atividade antioxidante da Oenoteina B, através de sua acdo sobre os
niveis da catalase.

e Verificar o envolvimento do éxido nitrico no mecanismo gastroprotetor do
EHEG e FAHP no modelo de Ulcera gastrica induzida por HCI/EtOH.

e Verificar o envolvimento das PGs no mecanismo gastroprotetor do EHEG e
Oenoteina B no modelo de Ulcera gastrica induzida por HCI/EtOH (in vivo) ou
por indometacina (ex vivo).

e Avaliar a atividade da FAHP e Oenoteina B na secrecao gastrica pelo método
de ligadura pilérica, determinando alteragdes no volume, pH e acidez total do

suco gastrico.
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4. CAPITULO 1
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Abstract

Ethnopharmacological relevance

Celtis iguanaea (Canabaceae) is popularly known as espordo-de-galo, stands out
among the medicinal plants used for treatment of gastric ulcers. In Brazil, the leaves
they are used traditionally in infusion forms as an analgesic, antiasthmatic, digestive
and diuretic.

Aim of the study

The present study was aimed to investigate the antiulcer mechanisms of hexane
extract Celtis iguanaea leaves (HE) in several induced-gastric ulcer and characterize
its chemical composition.

Materials and methods

The HE was obtained by exhaustive extraction in Soxhlet apparatus. The chemical
characterization of HE was perfomed Electrospray Fourier transform ion cyclotron
mass spectrometry (ESI FT-ICR MS) analysis. Mice were used for the evaluation of
the gastroprotective activity. HE was analyzed in the HCl/ethanol, hypothermic
restraint stress ulcer and acetic acid. In the investigation of the gastroprotective
mechanisms of HE, were performed the amount of adhered gastric mucus,



36

participation of the a,-adrenoceptor, nitric oxide (NO) and prostaglandins (PGs) using
the HCl/ethanol -induced gastric mucosa lesion model.

Results

ESI FT-ICR MS analysis of HE suggest the presence of compounds as lipids, sterol
lipids, steroids glycosides and polyphenol glycosides. The oral administration of HE
at doses of 100 mg/kg or 200 mg/kg was able to protect the gastric mucosa against
HCl/ethanol (10 mL/kg p.o.), and HE at dose of 100 mg/kg protected against
hypothermic-restraint stress and acetic -induced gastric lesions. The pretreatment
with Yoimbine (2 mg/kg, s.c.), an antagonist as-adrenergic, L-NAME (20 mg/kg, s.c.),
an inhibitor of nitric oxide synthesis or indomethacin (10 mg/kg, s.c.), an inhibitor of
prostaglandin production, reversed the gastroprotective activity of HE (100 mg/kg,

p.o.).
Conclusions

Our results suggestive that the Celtis iguanaea HE exhibits gastroprotective activity
in different gastric ulcer models. The mechanism of gastroprotective effect of Celtis
iguanaea HE suggests the participation of mucus as well as the involvement of a,-
adrenergic receptors, NO and prostaglandins. The hydroxyl-linolenic acid, linoleic
acids and conjugated oxo-linoleic acids are among the phytoconstituents that were
identified in the Celtis iguanaea HE.

1. Introduction

Peptic ulcer disease embraces both gastric and duodenal ulcers which has
been a major cause of morbidity and mortality for over a century (Malfertheineret al.,
2009). Several authors have reported that peptic ulcers are some of the major human
pathologies that occur in at least 10% of the world population (Grob, 2004; Zapata-
Colindres, 2006). Peptic ulcer is one gastrointestinal disorders, which occur due to an
imbalance between the offensive (chloridric acid and pepsin) and defensive (mucus
and bicarbonate) factors (Hoogerwerf and Pasricha, 2006) which is affected by
stress, the use of nonsteroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) and Helicobacter
pylori (Stewart and Ackroyd, 2011).

Several drugs have been used for the treatment of gastric ulcers, among
which we can cite the antisecretory, such as antagonists of the histamine H2 receptor
(ranitidine) and the irreversible proton pump inhibitors (omeprazole) (Jain et al.,
2007). However, prolonged use of these drugs may lead to series of adverse effects,
such as thrombocytopenia, nephrotoxicity, hepatotoxicity, gynecomastia and



37

impotence (Chan and Leung, 2002; Sheen and Triadafilopoulos, 2011). Thus,
medicinal species are being used in traditional medicine worldwide to treat ulcer
(Zakaria et al., 2014, Borelli and Izzo, 2000).

In folk medicine, Celtis iguanaea is used as an infusion to treat fever, liver and
kidney pains (Rodrigues and Carvalho, 2008; Tene et al., 2007). In Mexico, leaves of
Celtis iguanaea are used for the control of diabetes mellitus (Galizia et al., 2002).
Celtis iguanaea (Jacg.) Sargent (family Cannabaceae), popularly known as "esporéo-
de-galo, tela, taleira, sard, gurrupia" (Silva and Proenca, 2008; Sousa et al., 2012)
stands out among the medicinal plants that are used for the treatment of gastric
ulcers. In the state of Goias, Brazil, the leaves they are used traditionally in infusion
forms as an analgesic, antiasthmatic, digestive and diuretic (Silva and Proenca,
2008; Paula et al., 2010). The phytochemical screening of the leaves and stem of
Celtis iguanaea showed the presence of flavonoids, coumarins and mucilage (Paula
et al., 2010). Previous studies performed in our laboratory showed gastroprotective
effect of the hexane fraction obtained from the partitioning of Celtis iguanaea ethanol
leaves extract (Sousa et al., 2012). Preliminary data with leaves hexane extract of
Celtis iguanaea (HE) showed antiulcer and gastric acid antisecretory effects (Martins
et al., 2014).

Although Celtis iguanaea is used in ethnomedicine as the aqueous extract, the
chemical investigation of plant extracts is generally succeeded by organic extracts,
since this procedure generally takes a complete recognition of chemical compounds
present in the species to be investigated. There is lack of relevant literature to our
knowledge to clarify the mechanisms gastroprotective of Celtis iguanaea (Jag.)
Sargent. To attempt fulfill this lack, specially the chemical composition
characterization of Celtis iguanaea, we use the electrospray Fourier transform ion
clyclotron mass spectrometry for chemical composition characterization of HE and
we evaluate the effect of this extract using both acute and chronic gastric lesion
models, including its phytochemical analysis and possible gastroprotective
mechanisms. The main analytical tools used for chemical characterization of plant
extracts or metabolomics of plants are so far based on nuclear magnetic resonance
(NMR) and mass spectrum (MS) techniques (Hollywood, 2006). Due to sensitivity
limitations in NMR, the application of MS in this field is increasingly growing (Chen,
2008). It may be used either com chromatography or stand-alone technique. In this

regard, the use of high-field Fourier transform ion cyclotron resonance mass
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spectrometry (FT-ICR MS) enables the assignment of thousands of elemental
compositions of metabolites in complex mixture by virtue of this unique mass
accuracy (< 100 ppb) and resolution (> 400,000 in full scan mode at m/z 500)
allowing to detect fine scale diversity in complex mixture (Vaz, 2013). These
properties allow the correspondence between accurate masses to elementary
compositions. The great applications of MS and in particular FT-ICR MS to
metabolomics have been reviewed elsewhere (Dettmer et al., 2007). Therefore, the
present study was aimed to investigate the gastroprotective mechanisms of hexane
extract Celtis iguanaea leaves (HE) in several induced-gastric ulcer and characterize

its chemical composition.
2. Materials and methods

2.1. Plant material

The leaves of Celtis iguanaea were collected in Hidrolandia, Goias, Brazil (16°
53'569,4” S - 49° 13’ 29,4” W) with an altitude of 786 m. Samples were authenticated
by Prof. Dr. José Realino de Paula, and a voucher specimen was deposited at the
Herbarium of the Federal University of Goias (40.110/UFG).

