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RESUMO

A espécie Licania macrophylla Bent., popularmente conhecida como “anauera” ¢ uma planta
nativa da Amazonia e utilizada popularmente pelas comunidades locais para o tratamento de
parasitoses amebianas, disturbios disentéricos, como cicatrizante e anti-inflamatéria. Em
estudos cientificos apresentou atividade contra cepas bacterianas como Staphylococcus aureus,
Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli e em estudo de avaliacdo da toxicidade aguda em
ratos nao apresentou potencial tdxico. O presente trabalho tem como objetivo investigar a
atividade gastroprotetora do extrato etanolico das cascas do caule de Licania macrophylla em
roedores. Para tanto, foram utilizados modelos experimentais que mimetizassem fatores
etiologicos de lesdes gastricas no homem, como etanol absoluto, etanol acidificado e drogas
anti-inflamatorias ndo esteroidais. Neste estudo foram utilizados grupos de cinco (5) animais
para cada doses testada do extrato (100, 250 e 625 mg/kg), bem como para os grupo controles:
negativo (que recebeu apenas o veiculo) e positivo (carbenoxolona). Apds cada experimento,
os estdmagos foram avaliados para determinagdo dos seguintes pardmetros: (a) area total da
lesio (mm?), (b) percentagem de ulcera (%), (c) indice de lesbes ulcerativas (ILU); (d)
percentagem inibig¢do ou cura (%). O extrato etandlico de L. macrophylla (EELM) apresentou
efeito gastroprotetor, expresso como médiate.p.m, frente as lesbes gastricas induzidas por
etanol absoluto, especialmente nas doses de 250 e 625 mg/kg. O EELM (100, 250 e 625 mg/kQg)
reduziu, respectivamente, a area total lesionada (155,45+16,78; 95,73+10,46; 33,29+13,34), 0
percentual de Ulceras (46,87+3,95; 31,84+3,92; 10,79+1,88) e o indice de lesdes ulcerativas
(460,76x4,47; 271,1745,64; 92,92+5,82), promovendo um percentual de cura nas doses
testadas (21,42+8,45; 53,76+5,71 e 84,15+1,89), quando comparados com o grupo controle
negativo. No modelo de inducdo por etanol acidificado os resultados foram semelhantes
apresentando significativa diminuicdo nas doses testadas, para a éarea total lesionada
(97,15+15,47; 60,86+£11,92; 11,83+6,15), percentual de Ulceras (31,90+5,74; 21,24+4,60;
4,19+2,24) e indice de lesbes ulcerativas (284,01+5,09; 169,77+5,14; 57,50+7,92) obtendo
como porcentagem de cura nas doses testadas os valores de 20,27+2,91; 52,34+4,83 e
83,86+2,46, respectivamente. Quando se induziu as Ulceras pela administracdo de anti-
inflamatdrio ndo esteroidal, o extrato etanélico de L. macrophylla, em todas as doses testadas
(100, 250 e 625 mg/kg), foi capaz de proporcionar reducdo significativa para os parametros
avaliados: a area total lesionada (2,39+0,78; 3,21+1,43; 4,08+0,83), o0 percentual de ulceras
(0,40+0,14; 0,63%0,26; 0,65+0,13) e o indice de lesdes ulcerativas (4,54+0,37; 5,05+3,26;
5,61+1,49), e percentual de cura (84,46+1,33; 75,00+3,71 e 72,27+2,06). Diante dos resultados
obtidos podemos concluir que o extrato de L. macrophylla apresenta acdo antiulcerogénica
semelhante a um farmaco padrdo da pratica clinica e que este efeito nos modelos de inducéo
por etanol absoluto e acidificado se caracteriza por um perfil de dose dependéncia. Contudo,
estudos complementares serdo necessarios para a elucidacdo dos mecanismos envolvidos na
acao gastroprotetora.

Palavras- chave: Atividade antiulcerogénica. Ensaios pré-clinicos. Espécie amazonica.



ABSTRAT

The species Licania macrophylla Bent., Popularly known as "anauera" is a plant native to the
Amazon and popularly used by local communities for the treatment of amoebic parasitoses,
dysenteric disorders, such as cicatrizant and anti-inflammatory. In scientific studies showed
activity against bacterial strains such as Staphylococcus aureus, Pseudomonas aeruginosa and
Escherichia coli, and in a study of acute toxicity evaluation in rats presented no toxic potential.
The present work aims to investigate the gastroprotective activity of the ethanolic extract of the
bark of the stem of Licania macrophylla in rodents. For this, experimental models were used to
mimic etiological factors of gastric lesions in man, such as absolute ethanol, acidified ethanol
and non-steroidal anti-inflammatory drugs. In this study groups of five (5) animals were used
for each test dose of the extract (100, 250 and 625 mg / kg), as well as for the control groups:
negative (receiving vehicle only) and positive (carbenoxolone). After each experiment, the
stomachs were evaluated for the following parameters: (a) total lesion area (mm2), (b) ulcer
percentage (%), (c) ulcerative lesion index (ILU); (d) percent inhibition or cure (%). The ethanol
extract of L. macrophylla (EELM) showed a gastroprotective effect, expressed as mean + SEM,
against gastric lesions induced by absolute ethanol, especially at doses of 250 and 625 mg / kg.
EELM (100, 250 and 625 mg / kg) reduced, respectively, the total lesion area (155.45 + 16.78,
95.73 £ 10.46, 33.29 £ 13.34), the percentage of ulcers (46.87 + 3.95, 31.84 + 3.92, 10.79 *
1.88) and the ulcerative lesion index (460.76 + 4.47, 271.17 + 5.64, 92, 92 + 5,82), promoting
a percentage of cure at the doses tested (21.42 + 8.45, 53.76 + 5.71 and 84.15 + 1.89), when
compared with the negative control group. In the acidified ethanol induction model the results
were similar, showing a significant decrease in the doses tested for the total injured area (97.15
+15.47,60.86 £ 11.92, 11.83 £ 6.15), percentage of ulcers (31.90 + 5.74, 21.24 + 4.60, 4.19
2.24) and ulcerative lesion index (284.01 + 5.09, 169.77 £ 5.14, 57 , 50 £ 7.92) obtaining as a
percentage of cure at the doses tested the values of 20.27 £ 2.91; 52.34 + 4.83 and 83.86 + 2.46,
respectively. When the ulcers were induced by the administration of non-steroidal anti-
inflammatory, the ethanol extract of L. macrophylla at all doses tested (100, 250 and 625 mg /
kg) was able to provide a significant reduction for the parameters evaluated: a total lesion area
(2.39£0.78, 3.21 £ 1.43, 4.08 = 0.83), the percentage of ulcers (0.40 £ 0.14, 0.63 = 0.26; 0.65
+ 0.13) and ulcerative lesion index (4.54 £ 0.37, 5.05 + 3.26, 5.61 + 1.49), and cure rate (84.46
+1,33,75.00 £ 3.71 and 72.27 + 2.06). In view of the obtained results, we can conclude that
L. macrophylla extract presents an antiulcerogenic action similar to a standard drug of clinical
practice and that this effect in the models of absolute and acidified ethanol induction is
characterized by a dose dependence profile. However, complementary studies will be necessary
to elucidate the mechanisms involved in gastroprotective action.