2.2. Preparation of extract

The leaves were oven dried with forced ventilation at 40°C and then crushed
to a fine powder. The HE was obtained by exhaustive extraction in Soxhlet apparatus
and concentrated under reduced pressure in rotary evaporator. The extraction
process yielded 4.81%. At the time of use, the HE was dissolved in filtered water with
Tween 80 (2%).

2.3. Electrospray Fourier transform ion cyclotron mass spectrometry (ESI FT-
ICR MS) analysis

Mass analysis was performed on 9.4 T FT-ICR MS (Solarix, Bruker Daltonics,
Bremen, Germany) equipped with commercially available ESI source set to operate
over a mass region of m/z 200-1200. Briefly, FT-ICR mass spectra of HE samples
were acquired using positive and negative ionization modes, ESI (%).

The extract samples were diluted to = 0.2-0.4 mg mL™* in methanol. After, they

were sonicated for 5 min and directly infused at a flow rate of 10 pl min™. The ESI ()
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source conditions were as follows: nebulizer gas pressure of 2.0 bar, capillary
voltage of 2-3 kV, transfer capillary temperature of 250 °C. The ion accumulation time
in the hexapole was of 0.3 s followed by transport to the analyzer cell through the
electrostatic lens system. Each spectrum was acquired by accumulating 200 scans of
time-domain transient signals in 4 mega-point time-domain data sets. The front and
back trapping voltages in the ICR cell were - 0.60 V and - 0.65 V for ESI (-) and +
0.80 V and + 0.85 V for ESI (+). All mass spectra were externally calibrated using a
NaTFA solution (m/z from 200-1200) after they were internally recalibrated using a
set of the most abundant homologous alkylated compounds for each sample. A
resolving power (m/Amsgy, = 500 000, in which Amsgy, is the full peak width at half-
maximum peak height) of m/z 400 and a mass accuracy of < 1 ppm provided
unambiguous molecular formula assignments for singly charged molecular ions.
Mass spectra were acquired and processed using Data Analysis Software (Solarix,

Bruker Daltonics, Bremen, Germany).

2.4. Animals

Male albino Swiss mice weighing 25-35 g (supplied by Central Animal House,
Federal University of Goias) were used in all experiments. The animals were
maintained under controlled conditions of temperature with a 12 h dark/light cycle
and free access to water and standard food. All experiments were conducted
between 8:00 a.m. to 4:00 p.m. The experimental protocols were approved by

Research Ethic Council of Federal University of Goias (Protocol number 106/08).

2.5. Chemicals and drugs

The following drugs and chemicals were used: absolute ethanol (EtOH)
(Quimex, Sao Paulo, SP, Brazil), carbenoxolone, yohimbine, L-Name (N-G-nitro-L-
arginine), indomethacin and Alcian blue (Sigma Chemical Company, St. Louis, MO,
U.S.A)); ranitidine (Cloridrato de Ranitidina® Teuto, Brazil), Tween 80 (Sigma-
Aldrich), sucrose (Labsynth, Diadema, SP, Brazil), magnesium chloride (Quimibras,
Rio de Janeiro, RJ, Brazil), sodium acetate (Vetec, Duque de Caxias, RJ, Brazil),
sodium hydroxide (Cristalia, Sdo Paulo, SP, Brazil), acetic acid (Vetec, Duque de
Caxias, RJ, Brazil) and halothane (Cristalia, Itapira, SP, Brazil). The Celtis iguanaea
HE was first solubilized in filtered water with Tween 80® (2%), after Celtis iguanaea
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HE and drug concentrations were adjusted for the treatment to yield 10 mL/kg body
weight (BW) and control groups were treated with vehicle: filtered water with Tween
80® (2%). The indomethacin was dissolved in sodium bicarbonate solution (5%). All
drugs and reagents were prepared immediately before use. Other drugs were

dissolved in distilled water.

2.6. Antiulcerogenic activity

2.6.1. Ethanol/HCl-induced ulcer

The procedures for 0.45 M HCI/60% ethanol-induced ulcers were an
adaptation of the method of Mizui and Doteuchi (1983). After a 16 h fast, the animals
received vehicle (2% Tween 80® 10 mL/kg), HE (50, 100 and 200 mg/kg) or
carbenoxolone in dose of 200 mg/kg (Cordeiro et al., 2012; Tavares et al., 2011,
Mezzaroba et al., 2006) by gavage. After 60 min, all groups were orally treated with
0.45 M HCI/60% ethanol solution (10 mL/kg, p.o.) for gastric ulcer induction. The
animals were euthanized, 1 h after the administration of HCl/ethanol, the stomach
removed and opened along the greater curvature. The stomachs were photographed
and the area of lesions was measured by CAD software. The lesion area of the
gastric mucosa in each animal was calculated and was expressed in percentage (%)

in relation to total area of stomach.

2.6.2. Hypothermic restraint stress ulcer

The antiulcerogenic activity of HE in the hypothermic restraint stress induced
gastric ulcer model was assessed in mice by the method of Levine (1971) with
modifications. After a 16 h fast, the animals received vehicle (2% Tween 80°®, 10
mL/kg), HE (100 mg/kg) or ranitidine (50 mg/kg) by gavage. After 60 minutes
treatment, gastric ulceration was induced by immobilizing the animals in a closed
cylindrical cage maintained at 4'C and after 2 h the mice were euthanized, the
stomach removed to assess the lesions index (LI). The LI and percentage inhibition
was calculated. For the determination of LI, the stomach was cut open along the
greater curvature and the inner surface was examined with the help of a microscope.
The degree of lesion formation was performed as described by Rios et al. (2010) with

few modifications (table 1).
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Table 1. Scale by attribution of scores for degree of ulceration.

Injury Scores
Discoloration of mucosa 1
Edema 1
Hemorrhages 1
Number of petechia
Until 25% 2
More than 25% 3
Intensity of ulceration
Ulcers or erosion up to 1 mm N x 2
Ulcers or erosion larger than 1 mm N x 3
Perforated ulcers N x4

(N number of stomach lesions).

2.6.3. Acetic acid-induced chronic gastric ulcer in mice

Chronic gastric ulcers were induced in mice with acetic acid according to a
modification of the method described by Takagi et al. (1969). Briefly, animals were
anaesthetized, the abdomen was exposed and 50 pL of 20% acetic acid (v/v) was
injected into the posterior subserosa and 50 pL of 0.9% saline into the anterior
subserosa of the gastric wall. After the application of acetic acid, the animals were
allowed to recover from anesthesia and received only water at the day of operation.
Animals were orally treated with vehicle (2% Tween 80®, 10 mL/kg), HE 100 mg/kg or
ranitidine (50 mg/kg) twice a day for 7 days, starting on the 1 day after injection of
acetic acid. The animals were euthanised, 24 h after the last administration, at which
time their stomachs were removed and opened along the greater curvature. The area

of lesions was measured and was expressed as described in item 2.6.1.

2.7. Gastroprotective mechanism

2.7.1. Determination of adhered mucus to gastric wall

The modified method of Corne et al. (1974) was utilized for determination of
gastric mucus. After a 16 h fast, the animals were treated with ethanol 75% (10
mL/kg, p.0.) or anesthetized (2% halothane in O,) prior to pylorus ligature (Shay et
al., 1945). Segment of the glandular region of the stomach was weighed and
transferred to a test tube containing 7 mL of 0.1% Alcian blue (0.16 M sucrose in

0.05 M sodium acetate, pH 5.8). After two consecutive rinses with 5 mL of sucrose
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(0.25 M), 5 mL of MgCl;, (0.5 M) was added in each test tube for the extraction of
mucus content with the dye. The glandular segment remained in this solution for 2 h,
with intermittent agitation. After which 4 mL of the resultant blue solution was agitated
vigorously with 4 mL of ethyl ether until the formation of an emulsion and was
centrifuged for 10 minutes at 3600 g. The absorbance of the supernatant was
measured at 598 nm using a spectrophotometer. The concentration of Alcian blue
was calculated through a calibration curve and the results were expressed in pg of

Alcian blue/g of glandular tissue.

2.7.2. HCl/ethanol-induced gastric mucosal ulcer in yohimbine pretreated in
mice

This method was performed as adapted from Arrieta et al. (2003). After a 16 h
fast, the animals were pretreated with 0.9% saline (10 mL/kg s.c.) or yohimbine (2
mg/kg, s.c.) (ax-adrenoceptor antagonist) and 30 minutes later, received an oral dose
of vehicle (2% Tween 80®, 10 mL/kg) or HE (100 mg/kg). After 60 minutes, all groups
were orally treated with 0.45 M HCI/60% ethanol solution (10 mL/kg, p.o.) for gastric-
ulcer induction. Animals were, 1h after the administration of inductor agent and the
stomachs were removed, opened along the greater curvature and gastric damage

determined as described above (item 2.6.1).

2.7.3. HCI/EtOH-induced gastric mucosal ulcer in L-NAME pretreated in mice
This method was performed as adapted from Matsuda et al. (1999). After a 16
h fast, the animals were pretreated with 0.9% saline (10 mL/kg, i.p.) or L-NAME (20
mg/kg, i.p.) (an inhibitor of NO synthase) and 30 minutes later, received an oral dose
of vehicle (2% Tween 80®, 10 mL/kg) or HE (100 mg/kg). After 60 min, all groups
were orally treated with 0.45 M HCI/60% ethanol solution (10 mL/kg) for gastric-ulcer
induction. Animals were euthanized, 1 h after the administration of inductor agent
and the stomachs were removed, opened along the greater curvature and gastric

damage determined as described above (item 2.6.1).

2.7.4. HCI/EtOH-induced gastric mucosal lesion in indomethacin pretreated in
mice
This method was performed as adapted from Matsuda et al. (1999). After a 16

h fast, the animals were pretreated with 0.9% saline (10 mL/kg s.c.) or indomethacin
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(10 mg/kg, s.c.) (an inhibitor of COX) and 60 min later, received an oral dose of
vehicle (2% Tween 80®, 10 mL/kg) or HE (100 mg/kg). After 60 min, all groups were
orally treated with 0.45 M HCI/60% ethanol solution (10 mL/kg) for gastric-ulcer
induction. Animals were euthanized, 1 h after the administration of inductor agent
and the stomachs were removed, opened along the greater curvature and gastric

damage determined as described above (item 2.6.1).

2.8. Statistical analysis

In order to compare level of significance between two groups, unpaired
Student’s t-test was used as described by Drummond and Tom (2011a,b). To
compare more than two groups, we used one way - ANOVA followed by Tukey as
the post hoc test. All analyses were performed using the software Prism 3.0 for

Windows. Effects were considered significant at P < 0.05.

3. Results
3.1. Chemical analysis

Figure 1 shows the negative-ion ESI FT-ICR mass spectra of HE extracts.
Majority, the oxygen-containing compounds were detected by the ultra-high
resolution and accuracy of FT-ICR MS. The molecular weight of acidic oxygen
compounds ranged from 200 to 1200 Da. The molecular-weight of these compounds
is higher than that common detected by CG-MS ( 300 Da).

Figure 1: Mass spectra negative-ion ESI FT-ICR obtained from analysis of Celtis iguanaea

HE (Cannabaceae).
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The MS data were processed form formula attribution from measured m/z
values using Data analysis software. Approximately, one hundred components were
assigned (elemental composition) from each spectrum, and Figure 2 shows the
relative distribution of these components by heteroatom classes. The most abundant
compounds assigned in the HE is from O4 class, followed by O5, 06, O7 and 0O>10
components. Structurally, we suggest these compounds as lipids, sterol lipids,
steroids glycosides and polyphenol glycosides.

Figure 2. Class distribution of compounds detected in the extracts by ESI FT-ICR MS.
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3.2. Antiulcerogenic activity

3.2.1. Effect of the Celtis iguanaea HE in HCl/ethanol-induced ulcer in mice

The administration of HCl/ethanol solution produced extensive gastric lesion in
the glandular mucosa of the stomach. These lesions were characterized by multiple
hemorrhagic red bands or dark brown (patches) of different sizes along the axis of
the glandular stomach (Figure 3). The ulcerated area in the control group 1 h after
HCl/ethanol administration was 64.78 + 2.73%. The treatment of mice with HE at the

dose of 100 or 200 mg/kg, reduced the gastric lesions by 34.3 % and 43.2 %,
respectively (Table 2).
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Table 2. Effect of oral treatment of the Celtis iguanaea HE or carbenoxolone in HCl/ethanol-

induced gastric lesion in mice.

Groups Treatment Dose Ulcerated area (%) Reduction (%)
Control Vehicle 10 mL/kg 64.78 + 2.73 -
Carbenoxolone | Carbenoxolone 200 mg/kg 36.05 + 5.51** 44.3
50 mg/kg 60.43 + 4.44 6.7
HE HE 100 mg/kg 45.53 + 4.06** 34.3
200 mg/kg 36.78 + 3.94*** 43.2

The results are expressed as mean = SEM of the ulcerated area (%) of each group (n = 8).
One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. ** P < 0.01; *** P < 0.001 compared
with the vehicle group. n = number of animals in each group.

Figure 3: Gastroprotective effects of Celtis iguanaea HE or carbenoxolone on the

HCl/ethanol- induced gastric lesion in mice.

A)

The representative figure of mice that received (p.o) vehicle 10 mL/kg (A), carbenoxolone
200 mg/kg (B), HE 100 mg/kg (C) or HE 200mg/kg (D).

3.2.2. Effect of the Celtis iguanaea HE in hypothermic restraint stress ulcer

The hypothermic restraint stress induced gastric ulcer model, the treatment
with HE or ranitidine reduced significantly the LI when compared to the control group
by 49.2 % and 43.8 %, respectively (Table 3).

Table 3: Effect of oral treatment of the Celtis iguanaea HE or ranitidine in
hypothermic restraint stress induced gastric lesion in mice.

Groups Treatment Dose (p.o.) LI Reduction (%)
Control Vehicle 10 mL/kg 9.10+1.05 -
Ranitidine Ranitidine 50 mg/kg 5.11 + 0.35%** 43.8
HE HE 100 mg/kg 4.62 + 0.26*** 49.2

The results are expressed as mean + SEM of the LI of each group (n = 8). One-way
ANOVA followed by the Tukey post hoc test. ** P < 0.001 compared with the vehicle group.
n = number of animals in each group.


http://www.sciencedirect.com/science/article/pii/S0378874111004430#tbl0005
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3.2.3. Effect of the Celtis iguanaea HE acetic acid-induced gastric ulcer

The acetic acid-induced gastric ulcer model, the treatment with HE or
ranitidine reduced significantly the ulcerated area when compared to the control. The

reduction in the formation of LI was by 68.4 % and 57.8 %, respectively (Table 4).

Table 4: Effect of the Celtis iguanaea HE in gastric lesions induced by 20 % acetic acid in
mice.

Groups Treatment (p.o.) Dose Ulcerated area (%) Reduction (%)
Control Vehicle 10 mL/kg 19.8+ 2.7 -
Ranitidine Ranitidine 50 mg/kg 11.5+£18* 57.8
HE HE 100 mg/kg 6.2+ 1.1 % 68.4

The results are expressed as mean + SEM of the ulcerated area (%) of each group (n=7-9).
One-way ANOVA followed by the Tukey post hoc test. * P < 0.05; *** P < 0.001 compared
with the vehicle group.