Keywords: Antiulcerogenic activity. Preclinical tests. Amazonian species.
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1 INTRODUCAO

As Ulceras gastricas sdo lesbes que ocorrem na parede do estdbmago tendo como
caracteristicas sangramentos e perfuracbes (KANGWAN et al., 2014), sdo distarbios
progressivos que possui grande impacto sobre a qualidade de vida do paciente (AMORIM et
al., 2016).

O surgimento das Ulceras gastricas € ocasionado por multiplos fatores dentre os quais
destacamos o desequilibrio das substancias protetoras (muco, bicarbonato, prostaglandinas,
compostos sulfidrilicos, oxido nitrico, fluxo sanguineo, defesa antioxidante), os fatores
agressores exogenos (Helicobacter pylori, uso indiscriminado de drogas anti-inflamatérias nao-
esteroidais (DAINES), estresse e 0 consumo de alcool e tabagismo) e fatores enddgenos que
incluem: secrecdo elevada de histamina e &acido cloridrico, bile, isquemia, leucotrienos,
citocinas pro-inflamatorias, ativacao de neutréfilos, proteinas pro-apoptéticas além de espécies
reativas de oxigénio (EROS), em que estas estdo diretamente envolvidas nos mecanismos de
formacdo de Ulceras agudas e crénicas na mucosa gastrica (SANTINI et al., 2011; BASAL;
GOEL, 2012; KANGWAN et al., 2014; YANDRAPU ; SAROSIEK, 2015; AMORIM et al.,
2016).

O tratamento das Ulceras baseia-se no restabelecimento do equilibrio dos fatores
protetores e agressores (AIHARA et al., 2003). Com o avanc¢o do entendimento da patogénese
das Ulceras pépticas surgiram varias classes de medicamentos como os inibidores da bomba de
prétons (omeprazol, lanzoprazol, pantoprazol) antagonistas do receptor H. (cimetidina,
ranitidina, famotidina e nizatidina), antibidticos nos casos de infeccdo por H. pylori
(amoxicilina) e agentes citoprotetores (carbenoxolona, sucralfato, bismuto coloidal) e o
(misoprostol) que € um analogo das prostaglandinas (NAJM, 2011; FOX; MUNIRAJ, 2016).

A terapia medicamentosa para o tratamento da Ulcera gastrica confirma alto indice de
reincidéncias da patologia (GISBERT et al., 2012; MATSUI et al., 2015). A ineficacia do
tratamento frente as Ulceras gastricas esta associada ao desenvolvimento da
resisténcia/viruléncia bacteriana aos antibidticos, reagdes adversas, interacdes medicamentosas
(BOLTIN, 2014).

A procura por novas substancia derivadas de produtos naturais tem sido uma das
principais fontes de descoberta de novos farmacos com potencial efeito terapéutico. As plantas
medicinais sdo fontes de compostos bioativos, detentoras de inUmeras atividades bioldgicas
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atuando na terapia de diversas patologias como na acdo gastroprotetora e antiulcerogénica.
Devido a diversidade da composicdo quimica, as pesquisas com plantas medicinais tém
contribuido para o desenvolvimento de novos medicamentos e no progresso do conhecimento
das ciéncias biologicas, uma vez que as praticas associadas ao uso de plantas medicinais se
justificam pelo contexto cultural que se encontram inseridas.

Diante da diversidade de substancias bioldgica, as plantas medicinais apresentam
inimeros compostos com atividade antiulcerogénica como os carotendides, terpendides,
flavonoides, alcaldides, glicosideos, saponinas e polissacarideos (FAVIER et al., 2005;
PERTINO et al., 2006, SILVA et al., 2010). A Licania macrophylla Bent. pertencente a
Chrysobalanaceae, também apresenta em sua composi¢do quimica a presenca de compostos
bioativos. Utilizada popularmente para varias finalidades, como potente antidisentérico, na acao
cicatrizante de ferimentos, para tratamento de parasitoses amebianas e na atividade anti-
inflamatéria (FERNANDES et al.,2003; ISACKSSON et al., 2013; MEDEIROS et al., 2012.
No entanto, estudo realizado com as cascas do caule e folhas de L. macrophylla apresentou
atividade contra cepas bacterianas testadas como Staphylococcus aureus (ATCC 25928),
Pseudomonas aeruginosa (ATCC 25853) e Escherichia coli (ATCC 10536) (MEDEIROS et
al.,2008). Em estudo de toxidade, ndo apresentou potencial toxico nas doses testadas do extrato
metandlico das cascas do caule de L. macrophylla (LIMA et al., 2008). Segundo a literatura
nédo foram reportados relatos de sua atividade antiulcerogénica.