3.3. Gastroprotective mechanism

3.3.1.1. Effect of the Celtis iguanaea HE on determination of adhered mucus to

gastric wall

The Alcian blue binding capacity of gastric mucus in the control group with
lesion (ethanol 75%, 10 mL/kg p.o.) was decreased significantly as compared to
control group without lesion. However, the groups of animal with lesion that were
pretreated with HE significantly enhanced the Alcian blue binding capacity of gastric

wall mucus (Table 5).

Table 5: Effects of oral treatment of Celtis iguanaea HE or ranitidine on the adhered
mucus in the model of ethanol (75%, 10 mL/kg p.0.) in mice.

Groups Treatment Dose Alcian blue bound (ug/g tissue)
Control without lesion Vehicle + water 10 mL/kg 36.06 £ 2.04
Control with lesion Vehicle + ethanol 10 mL/kg 8.12 £ 1.76***
Ranitidine Ranitidine + ethanol 50 mg/kg 26.42 + 1.58"
HE HE + ethanol 100 mg/kg 21.22 + 3.02%

The results are expressed as mean + SEM( n= 8). One-way ANOVA followed by the Tukey

post hoc test. *** P < 0.001 vs control without lesion or *P

with lesion.

< 0.01; ™ P < 0.001 vs control
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3.3.1.2. Effect of the Celtis iguanaea HE on determination of adhered mucus to

gastric wall

The Alcian blue binding capacity of gastric mucus in the control group with
lesion was decreased significantly as compared to control group without lesion.
However, the groups of animal with lesion that were pretreated with HE or
carbenoxolone demonstrated an increase in the binding capacity of the Alcian blue to
gastric mucus (Table 6).

Table 6: Effects of intraduodenal treatment with Celtis iguanaea HE or carbenoxolone on the
adhered mucus in the model of pyloric ligature in mice.

Groups Treatment Dose Alcian blue bound
(Mg/g tissue)
Control without lesion Sham - 23.68 +1.81
Control with lesion Vehicle + pyloric ligature 10 mL/kg 17.12 +1.68*
Carbenoxolone Carbenoxolone + pyloric ligature | 200 mg/kg 28.79 + 1.89%
HE HE + pyloric ligature 100 mg/kg 26.84 + 2.327

The results are expressed as mean £ SEM( n= 8). One-way ANOVA followed by the Tukey
post hoc test. * P < 0.05 vs control without lesion or P < 0.01 vs control with lesion.
3.3.2. Effect of the Celtis iguanaea HE on lesion HCl/ethanol-induced gastric

mucosal with yohimbine-pretreated mice

The HCl/ethanol treatment produced significant gastric lesions (58.3 + 6.0%)
that were reduced by HE (32.0 £ 8.1%). However, the pretreatment with yohimbine

reversed the gastroprotection activities of HE (59.3 £ 4.1%; Table 7).

Table 7: Role of a,-adrenergic receptors in the gastroprotective effect of Celtis iguanaea HE
against HCl/ethanol-induced gastric injury in mice. Animal groups were pretreated with saline

or yohimbine 30 minutes before oral treatment with vehicle or HE.

Pretreatment (s.c.) Treatment (p.o.) Ulcerated area (%)
Saline 10 mL/kg Vehicle 10 mL/kg 58.3+6.0
Saline 10 mL/kg HE 100 mg/kg 32.0 £ 8.1*

Yoimbine 2 mg/ kg HE 100 mg/kg 50.3 +4.17

Values are expressed as the mean + SEM (n = 8/group). **P < 0.01 HE vs mice treated with

vehicle and * P < 0.05 yoimbine vs HE treatment alone using unpaired Student's “t” test.
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3.3.3. Effect of the Celtis iguanaea HE on lesion HCl/ethanol-induced gastric

mucosal with L-NAME- pretreated mice

The HCl/ethanol treatment produced significant gastric lesions (63.2 £ 1.9%)
that were reduced by HE (43.2 £ 4.0%). However, the pretreatment with L- NAME

reversed the gastroprotection activities of HE (68.8 £ 5.2%; Table 8).

Table 8: Role of oxide nitric (NO) in the gastroprotective effect of Celtis iguanaea HE against
HCl/ethanol-induced gastric injury in mice. Animal groups were pretreated with saline or L-
NAME 30 minutes before oral treatment with vehicle or HE.

Pretreatment (i.p.) Treatment (p.o.) Ulcerated area (%)
Saline 10 mL/kg Vehicle 10 mL/kg 63.2+1.9
Saline 10 mL/kg HE 100 mg/kg 43,2 £ 4.0*

L-Name 20 mg/ kg Vehicle 10 mL/kg 68.1+£5.0

L-Name 20 mg/ kg HE 100 mg/kg 68,8 + 5.2

Values are expressed as the mean + SEM (n = 8/group). *P < 0.05; **P <0.01 HE vs
compared with the corresponding control group by Tukey post hoc test and™ P < 0.01 L-
Name vs HE treatment alone using unpaired Student's “t” test.

3.3.4. Effect of the Celtis iguanaea HE on lesion HCl/ethanol-induced gastric
mucosal with indomethacin-pretreated mice

The HCl/ethanol treatment produced significant gastric lesions (58.5 + 3.9%)
that were reduced by HE (38.0 +5.0%). However, the pretreatment with

indomethacin reversed the gastroprotection activities of HE (55.0 + 6.0%; Table 9).

Table 9: Role of prostaglandin in the gastroprotective effect of Celtis iguanaea HE against
HCl/ethanol-induced gastric injury in mice. Animal groups were pretreated with saline or

Indomethacin 60 minutes before oral treatment with vehicle or HE.

Pretreatment (s.c.)

Treatment (p.o.)

Ulcerated area (%)

Saline 10 mL/kg Vehicle 10 mL/kg 58.5+3.9
Saline 10 mL/kg HE 100 mg/kg 38.0 + 5.0*
Indomethacin 10 mg/ kg Vehicle 10 mL/kg 58.2+4.2
Indomethacin 10 mg/ kg HE 100 mg/kg 55.0 + 6.0"

Values are expressed mean + SEM (n = 8/group). *P < 0.05; **P < 0.01 vs mice treated with
vehicle (control group) using ANOVA and Tukey post hoc test and * P < 0.05, * P < 0.01
antagonist vs HE treatment alone using unpaired Student's “t” test.



49

4. Discussion

Celtis iguanaea is known to possess various therapeutic properties and has
been one of the species most frequently mentioned with popular usage in Goias
(Borges et al., 2013).

The current study investigated the gastroprotective activity of the hexanic
extract obtained from the Celtis iguanaea (Jaq.) Sargent in several experimental
models of gastric ulcer and their possible mechanisms. Our results obtained with HE
reinforces the gastroprotective properties of the genus Celtis and its use to treat
gastric disorders. These results are consistent with data obtained in our laboratory
that demonstrated effects antiulcer and antisecretory gastric ethanolic extract of the
leaves of Celtis iguanaea and the hexane fraction obtained after fractionation,
showing that the compound (s) responsible for gastroprotection are present this
fraction of low polarity (Souza et al., 2012).

The ESI (-) FT-ICR MS analysis of HE shows a distinct profile of O-containing
compounds. As such technique provides compositional information in terms of
molecular formula, these compounds are structurally compatible with lipids, sterol
lipids, steroids glycosides and polyphenol glycosides. The high resolution ESI (-)
spectrum of HE showed the m/z 293 (C13H2903) as the most intense. We propose as
a possible structure for this compound that showed on Figure 2, (9S,10E,12Z,152)-9-
Hydroxy-10,12,15-octadecatrienoic acid. This compound and its derivatives as
hydroxyl-linolenic and linoleic acids and conjugated oxo-linoleic acids, was reported
by Dong et al. (2000) as anti-inflammatory compounds, and here, it should act as
inhibitory in different models of induced ulcers. It has been reported that conjugated
unsaturated fatty acids such as conjugated linoleic acid and eicosatetraenoic acid
showed such bioactivities as an antiplatelet effect (Tritt et al., 2001), anti-neoplastic
activity (Ip et al., 1991), and inductions of apoptosis (Ip et al., 1999).