Diante do seu potencial bioativo, acredita-se que a L. macrophylla tenha atividade
gastroprotetora podendo atuar na prevencdo e tratamento de Ulceras pépticas. Para a
comprovagdo dessa atividade, o presente estudo tem como finalidade avaliar a atividade
gastroprotetora do extrato etandlico das cascas do caule dessa espécie por diferentes modelos
de Glceras induzidas em animais experimentais, tais modelos se baseiam em fatores etioldgicos
da doenca de ulcera no homem.

A investigacdo da atividade gastroprotetora contribui para novas alternativas
terapéuticas para o tratamento de Ulceras péptica, como fonte no desenvolvimento de novas
substancias ou como produtos adjuvantes no tratamento desta doencga, sendo assim mais eficaz
com melhores resultados que a drogas convencionais, seguro com menores efeitos adverso e

acessivel com custo reduzido.
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2 OBJETIVOS

2.1 OBJETIVO GERAL

o Avaliar a atividade gastroprotetora do Extrato Etandlico das cascas do caule de
Licania macrophylla Benth (EELM) frente a trés modelos de ulceras induzidas em

roedores.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Identificar a acdo do EELM frente a Ulceras induzidas por etanol absoluto em
camundongos;

o Mensurar a atividade do EELM em lesdes induzidas por etanol acidificado, em
camundongos;

o Verificar a atividade do EELM frente ao dano estomacal provocado por
indometacina, uma Droga Anti-inflamatoria N&o Esteroidal (DAINE’s), em ratos;

o Determinar a relacdo dose versus resposta do extrato frente aos modelos de inducéo

de Ulceras utilizados;
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 PLANTAS MEDICINAIS COM ATIVIDADE GASTROPROTETORA

A grande utilizacdo de plantas para tratamento, cura e prevencao de doencas deve-se
em parte ao crescente interesse cientifico de estudos com plantas medicinais associado ao
conhecimento popular e principalmente ao fato de a fitoterapia ser parte da cultura brasileira
(KLEIN et al., 2009; DUTRA, 2009).

A fitoterapia constitui uma alternativa medicamentosa bem aceita e acessivel de forma
que 80% da populacdo faz uso da medicina tradicional (MELO et al., 2007; OLIVEIRA,;
RAMOS; ALMEIDA, 2013). Segundo a Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria (ANVISA),
sdo considerados medicamentos fitoterapicos aqueles obtidos de matéria-prima vegetal sendo
gue a seguranca e a eficacia sejam baseadas na comprovacéo clinica, e pela sua constancia na
qualidade (BRASIL, 2014).

O potencial ativo das plantas é atribuido a presenca dos constituintes quimicos
formados a partir do metabolismo secundario, tais compostos podem estar presente em varias
partes de uma planta como raiz, caule, folhas, frutos, possuem estrutura quimica complexa e
estdo relacionados a atividade de defesa da planta, assim destacam-se na farmacologia os efeitos
bioldgicos sobre a saude humana, tais como acgéo cicatrizante, antioxidante, anti-inflamatoria e
antibacteriana (SIMOES et al., 2007; VIDO 2009; ROSA; BARCELOS; BAMPI, 2012).

Constituintes quimicos como flavonoides, alcaloides, terpenos, taninos, carotenoides
e compostos fendlicos, por exemplo, tém apresentado diversas atividades bioldgicas,
destacando-se especialmente compostos como flavonoides, terperndides e taninos, a qual é
atribuida a atividade antiulcerogénica, corroborando com o grande potencial das plantas
medicinais como alternativa para o tratamento de Ulceras gastricas seja como fonte no
desenvolvimento de novas substancias ou como produtos adjuvantes no tratamento desta
doenga (DONATINI et al., 2009).

A carbenoxolona foi a primeira droga sintética eficaz contra Ulceras gastricas,
descoberta através dos estudos de Glycyrrhiza glabra (alcaguz), usada pelos indigenas no

tratamento de Ulceras gastricas, bronquite, inflamacéo e espasmos (AKTAR; MUNIR, 1989).
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Outras plantas possuem atividade farmacolégica antiulcerogénica comprovada, como
a Baccharis illinita DC, conhecida popularmente como “cha-ventura” ou “erva milagrosa”,
apresenta atividade frente as leses ulcerativas através de fatores de protecdo e reducdo da
secrecdo do acido gastrico (FALCAO et al., 2008), como também a Syngonanthus
arthrotrichus Silveira (BATISTA et al., 2004), Praxelis clematidea ( FALCAO, 2007), Virola
surinamensis (HIRUMA- LIMA et al., 2009), Xylopia langsdorffiana (MONTENEGRO,
2011) assim como a Maytenus distichophylla (CALDAS-FILHO, 2013) e Pentaclethra
macroloba (Willd.) Kuntze (NOBREGA, 2018).

Considerando o potencial de plantas com substancias ativas, as espécies do género
Licania tm como caracteristica grande niumero de metabolitos secundarios, a qual € atribuida
sua bioatividade com a presenca majoritaria de compostos como os flavonoides, triterpenos,
taninos encontrados em espécies do género (BRACA et al., 2002; MIRANDA et al., 2002;
FERNANDES et al, 2003).

3.2 Licania macrophylla Benth (CHRYSOBALANACEAE)

Licania Aubl. é pertencente a Chrysobalanaceae constituido de 150 espécies sendo a
maioria endémica na regido Amazodnica. Podendo ser encontradas em areas de densa floresta
de terra firme sdo arvores de pequeno a grande porte ou arbustos raramente sufriteis
(ANDRADE et al., 1998; BRACA et al., 2002; PRANCE, 2007). A Licania, tem como
caracteristica a presenca significativa de metabolitos secundarios majoritarios do tipo
flavandides e triterpenos, extraidos de diferentes partes da planta (BADISA et al., 2000;
BRACA et al., 2002).

Estudos tém evidenciado atividades bioldgicas de espécies do género Licania como as
L. rigida, L. tomentosa, L. licaniaeflora e L. heteromorpha que apresentaram atividade
antioxidante (BRACA et al., 2001; BRACA et al., 2003; MONTORO et al., 2005; MACEDO,
2011), a L. carri e L. heteromorpha demonstraram atividades molucicida (Biompharia
glabrata) e antimicrobiana (bactérias gram-positivas e gram-negativas) (BILIA, 2000;
BRACA, 2000), a L. heteromorpha e L. intrapetiolaris apresentaram atividades molucicida
(Biompharia glabrata), antifingica e citotdxica (células KB-6 de carcinoma humano), a L.

tomentosa revelou atividade antiviral (herpes simples resistente a aciclovir — ACVr-HSV1)
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(MEDEIROS, 2008) e L. michauxii demonstrou citotoxicidade para culturas de hepatoma
humano (Hep G2) e carcinoma de c6lon (Caco-2) (BADISA et al., 2000).

Dentre estas espécies encontra-se Licania macrophylla Benth. conhecida
popularmente como “““anauera”, “anuera”, “anoera”, “ana-wyra” e “wayapi”, € uma arvore de
grande porte que pode atingir até 30 m de altura, folhas simples alternadas com margens
inteiras, com flores suportados em cacho, panicular, cimular ou fascicular com bracteas e
bracteolos espinhado ou com gargalos sesseis, possui frutos secos carnudos ou drupa, com uma
ou duas sementes, podendo variar de 6 a 8 cm de comprimento podendo ser encontradas
principalmente as margens da varzea das regides do baixo-Amazonas e na floresta de Terra
Firme (ISACKSSON et al., 2013). Na Amazonia as comunidades ribeirinhas utilizam a casca
do caule de L. macrophylla no tratamento de parasitoses amebianas e distdrbios disentéricos.
(RODRIGUES et al., 1989, FERNANDES et al.,2003; ISACKSSON et al., 2013; MEDEIROS
etal., 2012).

A espécie também pode ser encontrada ao longo da bacia do Oiapoque, onde etnias
indigenas usam a planta como um potente antidisentérico. Os indios Wayapi, na Guiana
Francesa fazem o uso da casca do caule para a preparacdo de ché, os Palikur e Creoles utilizam
0 macerado feito das sementes, estas prepara¢des sdo consideradas afrodisiacas nas regides do
Sul do Para e Amapa (GRENAND, 1987). O cha da casca seca de L. macrophylla é usado como
anti-inflamatorio e no tratamento de verminoses. As sementes sdo utilizadas contra diarreias e
acdo cicatrizante de ferimentos. O pd da casca seca desta planta € usado como amebicida
(RODRIGUES, 1989).

Em triagem fitoquimica a L. macrophylla demonstrou positividade para presenca de
compostos como flavandides, chalconas e auronas, quinonas, esterdides livres e taninos
(FERREIRA et al., 2005). Estudo realizado das cascas do caule de L. macrophylla apresentou
a identificacdo de dois flavonoides do tipo flavanol, Lm-1 [(-)-4’-O-metil-epigalocatequina-3’-
O-a-L-raminosideo] e Lm-2 [(-)-4-metil-epigalocatequina], nas folhas foram isolados trés
feofitinas, Lm-3 (feofitina A), Lm-4 (132-hidroxi- (132-S)-feofitina A e Lm-5 (feofitina B); trés
esteroides, Lm-6a (B-sitosterol), Lm-6b (estigmasterol) e Lm-7 (sitosterol-p-O-glicosideo) e
dois triterpenos L-8 (&lcool betulinico) e Lm-9 (acido oleandlico) (MEDEIRQS, 2008).

Estudo da toxicidade do extrato metandlico das cascas do caule de L. macrophylla
sobre artemia salina ndo apresentou potencial toxico (LIMA et al., 2008). Em estudo realizado
com o extrato metandlico das cascas do caule e folhas de L. macrophylla apresentou atividade
contra cepas bacterianas testadas como Staphylococcus aureus ATCC 25928, Pseudomonas



20

aeruginosa ATCC 25853 e Escherichia coli ATCC 10536. A atividade antibacteriana de L.
macrophylla é apontada como a responsavel pelo efeito antidiarreico mencionado pela
medicina popular, porém em estudo realizado de diarreia induzida experimentalmente nédo foi
capaz de influenciar o transito intestinal estimulado em camundongos e inibir a diarreia
induzida em ensaio (MEDEIRQS, 2008).

Figura 1:

Fonte: Autor.
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3.3 FISIOLOGIA DO ESTOMAGO

O trato gastrointestinal tem como a principal funcéo a digestao e absorcao de nutrientes
visando a homeostasia do organismo. O estdbmago é um dos 6rgdos que compdes este sistema,
secreta de 1 a 2L de suco gastrico por dia, composto por camadas de musculo liso revestido por
uma membrana de muco. Sua anatomia € dividida em quatro regides: cardia, fundo, corpo e
antro (MERCHANT, 2007; SHUBERT; PEURA, 2008).