The model of HCI/EtOH-induced ulcer was the first test performed in this study
to evaluate the gastroprotective effect of leaves of Celtis iguanaea HE. It is well
established that the combination of HCI/EtOH induces gastric lesions considered one
of the most intense agents that induce gastric ulcers because it promotes serious
disturbances in the gastric mucosa by promoting stasis in gastric blood flow that
contributes to the development of the hemorrhagic and necrotic aspects of tissue

injury (Konturek et al., 1998). HCI/EtOH acts by exerting a direct toxic effect on the
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epithelium, leading to the formation of characteristic necrotic lesions due to a
reduction in the mucus production and bicarbonate secretion (Massignani et al.,
2009). In addition, it induces reduction of gastric blood flow, the solubilization of
components of the mucus of the stomach and oxidative stress (Marrotta et al., 1999).
Thus, the experimental model of HCI/EtOH-induced gastric damage in mice has
widely been employed to investigate cytoprotector effect of medicinal plants.

Our data clearly demonstrates that the group control treated orally with
HCI/EtOH, as expected, produces mucosal injury with severe necrotizing and
hemorrhagic areas. The HE significantly reduced the percentage of ulcerated area
showing an dose-dependent effect. According to the rules of the Ethics Committee of
the UFG and on expectation of reducing the number of animals used in experimental
procedures, we decided to work only with the intermediate dose.

Hypothermia and restraint-induced gastric ulcer cause a gastric dysfunction
probably mediated by the release of histamine. It does not only increases the gastric
secretion, but also increase in gastric motility, vagal overactivity, mast cell
degranulation and changes the levels of blood flow, bicarbonate in mucosa and
mucus production (Barros et al., 2007; Overmier and Murison, 2000). Stress is
capable of inactivate mucosal prostaglandin syntheses by accumulating H2O,, which
also favors the generation of reactive oxygen species (Bandyopadhyay et al., 2002).
Furthermore, stress-induced ulcers can be prevented entirely or partially by
vagotomy, being established that excessive vagal activity is the major factor of
stress-induced ulceration (Panda and Sonkamble, 2012). Our results suggest that
the inhibitory effect of HE on stress-induced lesion might be as a result of a
decreased acid secretion. This result is consistent with the previous research on
hexane extract Martins et al. (2014) who reported reduced of the parameters
involved in gastric secretion.

We also evaluated the antiulcerogenic activity of HE in chronic gastric ulcer
model induced by acetic acid, there is seen that this model is assumed to be similar
to human chronic ulcer, which it is difficult to treat and requires a long time to heal
(Okabe and Amagase, 2005). Acetic acid is reported to produce ulcers gastric
obstruction, and thus resulting in an increase in gastric acid (Jainu and Devi, 2006).
This model the extracts are used in a curative manner, with the treatment after the
ulcer formation, mimicking clinical use (Klein-Junior et al., 2013). Oral administration

of HE for seven consecutive reduced the ulcerated area of the gastric mucosa in
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mice, when compared with the control group, suggesting that oral administration of
HE for seven consecutive reduced the ulcerated area of the gastric mucosa in mice,
when compared with the control group, suggesting that HE has curative properties.
This result, suggest that the Celtis iguanaea HE have effect in treatment of chronic
ulcer.

Gastric mucus is the first line of defense against acid and adheres together
with bicarbonate secreted by the epithelium to serve as a barrier against self
digestion (Allen and Flemstron, 2005). Mucus gel is secreted by apical expulsion
from surface epithelial cells and contains ~95% water and ~5% mucin glycoproteins
(Laine et al., 2008). According to Zakaria (2014), the increased amount of mucus
secreted by the cells of the gastric mucosa is able to prevent formation of gastric
ulcers, acting as an effective barrier to the diffusion of the back hydrogen ions,
improving the buffering effect of gastric juice and reducing the friction in the stomach
wall during peristalsis. Our present study revealed that the amount of adhered gastric
mucus was augmented by treatment with the HE in both EtOH 75% or with the
pylorus ligature models. The results obtained in the pyloric ligature model suggest
systemic gastroprotective effect of HE and possible involvement of an increase in the
amount of mucus as undeligning mechanism. The systemic effect of HE is consistent
with the previous study (Martins et al., 2014), where intraduodenal treatment was
able to reduce the index of lesion and parameters of gastric secretion. According to
Laine et al. (2008) an increase in the release of endogenous factors such as mucus
and bicarbonate promote gastric cytoprotection. In agreement with this author, Celtis
iguanaea HE has increased pH in our previous work (Martins et al., 2014).

It is well known that a,-adrenergic receptors, NO and PGs are involved in the
modulation of the gastric mucosal integrity, and is important to the regulation of
gastric pH and mucus secretion (Andreo et al., 2006; Junior et al., 2014). Additional
experiments were conducted to determine the role of a,-adrenergic receptor in
gastric protection mechanism HE, since the aj-adrenergic receptors play a
physiological role in the regulation of gastrointestinal function. According to Jaatinen
et al. (1995), EtOH exposure can induce sympathetic stimulation. In the literature,
there are studies demonstrating that clonidine inhibits gastric ulceration (Bhandare et
al., 1991). Activation of a,-adrenergic receptors has been reported to inhibit gastric
acid secretion (Blandizzi et al., 1988; Cheng et al., 1981; DiJoseph et al., 1987;
Kunchandy et al., 1985) and shown to reduce gastric mucosal damage in various
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animal ulcer models of indomethacin (Kunchandy et al., 1985), aspirin (Gyires, K.
1996) and cold restraint-stress induced gastric lesions (Niida et al., 1991). We
therefore analyzed whether the gastroprotection exerted by Celtis iguanaea HE was
due to the involvement of the a,-adrenergic receptors. Celtis iguanaea HE promoted
gastroprotection can be completely reversed with yohimbine (antagonist ao-
adrenergic), suggesting the involvement of a,-adrenergic receptors.

Nitric oxide is a biological mediator that plays an important role as an
endogenous derived from the action of NO synthase on the guanidine group of L-
arginine (Falcdo et al., 2013). In the gastrointestinal tract, this molecule (NO) is
involved in the regulation of blood flow, maintenance of vascular tonus, gastric
mucus secretion, modulation of mast cell activity participates and in the modulation of
the smooth musculature tone, such as the regulation of intestinal peristaltism, gastric
emptying, and antral motor activity (Martin et al., 2001). Our results showed that the
inhibition of NO synthesis by the action of NO synthase inhibitor (L-NAME) blocked
the gastroprotection exerted by Celtis iguanaea HE, indicating that the maintenance
of the synthesis is critical for gastric protection by Celtis iguanaea HE. NO can also
modulate the integrity of the gastric mucosa by interacting with other mediators
involved in the protection of the mucosa, such as the prostaglandins, and secretion of
mucus and bicarbonate (Kim and Hwan Kim, 2001).

The prostaglandins are also importants endogenous gastroprotective factors
modulated mucosal blood flow by stimulating the secretion of mucus and
bicarbonate, inhibit neutrophil adherence and activation and increasing the
resistance of epithelial cells against potential damage by cytotoxins (Cristians et al.,
2013; Takayama et al., 2011). The indomethacin, as a non-steroidal anti-
inflammatory drug (NSAID), induces gastric damage mainly by inhibiting
prostaglandin production through inhibiting the activity of COX-1 isozymes (Rao and
Knaus, 2008). The oral treatment with Celtis iguanaea HE was able of protect the
gastric mucosa against lesions induced by HCI/EtOH and this effect was abolished
after the administration of indomethacin, indicating the importance of prostaglandins
in the mechanism of action of Celtis iguanaea HE.
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5. Conclusion

This study provide convincing evidence a gastroprotective activity of Celtis
iguanaea HE in different gastric ulcer models. The mechanism of gastroprotective
effect of Celtis iguanaea HE suggests the participation of mucus as well as the
involvement of a,-adrenergic receptors, NO and prostaglandins. The hydroxyl-
linolenic acid, linoleic acids and conjugated oxo-linoleic acids are among the
phytoconstituents that were identified in the Celtis iguanaea HE. Our findings provide
a pharmacological basis for potential clinical use of this species for the treatment of
gastric ulcer. More studies are needed to ensure the isolation of the active compound
(s) present in this plant and expand the mechanism of action involved in this activity.
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7. DISCUSSAO
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A alta incidéncia de Ulcera péptica na atualidade (0,10-0,19%) (95, 244) tém
estimulado varias frentes de pesquisa que buscam encontrar e identificar produtos
naturais que possam diminuir o surgimento das desordens gastrointestinais ou que
favorecam a cicatrizacdo das lesbes. A varios séculos, plantas medicinais sdo
utilizadas tradicionalmente e estima-se que 25 a 30% dos farmacos sao derivados de
produtos naturais (245). As plantas medicinais podem ser fonte de novos farmacos que
nao poderiam ser obtidos por sintese quimica, como por exemplo, os alcalbides
da Papaver somniferum, além disso, fornecem compostos que podem ser modificados,
tornando-se mais eficazes e menos toxicos (246). Infelizmente, a maioria das plantas
medicinais usadas para fins terapéuticos ndo possuem comprovacdo de eficacia e
seguranca (247).

O Cerrado brasileiro é reconhecido como a savana mais rica em biodiversidade do
mundo, com a presenca de diversos ecossistemas e flora com mais de 10.000
espécies de plantas, sendo que 4.400 espécies sdo endémicas nesta area (248). Uma
grande variedade de plantas medicinais encontradas no cerrado brasileiro sdo usadas
tradicionalmente para o tratamento das desordens gastrointestinais, dentre as quais
estdo a Celtis iguanaea (34, 242) e a Eugenia uniflora (53).

Martins et al. (242) mostraram a atividade antiulcerogénica e antisecretéria do
extrato hexanico das folhas de Celtis iguanaea em modelos agudos de Ulcera
gastrica. Na Ulcera induzida por indometacina ou no modelo de ligacdo pil6rica, o
extrato hexanico do espordo-de-galo (EHEG) reduziu significativamente as lesbes
gastricas induzidas. Além disso, diminuiu a secrecdo de H"* tanto basal quanto a
estimulada por diferentes secretagogos (betanecol ou histamina), além de diminuir a
secrecdo do volume gastrico e acidez total. Estes resultados sugerem que o efeito
do EHEG nos modelos experimentais avaliados pode estar associado com a inibicao
da secrecéo de &cido.

Tendo mostrado o efeito antiulcerogénico e antisecretorio do EHEG, prosseguiu-
se o0 estudo objetivando caracterizar os constituintes, bem como 0s possiveis
mecanismos farmacologicos envolvidos na atividade gastroprotetora do EHEG. Além
disso, a espécie Eugenia uniflora também foi estudada. Investigou-se os possiveis
mecanismos gastroprotetores da fracdo aquosa do extrato hidroacetbénico da pitanga
(FAHP) e do fitoconstituinte majoritario (Oenoteina B) em diferentes modelos de

Ulceras induzidas experimentalmente em roedores.
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Visando determinar a via de administracdo mais segura, bem como a faixa de
doses adequadas para os demais testes bioldgicos in vivo, iniciou-se o estudo com o
teste geral de atividade farmacoldgica. Este teste se baseia na ficha de identificacéo
de alteragOes descritas por Irwin (249), sendo considerado o primeiro modelo
farmacoldgico para a pesquisa de compostos de origem vegetal ou sintética que
possam ter utilidade na terapéutica (250-251).

As alteracdes comportamentais observadas demonstraram que o tratamento com
FAHP pela via oral ndo indicou nenhuma atividade que o diferenciasse do grupo
controle e somente a maior dose (1000 mg/kg) administrada pela via intraperitonial
apresentava atividade sugestiva de toxicidade aguda devido a ocoréncia de oObito.

O conjunto de resultados indicaram a via oral como a melhor op¢do para 0s
demais testes in vivo, sendo escolhida a faixa de dose de 100 a 1000 mg/kg, para
0S experimentos seguintes, na expectativa de se observar um efeito dose-
dependente.

Véarios mecanismos sdo descritos para a inducdo de Ulceras pépticas em
diferentes modelos experimentais, sendo impraticavel pensar em um Unico
mecanismo. Assim sendo, para a avaliagdo da atividade antiulcerogénica foram
utilizados quatro modelos de lesdes gastricas induzidas agudamente. Inicialmente, o
modelo utilizado foi Ulcera induzida por indometacina (30 mg/kg, s.c), visto que
atualmente, aproximadamente 20% dos usuérios de AINEs sdo acometidos por
Ulceras pépticas (252-253). Embora possa ocorrer lesdo tépica direta na mucosa
gastrica, o mecanismo pelo qual os AINEs provocam danos gastroduodenais é
baseado na inibicdo da ciclo-oxigenase (COX) que resulta na reducdo da sintese
das PGs gastricas (172, 254).

A COX é encontrada em diferentes isoformas, sendo a isoforma COX-1
expressa na maioria dos tecidos e em condicfes fisioldgicas € responsavel pela
diminuicdo da secrecao acida, aumento do fluxo sanguineo, aumento da producéo e
secrecdo de muco e bicarbonato, enquanto que a COX-2 é a isoforma prevalente
durante renovacao celular e reparacéo tecidual da ulcera (93, 255).

A inibicdo seletiva da COX-2 promove baixa toxicidade no TGl (256-257), porém
aumenta aproximadamente em 50 vezes o risco de eventos cardiovasculares (133,
258-259). Nas situacgbes de inflamacé&o gastrointestinal, as PGs oriundas da COX-2
promovem a cicatrizacdo e a regulacdo da resposta inflamatoria. Desta maneira, a

inibicdo da COX-2 pode resultar em exacerbacdo acentuada da leséo, levando a



103

perfuracdo e até morte (181). Outros fatores como a hipermotilidade gastrica,
infiltracdo ou ativacdo de neutrofilos estdo envolvidos na patogénese das lesdes
gastricas por AINEs (260).

AINEs
Inibicdo da COX-1 Irritagdo topica Inibigdo da COX-2
Diminuig¢do do fluxo Dano epitelial Aderéncia de neutréfilos

sanguineo

N l 7/

Lesdo da mucosa gastrica

Figura 9 - Diagrama ilustrando trés dos principais componentes de patogénese dos
AINEs na inducédo da lesdo da mucosa gastrointestinal (Adaptado de Wallace, 2001)
(181).

Recentemente, varios estudos tém mostrado a utlizacdo de farmacos
antisecretores, como 0s antagonistas dos receptores H; (ranitidina) ou inibidores da
bomba de prétons (omeprazol) na prevencédo de Ulceras induzidas por AINEs (181,
261), sugerindo a participacdo da secrecdo gastrica nesta modulacdo, como pode
ser observado pelo controle positivo utilizado no ensaio, o qual foi capaz de reduzir o
indice de lesdes.