O estdmago tem como principais funcdes a de armazenamento de alimentos até ser
processada no duodeno, a mistura desses alimentos com as secre¢des gastricas para a formacédo
do quimo e a liberacdo do quimo para o intestino delgado realizando dessa forma a digestdo e
a absorcdo (HALL; GUYTON, 2011). E responsavel pela secrecdo de &cido cloridrico que
auxilia na digestdo de proteinas, absor¢do de vitamina B12, célcio e ferro através da conversao
do pepsinogénio em pepsina (CHU; SCHUBERT, 2012).

No tecido do estdmago ha quatros tipos de células importantes para a regulacdo da
secrecdo gastrica: células parietais que produzem acido cloridrico; células enterocromafins
(ECL), células semelhantes aos mastocitos que liberam histamina; células G que produzem
gastrina e células D que produzem somatostatina (SCHUBERT, 2011).

A regulacdo da célula parietal se da por mecanismos neurais, hormonais e paracrinos,
como também por estimulos mecanicos e quimicos tendo como principais substancias
estimulantes para a secrecao de acido gastrico: histamina, gastrina e acetilcolina (SCHUBERT;
PEURA, 2008; SCHUBERT, 2011).

Pelo mecanismo de estimulacdo paracrina a histamina € liberada pelas células ECL
estimula a célula parietal de maneira direta através da ligacdo aos receptores H. que estdo
presentes na membrana basolateral. Para 0 mecanismo de estimulacéo via enddcrina as células
G, que se encontram na regido antral do estbmago, durante a digestdo secretam o hormonio
gastrina que estimulam as células parietais a secretarem acido gastrico indiretamente, via
receptor de colecistocinina2 (CCK-2) que estdo presentes nas células ECL para a sintese e
liberagdo de histamina (SHUBERT, 2011).

Ja pelo mecanismo de estimulagéo neuronal, a acetilcolina liberada dos neurdnios pds-
ganglionares estimula a secrecdo gastrica de maneira direta por via receptor M3z na célula
parietal (SHUBERT, 2011) e de maneira indireta por via receptor M1 nas células ECL da qual
estimula a secrecdo de histamina (YAMAUJI et al., 2007). Outros receptores do tipo M2 e My
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também sdo estimuladores da secrecdo gastrica através da inibicdo da secrecdo de
somatotastina, o qual é um horménio inibidor da secrecdo gastrica (SHUBERT, 2011,
SHUBERT, 2016).

A bomba de protons das células parietais, H+K+-ATPase, que se encontra nas
vesiculas tubulares intracelulares é transloucada e se funde a membrana apical, a qual é
responsavel na secrecdo do ion H* para o limen gastrico, trocando por ions K™ apés a secrecéo
a enzima € desativada e incorporada a célula parietal (BRUNTON; CHABNER,;
KNOLLMANN, 2012).

Assim como hé diferentes formas de estimulo para a secrecdo acida existe substancias
que agem como inibitérias por variados mecanismos, dentre estas temos as somatostatinas
(SST), conhecida como principal inibidor presente nas células D piloricas e oxinticas. De forma
direta inibe a secrecdo acida nas células parietais pela inibicdo da enzima H+K+/ATPase, de
forma indireta através da inibicdo da secrecdo de histamina pelas células ECL e da secre¢do de
gastrina pelas células G. A acdo da somatostatina € mediada via cinco subtipos de receptores
especificos de membrana que varia do Receptor de Somatostatina tipo 1 (SSTR1) a0 Receptor
de Somatostatina tipo 5 (SSTR5), os quais exercem suas acOes através da proteina G
(SCHUBERT, 2004; SCHUBERT; PEURA, 2008).

Os peptideos natriuréticos atrial (PNA) também contribuem para a inibicdo da
secrecao gastrica e sdo produzidos pelas células do fundo do estémago (LI, et al., 2006). O
PNA estimula a secrecdo de somatostatina (GOWER et al., 2003), na regido do estomago e
inibe a histamina, no antro inibe a secrecdo de gastrina impedindo assim a producéo de acido
gastrico (SCHUBERT, 2008).

A colecistocinina (CCK) é liberada pelas células enteroenddcrinas, estimulando a
somatostatina e inibindo assim a secre¢do &cida podendo ser encontrada em receptores do tipo
CCK-1 nos terminais nervosos vagais aferentes e nas células D gastricas (SCHUBERT, 2008).

Ha também a atuacdo das prostaglandinas (PGs) na inibicdo da secrecdo acida. Estas
sdo produzidas a partir do acido araquiddnico por meio da acdo das enzimas Ciclooxigenases
(COX-1 e COX-2) e estdo presentes no reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear, de
forma que a COX-1 participa da homeostase por meio de producdo de prostaglandinas
protetoras e a COX-2 é ativada por meio de estimulos inflamatdrios em diversos tipos de célula
(CARVALHO, 2010).

As prostaglandinas (PGs) inibe de forma direta a secrecdo do acido na célula parietal
e de forma indireta pela liberagdo de gastrina (WALLACE, 2001). As PGs interagem com 0
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receptor de PGE> na célula parietal que ativam uma proteina G inibitdria (Gi), acoplada a este,
0 que resulta na inibicdo da enzima Adenilato Ciclase (AC) e consequentemente a diminuigédo
dos niveis intracelulares de adenosina 3,5’ monofosfato ciclico (AMPc) estimulado por
histamina dentro da célula parietal (ATAY et al., 2000) o que modulam a secrec¢éo &cida.