No experimento de ulceras induzidas por AINES, o pré-tratamento pela via oral
com a FAHP nas doses de 100, 300 e 1000 mg/kg ou Oenoteina B nas doses de
7,5, 15 e 30 mg/kg, foi capaz de reduzir significativamente o indice de lesbes
gastricas, sugerindo envolvimento dos metabdlitos da COX na protecdo da mucosa
gastrica. O pré-tratamento com FAHP ndo mostrou efeito dose-dependente.
Contudo, observamos que o fitoconstituinte majoritario desta fracdo (Oenoteina B)
possui efeito dose-dependente.

Na sequéncia deste estudo, utilizamos o modelo de estresse por contencéo a

frio (4°C, 2 horas). E bem conhecido que o estresse desempenha um papel
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importante na ocorréncia de Ulceras no estbmago, que frequentemente ocorrem
como resultado de eventos estressantes, como queimaduras, choque, sepse,
cirurgia e traumas. Os principais fatores envolvidos no desenvolvimento de Ulceras
por estresse sdo: o aumento da secrecdo gastrica e da motilidade gastrica,
desgranulacdo dos mastécitos, infiltracdo de neutréfilos e aumento das espécies
reativas de oxigénio, bem como diminuicdo da secrecdo de muco, bicarbonato, fluxo
sanguineo e oOxido nitrico (262-263). A histamina, acetilcolina e gastrina também
desempenham papel importante além na hiperatividade vagal, sendo responsavel
em parte pela formacédo de Ulcera induzida por estresse (264).

Os resultados demonstraram claramente que o EHEG ou FAHP reduziram o
indice de lesdes quando comparado com o grupo tratado com veiculo.

O efeito antiulcerogénico também foi avaliado no modelo de lesdo gastrica
induzida por administragdo oral de HCI/EtOH. O alcool é a causa mais comum de
ulceracao gastrica no ser humano. A formacdo de lesbes na mucosa gastrica por
agentes necrotizantes tais como o EtOH, envolve a reducdo dos mecanismos de
defesa gastricos (265). Ademais, a administracdo de EtOH reduz a producdo de
muco, o fluxo sanguineo, a secrecdo de bicarbonato e os niveis de PGs e glutationa
enddgena e ainda € capaz de aumentar a infiltracdo de neutréfilos, geracdo de
radicais livres e producéo de leucotrienos (266).

A associacdo de HCIl e EtOH (HCI/EtOH) induz lesbes gastricas mais graves e
intensas, porque promove estase do fluxo sanguineo que contribui para o
desenvolvimento de lesbes gastricas com hemorragia e necrose (267). Neste
modelo, avaliamos a capacidade dos extratos (EHEG e FAHP) e do fitoconstituinte
isolado (Oenoteina B) em manter a integridade da mucosa gastrica frente as lesdes
produzidas por HCI/EtOH. De acordo com os resultados obtidos nesse modelo, o
EHEG, FAHP e Oenoteina B protegeram a mucosa gastrica contra o agente
ulcerogénico. O controle positivo utilizado nas lesdes induzidas por HCI/EtOH foi a
carbenoxolona na dose de 200 mg/kg. E conhecido que carbenoxolona promove a
protecdo da mucosa gastrica contra uma variedade de agentes lesivos em
experimentos animais (268-269). O efeito protetor da carbenoxolona é devido ao
aumento da secrecdo de PGE; ou inibicAo da sua degradacdo na luz gastrica,
ligacdo aos componentes do muco ou inibicAo de enzimas inativadoras de
prostaglandinas (117). Como esperado, a carbenoxolona reduziu significativamente

a area ulcerada.
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Dando sequéncia ao estudo da atividade antiulcerogénica exercida pela
Oenoteina B, foi utilizado o modelo da ligadura pilérica, no qual as lesGes ocorrem
possivelmente pelo acumulo de acido gastrico no estdbmago, gerando lesdes
semelhantes as provocadas por EtOH, j& que ambos afetam a barreira de muco.
Nesse modelo, verificamos que oenoteina B na dose de 15 mg/kg foi capaz de
reduzir o indice das lesdes gastricas. Desta forma, evidenciamos que a citroprotecao
observada neste modelo de ulcera induzida, pode ser devido uma acao sistémica ja
que a administracdo da Oenoteina B neste modelo foi feita pela via intraduodenal.

Em seguida, mediante a constatacdo da atividade antiulcerogénica visto pelos
diferentes tratamentos, executamos experimentos que possibilitassem explicar
possiveis mecanismos pelos quais o0 EHEG, FAHP e oenoteina B exerciam seus
efeitos.

O muco € um gel transparente, viscoso e elastico, sendo constituido por
aproximadamente 95% de agua e 5% de mucinas, capaz de aderir a superficie da
mucosa, gerando assim uma barreira protetora entre o epitélio e o lumen gastrico
contra agentes bioldgicos, fisicos e quimicos (172, 270-271). O gel de muco é
dissolvido pela reducdo dos grupos sulfidrilicos ndo-protéicos (168). O aumento na
guantidade de muco previne a formacédo de Ulceras gastricas, pois 0 muco atua
como uma barreira eficiente a difusdo de H* e diminuindo o atrito na parede do
estbmago durante o peristaltismo (169).

Os resultados demonstraram que animais tratados pela via oral com FAHP na
dose de 300 mg/kg, apresentaram um aumento de 28% na capacidade de ligacao do
Alcian blue no muco aderido a mucosa gastrica quando comparado aos animais que
receberam etanol 75%. O aumento da producdo de muco, representado pelo
aumento da capacidade de ligagcdo do "Alcian blue” no muco aderido a mucosa
gastrica, pode ser pelo menos em parte, responsavel pela atividade antiulcerogénica
observada nos modelos experimentais avaliados anteriormente.

Vérios autores tem mostrado que agentes necrotizantes tais como o etanol,
aumentam demasiadamente o0s niveis de peroxidacao lipidica e reduzem os niveis
de GSH na mucosa gastrica, sendo que esta reducédo causa danos oxidativos, morte
celular e eroséo epitelial (231, 272). Verificamos se a FAHP gerava gastroprotecao
por alterar enzimas antioxidantes. O tratamento com FAHP na dose de 300 mg/kg foi
capaz de aumentar em até 48,24% os niveis de GSH. As EROs sao descritas como

um dos fatores envolvidos na patogénese das Ulceras gastricas induzidas por
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estresse, AINEs, EtOH e HCI/EtOH (273-274). Sabe-se que o EtOH provoca danos
diretos nas células da mucosa gastrica, como consequéncia da peroxidacao lipidica
(275) e formacdo de radicais livres (276). Assim sendo, compostos com acao
antioxidante podem apresentar atividade gastroprotetora neste modelo experimental.

O desequilibrio nas defesas antioxidantes alteram a formacao e degradacao das
EROs, que irdo exercer atividade danosa sobre o epitélio da mucosa gastrica.
Desta forma, os antioxidantes tém papel crucial na prevencédo e cura de lesdes
gastricas (277). Na tentativa de elucidar os mecanismos pelos quais a Oenoteina B
promove a diminuicdo da area ulcerada induzida por HCI/EtOH, foi avaliado sua
capacidade antioxidante.

Muitos sistemas de enzimas antioxidantes mantém o ambiente redox, como por
exemplo, a superddio dismutase (SOD) e a catalase (CAT). Valores aumentados do
anion superoxido (Oy) podem ativar a enzima superéxido dismutase (SOD), que
catalisa a dismutacdo do radical superéxido a peréxido de hidrogénio (H202) (231).
O H,0O, em seguida é inativado pela CAT e glutationa peroxidase (GPx) e degradado
em agua como mostrado na figura 8 (231).

O tratamento com Oenoteina B aumentou a atividade de CAT, restabelecendo a
niveis semelhantes ao grupo Sham, sugerindo a importancia desta enzima como

primeira linha de defesa contra a acao destrutiva dos danos oxidativos.