Para exercer diversas atividades na mucosa gastrica as prostaglandinas se ligam a
diferentes receptores (EP1, EP2, EP3 e EP4). As PGE; e PGIl1 agem na regulacdo do aumento da
secrec¢do de bicarbonato de célcio interagindo com receptores EP3 que se encontram nas células
parietais. A ligagdo das prostaglandinas ao receptor EP1 diminui a motilidade gastrica e aumenta
o fluxo sanguineo géastrico (AIHARA et al., 2003; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES,
2013; TARNAWSKI; AHLUWALIA; JONES et al., 2014).

As prostaglandinas sdo importantes mediadores da inflamacao estimulam a secrecdo
de bicarbonato/muco e mantem o fluxo sanguineo. A inibicdo da sintese de prostaglandinas €
capaz de causar danos ocasionados pela secre¢do do &cido gastrico como por exemplo as Ulceras
pépticas (HAYLLAR; BJARNASON, 1995; BJORKMAN, 1998; HAWKINS; HANKS,
2000).

3.4 ULCERAS PEPTICAS

As Ulceras pépticas (UP’s) sdo lesdes da mucosa, as quais incluem as Ulceras
esofagicas, gastricas e duodenais sdo ocasionadas por uma agdo corrosiva da hipersecrecao de
acido gastrico no tecido devido ao desequilibrio entre o sistema protetor da mucosa e fatores
agressores (CARVALHO, 2013). A diferenca da lesdo géstrica ao se tornar uma ulcera é o
aprofundamento da mesma até penetrar através da camada muscular da mucosa (TARNAWSKI
etal., 2013).

As UP’s é uma doenga de evolucédo cronica e recorrente (BRUNTON et al., 2006;
BOGLIOLO; BRASILEIRO FILHO, 2011) ao ocorrer no estdbmago pode ser encontrada
principalmente no antro pilérico com 65% de lesdes e no antro juntamente com o corpo
estomacal na curvatura gastrica menor com 25% de les6es danosas. Dessa forma, as ulceras
gastricas podem estar presentes em individuos de ambos sexos e idades (RAMAKRISHNAN
etal., 2007, THORSEN et al., 2013).



24

As manifestacbes dos sintomas no trato gastrintestinal de individuos com UP’s
interferem significativamente na qualidade de vidas dos pacientes que relatam dor epigéastrica
associada com sintomas de dispepsia (nauseas, azia, distensdo abdominal, eructacdes e refluxo)
(BARKUN; LEONTIADIS, 2010; PROCTOR; DEANS, 2014), falta de apetite e
consequentemente perda de peso. As UP’s sdo causas comuns de hemorragia (20%), perfuragéo
no trato gastrintestinal superior (6%) e obstrucdo piloro-duodenal (4%) seguidos de
sangramento, hematémese, melanema e choques hipovolémicos, estas manifestacfes estdo
associadas a altas taxas de morbidade e mortalidade (BARKUN; LEONTIADIS, 2010; LAU et
al., 2011; PROCTOR; DEANS, 2014).

Apesar de considerar que a Ulcera péptica € uma doenca frequente, no Brasil ndo se
compreende sua real incidéncia, estudos estatisticos evidenciam que a sua incidéncia é de 1 a
20% no pais (D’ACCAMPORA et al., 2008; TAN; GOH, 2008; CASTRO et al., 2009; FBG,
2017).

A fisiopatologia das UP’s é considerada um processo multifatorial que decorre do
desequilibrio entre os fatores agressores e 0s protetores da mucosa (SANTIN et al., 2010). Em
meio aos fatores agressores ha a secrecdo de acido, pepsina e radicais livres que se originam a
partir de estimulos relacionados a condicGes de vida como o estresse, fumo, alcool, uso continuo
de drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais - DAINES, ingestdo de determinados alimentos e
presenca da Helicobacter pylori. Dentre os fatores protetores temos a barreira de muco,
bicarbonato, éxido nitrico (NO), fluxo sanguineo e prostaglandinas (WALLACE; MILLER,
2000; MOTA et al., 2008; SANTIN et al., 2011; TARNAWASKI; AHLUWALIA, JONES,
2013).

3.4.1 Fatores Agressores da Mucosa Gastrica

Uma das causas mais comum de lesbes gastricas esta relacionada ao consumo de
etanol. A ingestdo excessiva da substancia causa injuria & mucosa podendo resultar em gastrite
aguda com edema de mucosa, hemorragias subepiteliais, esfoliacdo celular e infiltracdo de
células inflamatérias (GUSLANDI, 1987; RAO, 2004; CHEN et al., 2015).

O etanol adentra rapidamente na mucosa gastrica modificando a camada de muco-
bicarbonato-fosfolipidos, fazendo com que atuem na mucosa as enzimas proteoliticas (pepsina)
e o acido cloridrico (OATES; HAKKINEN, 1988; BALAN et al., 2015) causando assim danos
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a membrana, esfoliacdo celular e erosdo (BALAN et al., 2015). Dessa maneira, 0s mastocitos
sdo ativados liberando mediadores pro-inflamatorios como, por exemplo, a interleucina 1§ (IL-
1R) e o fator de necrose tumoral (TNFa) que induzem a migracao de neutréfilos até o local da
lesdo e liberacdo de espécies reativas de oxigénio que acarretam danos celulares (TUORKEY;
KAROLIN, 2009; LI et al., 2013).

O etanol também pode causar perturbacdo na microcirculagdo levando a hipodxia,
secrecdo de endotelina, inibi¢do das prostaglandina e muco, aumento da secrecdo de pepsina e
do fluxo de Na™ K" e H* para limen promovendo lesdes das células da mucosa (SZABO;
BROWN, 1987; TAKAYAMA et al., 2011).

A metabolizacdo do etanol se dar principalmente no figado, porém, em menor
proporcdo mais com alguma relevancia clinica, ocorre também no trato gastrointestinal pela
acao da enzima alcool desidrogenase (ADH) e do sistema de oxidacdo microssomal de etanol
(MEOQOS), nas células da mucosa e em uma grande variedade de bactérias, ali presentes,
incluindo a H. pilory (ERIKSSON, 2001; HASEBAA, 2008;). Tal acdo metabodlica leva ao
acumulo de acetaldeido toxico e reativo que representa um fator patogénico na leséo gastrica.
Associado a isto, ocorre a liberacdo de radicais livres que induz danos mitocondrial levando ao
estresse oxidativo e consequentemente danos celulares (FARFAN LABONNE et al., 2009).

Outro problema relacionado como uma das causas mais comuns de lesdes da mucosa
gastrintestinal é uso continuo de medicamentos como 0s AINEs. Essa classe farmacoldgica
apresenta como principal efeito adverso 0 comprometimento gastricos, por meio da inibicdo da
enzima ciclooxigenasel (COX1) e consequente supressdo da sintese das prostaglandinas E2 e
Gl2 (PGE2 e PGl,). Tais prostaglandinas estdo relacionadas com acdo protetora da mucosa
gastrica. Portanto, diante de uma baixa na sintese destas, fatores protetores gastricos como
producdo de muco e bicarbonato, controle da secrecéo &cida e perfusdo sanguinea do estbmago
ficam reduzidos prejudicando a barreira protetora da mucosa e a capacidade de reparacdo das
suas células (STEWART; ACKROYD, 2011).

A bactéria Helicobacter pylori € um bacilo espiral gram-negativo. O isolamento da
bactéria nos anos de 1980 foi um dos mais importantes marcos na histéria das Ulceras péptica
mudando toda a forma de tratamento disponivel da patologia (YUAN; PADOL; HUNT, 2006;
SANDHYA etal., 2013). A H. pylori tem uma prevaléncia de 80% em paises subdesenvolvidos
e menos de 20% em paises desenvolvidos, sendo assim, 0 maior fator para a infeccdo e a
condigo socioecondmica (KLEIN-JUNIOR et al., 2012; CHERDANTSEVA et al., 2014).
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A presenca de H. pylori no lumen géstrico induz a inflamacéo, infiltracdo de células
de defesa como neurdfilos acumulo de espécies reativas de oxigénio (EROS) consequentemente
dano oxidativo ao DNA, como também induz a apoptose de células epiteliais e desregulacao
do ciclo celular, assim como o aumento da secrecao acida e reducédo dos efeitos inibitorios da
somatostatina na liberacdo de gastrina (KITAGAWA et al., 2012; KELEIN-JUNIOR et al.,
2012; CHERDANTSEVA et al., 2014).

3.4.2 Fatores Protetores da Mucosa Gastrica

A mucosa gastrointestinal apresenta fatores protetores contra estimulos nocivos como
secrecBes gastricas e outros agentes destrutivos. (PORTH; KUNERT, 2004). O desiquilibrio
desta protecdo é umas das causas da ulceracdo péptica (TORTORA; DERRICKSON, 2010).
Contudo, a mucosa do estbmago € constantemente exposta a condi¢fes extremas, pH acido,
presenca de enzimas proteoliticas como pepsina, refluxo de sais biliares, bem como agentes
exogenos tais como alcool e medicamentos (WALLACE,2008). Para que a mucosa possa se
manter na sua funcionalidade ha um conjunto de mecanismos de defesa os quais incluem acoes
locais e neuro-hormonais (LAINE et al., 2008; TULASSAY; HERSZENY!|, 2010).

Entre os mecanismos de defesa a qual a mucosa gastrica apresenta destacam-se 0s
fatores pré-epiteliais (camada de muco, bicarbonato, fosfolipidios e acido gastrico), como
também fatores de defesa epitelial (renovacdo do epitélio celular, fatores de crescimento) e 0s
fatores sub-epitelial ou endotelial como (fluxo sanguineo, inervacao sensorial, reconstrucéo do
epitélio gastrico), como também fatores que modulam a barreira gastrica (6xido nitrico- ON,
prostaglandinas- PGs, componentes sulfidrilas e o sistema antioxidante) (LAINE; TAKEUCHI;
TARNAWSKI, 2008; TARNAWASKI; AHLUWALIA, JONES, 2013).

3.4.2.1 Mecanismo pré-epitelial

O mecanismo pré-epitelial consiste em evitar contato direto dos agentes lesivos a

mucosa gastrica tendo como a primeira linha de defesa da mucosa a barreira muco-bicarbonato-



27

fosfolipideos de membrana a qual mantém o pH neutro e impede que as células epiteliais sejam
lesionadas pelo contetido acido péptico (TARNAWASKI; AHLUWALIA, JONES, 2013).

O muco forma uma camada protetora a sendo liberado por exocitose das células
mucosas superficiais do estdbmago e glandulas de Brunner no duodeno (RAMSAY; AARON,
2011). O muco apresenta viscosidade, constituido por 95% de agua, 5% de glicoproteinas
(mucina), bem como pequena quantidade de lipideos, &cido nucleico e proteinas que aderem a
mucosa gastrica (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE et al., 2008).

A mucina contém alto peso molecular e é estimulada pelos hormdnios gastrintestinais
secretina, PGE> e agentes colinérgicos. Apds a secrecao, essa se liga a outros mondémeros de
mucina por pontes dissulfeto sendo o grau de glicosilacdo responsavel pela extensdo da
protecdo a mucosa gastrica (ALLEN; FLEMSTROM, 2005; LAINE; TAKEUCHI,
TARNAWSKI, 2008).