Sabe-se que o NO é um dos principais fatores moduladores envolvidos na
regulacdo do fluxo sanguineo gastrico e microcirculagdo géastrica. O NO também
participa na regulacdo da secrecdo de acido e no fluxo sanguineo da mucosa
gastrica (195).

No modelo para avaliagdo do envolvimento do NO enddgeno na
gastroprotecdo, foi observado que na lesdo gastrica induzida por HCI/EtOH, o pré-
tratamento com L-Name (um inibidor inespecifico da NO sintase) reduziu o efeito
gastroprotetor produzido pelo EHEG, sugerindo que parte do efeito gastroprotetor
observado pode ser devido ao envolvimento da via do NO. Porém, o mesmo nao foi
notado com FAHP, uma vez que o que o pré-tratamento com L-NAME né&o alterou
seu efeito, sugerindo que ndo ha envolvimento do NO no efeito gastroprotetor de
FAHP. O efeito gastroprotetor encontrado pelo EHEG pode estar sendo favorecido
pelo aumento da sintese da PGE,, pois sabe-se que o NO ou o nitroprussiato de
sodio podem aumentar a atividade das diferentes isoformas da COX (278-279).
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Evidéncias favoraveis levaram-nos a acreditar que 0s mecanismos observados
anteriormente, poderiam ser adivindos de uma modulacdo nos niveis de PGs.
Prosseguindo com este estudo, avaliou-se o envolvimento das PGs no efeito
gastroprotetor do EHEG e da Oenoteina B.

A acado gastroprotetora das PGE, e PGI, &€ mediada principalmente pelos
receptores EP; que aumentam o fluxo sanguineo e a secrecao de bicarbonato na
mucosa danificada (280-281). J4 a ligacdo dessas PGs em receptores EP3; e EP4
altera a secrecdo de acido gastrico e a secrecdo de muco (282-283). Farmacos
capazes de aumentar a quantidade de muco gastrico, como o misoprostol (analogo
sintético da PGE;) e a carbenoxolona, sdo eficazes na protecdo gastrica,
principalmente em lesdes gastricas induzidas por AINEs ou HCI/EtOH (117, 269,
284).

Verificou-se que em animais pré-tratados com indometacina (um inibidor da
enzima COX) os efeitos gastroprotetores do EHEG e Oenoteina B foram reduzidos.
Possivelmente, EHEG e Oenoteina B estariam modulando a secrecdo gastrica por
promover um aumento dos niveis de PGs enddgenas. Por outro lado, em um modelo
de dosagem de PGE, em mucosa gastrica de ratos, o tratamento dos animais com
oenoteina B ndo reverteu a reducdo dos niveis de PGE, causado pelo pré-
tratamento dos animais com indometacina.

Considerando que a FAHP e Oenoteina B foram capazes de promover a
protecdo da mucosa gastrica em diferentes modelos experimentais, decidimos
investigar se a FAHP e Oenoteina B estariam interferindo na secrecdo acida
gastrica. O modelo de ligadura pilérica que foi utilizado fornece parametros que
estdo envolvidos na secrecdo &cida gastrica, como: volume, acidez livre (pH) e
acidez total (285). Considerando que a secrecao acida é um fator marcante para
injuria da mucosa gastrica, um aumento do pH e/ou uma reducédo da acidez total
induzida pela FAHP ou Oenoteina B, poderia constituir como parte dos efeitos
antiulcerogénicos descrito anteriormente.

Os resultados obtidos mostram que FAHP e Oenoteina B reduziram
significativamente a acidez total em camundongos submetidos a ligadura pildrica,
sugerindo desta forma que ambos apresentam substancial efeito antissecretdrio. No
entanto, somente FAHP foi capaz de alterar a acidez livre (pH) e apenas a oenoteina
B foi capaz de reduzir o volume gastrico. Segundo Lapa et al. (286), os valores de

acidez total ndo correspondem necessariamente ao pH, uma vez que as proteinas
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presentes na secre¢do podem tamponar parte da acidez. Desta forma, evidenciamos
que a citoprotecdo mostrada pela FHAP e oenoteina B deve-se a um efeito
sistémico.

Os diferentes modelos experimentais utlizados neste estudo permitiram sugerir
mecanismos gastroprotetores para o EHEG, FAHP e oenoteina B. Nestes
mecanismos podem ser observados a participacdo de muco, NO, enzimas
antioxidantes, PGs, bem como uma atividade antissecretéria. No entanto, nao
podemos descartar a participagdo de outros mecanismos que poderiam estar
envolvidos na atividade gastroprotetora, tais como: fator de crescimento endotelial e
PGl,. Desta maneira, sdo necessarios mais estudos fitoquimicos para a identificacéo
e isolamento de outros composto(s) presente(s) nas espécies estudadas e
prosseguir com a investigacdo de outros mecanismos de acdo que podem estar
envolvidos na atividade gastroprotetora.
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8. CONCLUSOES
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Os resultados obtidos no presente estudo com o extrato hexéanico das folhas do
espordo-de-galo (EHEG), fracdo aquosa do extrato hidroacetbnico das folhas de

pitanga (FAHP) e do fitoconstituinte isolado (oenoteina B) nos permitem sugerir que:

e O tratamento pela via oral com FAHP, em todas as doses utilizadas, mostrou
nao possuir alteracdes que diferenciassem dos animais controles.

e O EHEG mostrou atividade antiulcerogénica nos modelos de lesdes gastricas
induzidas por estresse e HCI/EtOH.

e A FAHP mostrou atividade antiulcerogénica nos modelos de lesbes gastricas
induzidas por indometacina, estresse e HCI/EtOH.

e A oenoteina B mostrou atividade antiulcerogénica nos modelos de lesdes
géstricas induzidas por indometacina, HCI/EtOH e ligadura pilorica.

¢ A FAHP protegeu a mucosa gastrica de camundongos quando as les6es foram
induzidas pelo HCI/EtOH e aumentou o muco aderido a mucosa gastrica.
Prosseguindo com o mesmo modelo, FAHP apresentou atividade antioxidante
por aumentar os niveis de GSH.

e A oenoteina B apresentou atividade antioxidante através do aumentou da
atividade da enzima catalase.

¢ No modelo de lesBes gastricas induzidas pelo HCI/EtOH, o pré-tratamento com
inibidor inespecifico da NO sintase reduziu de maneira significativa a
gastroprotecdo exercida pelo EHEG, porém né&o foi capaz de reduzir a
gastroprotecéo exercida pela FAHP, sugerindo participacdo do NO somente na
gastroprotecéo exercida pelo EHEG.

¢ No modelo de lesBes gastricas induzidas pelo HCI/EtOH, o pré-tratamento com
indometacina reduziu de maneira significativa a gastroprotecao exercida pelo
EHEG e pela oenoteina B, sugerindo participacdo das PGs enddégenas no
mecanismo de gastroprotecao.

e O tratamento com oenoteina B ndo evitou a reducdo nos niveis da PGE, em
mucosa gastrica de ratos pré-tratados com indometacina.

e A FAHP e oenoteina B foram capazes de reduzir a acidez total, entretanto,
apenas Oenoteina B reduziu o volume gastrico, e somente FAHP reduziu a

acidez livre, aumentando o pH da secrecéo acida gastrica.
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e Em suma, o extrato hexanico das folhas do esporédo-de-galo (EHEG), extrato
hidroacetdnico das folhas de pitanga (FAHP) e oenoteina B apresentaram
atividade gastroprotetora frente aos diferentes agentes ulcerogénicos.
Demonstramos que a atividade gastroprotetora dessas espécies e do
fitoconstituinte isolado esta relacionada ao aumento de fatores protetores, bem

como, reducao dos fatores agressores.
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