O muco tem como fungdo evitar que o contetudo acido do limen gastrico atinja a
mucosa gastrica proporcionando uma lubrificacdo e protecdo para a passagem de alimentos.
Porém quando esta sob a acdo de agentes agressores 0 muco pode ser desintegrado, o que
possibilita 0 acesso de sais biliares, etanol, e AINEs podendo assim ocasionar lesdes gastricas
(SILEN, 1993; RAMSAY; CARR, 2011).

Os ions de bicarbonato sdo secretados pelas células epiteliais da mucosa contidos na
camada de muco permitindo assim um microambiente neutro com pH de 6-7 nas células
epiteliais, enquanto que no limen estomacal o valor de pH é cerca de 1- 2, a qual 0 mesmo atua
como barreira fisica para neutralizar os ions H* e impede digestdo proteolitica do epitélio
superficial pela pepsina (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008).

Os fosfolipidios formam uma barreira tensoativa que reveste a camada de muco, cuja
natureza hidrofobica diminui a propagacdo dos ions de hidrogénio, os fosfolipidios presentes
aumentam a viscosidade e permeabilidade da camada de muco (GINDZIENSKI; ZWIERZ;
SAROSIEK, 2003; YANDRAPU; SAROSIEK, 2015).

A barreira pré-epitelial também apresenta como componente de protecdo a secrecdo
acida por acido cloridrico este produzido por células parietais por via neural (acetilcolina),
parécrina (histamina e somatostatina) e endocrina (gastrina). Este promove a desnaturacéo do
IgE (responsaveis pelas alergias alimentares) e inativa toxinas eliminando micro-organismos
como virus, fungos, bactérias entéricas e parasitas (JOHANSSON; SYNNERSTARD; HOLM,
2000; BOLTIN; NIV, 2014).
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3.4.2.2 Mecanismo epitelial

O mecanismo de defesa epitelial & considerado como a segunda linha defensiva da
mucosa gastrica, que se encontra logo abaixo da camada de muco é composta por células
epiteliais as quais tém a capacidade de renovacao celular continua por meio de um processo de
proliferacdo de células progenitoras (LAINE; TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008). Este
processo atua prevenindo a retrodifusdo acido-péptica secretando muco, bicarbonato,
prostaglandinas, proteinas de choque térmico (HSPs), catelicidinas, 3-defensinas e peptideos
de fatores trefoil (TFF) (HIARATA et al., 2009; TULASSAY; HERSZENY!, 2010).

As prostaglandinas atuam na defesa por diversos mecanismos séo sintetizadas a partir
do acido araquidbnico através das enzimas ciclooxigenases (COX), por meio da ativacao da
fosfolipase A2. Atuam na secrec¢do de muco e bicarbonato, e contribuem na citoprotecao, sendo
esta uma funcdo desempenhada pela PGE2 que se liga a receptores como os prostandides (EP1,
EP2, EP3 e EP4) acoplados a proteina G (ATAY et al., 2000; TARNAWSKI et al., 2013).

As HSPs sdo proteinas que atuam na recuperacdo de uma lesdo gastrica reparando
proteinas funcionais lesionadas, isto ocorre quando as células epiteliais sdo expostas a fatores
que podem causar danos como a inflamacéo, infec¢do, agentes irritantes, logo as HSPs
contribuem para os mecanismos de defesa e cicatrizacdo de lesdes ulcerativas (CHOI et al.,
2009; KIM; H., 2015).

Os peptideos TFFs sdo resistentes a proteases a qual contribuem para a reparacdo da
mucosa gastrica seguido de lesbes, estdo presentes em células secretoras de mucina alterando
assim a viscosidade do muco auxiliando no mecanismo de regeneracao das lesdes gastricas da
mucosa (HOFFMAN, 2005; TYTGAT, 2011). As catelicidinas e R-defensinas também séo
peptideos que tem como funcdo no sistema imune a prevengdo de colonizagBes de bactérias
presentes na superficie da mucosa podendo assim contribuir na aceleragdo do processo de
cicatrizacao das Ulceras (BAUER et al., 2013).
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3.4.2.3 Mecanismo sub-epitelial

No mecanismo de defesa sub-epitelial a microcirculacdo da mucosa gastrica é
determinante para manutencdo de sua integridade em fungéo do fornecimento de oxigénio e
nutrientes as células. O aumento do fluxo sanguineo, quando do rompimento da barreira
protetora permite a retrodifusdo de H* para as células atuando assim na reparacdo tecidual e no
equilibrio acido-base evitando a acidose tecidual (MAITY et al., 2003; RAMSAY; CARR,
2011). A diminuicdo do fluxo sanguineo pode acarretar em situacfes de isquemia de células
epiteliais, as quais sdo responsaveis pela secrecdo de PGs para a mucosa aumentando assim a
secre¢do acida (GUTH et al., 1992; HOLZER, 2007).

A inervacdo sensorial da mucosa gastrica também é um importante mecanismo de
defesa. Assim, 0s vasos estdo localizados na camada submucosa inervados por neurdnios
sensoriais aferentes, e quando da acdo de agentes agressores ocorre uma resposta imediata
ativando neurotransmissor como a substancia P e peptideos relacionados ao gene da calcitonina
(CGRP) ocorrendo assim o relaxamento do musculo liso e elevando o fluxo sanguineo a
mucosa. Este efeito é atribuido a mediacdo do oxido nitrico e prostaglandinas na resposta
vasodilatadora (OHNO et al., 2008; TULASSAY; HERSZENY], 2010).

3.5 TERAPEUTICA DA ULCERA GASTRICA

O tratamento das UP’s se baseia no restabelecimento do equilibrio da mucosa entre 0s
fatores protetores e agressores, visando a eliminagcéo da dor, promovendo a cicatrizagdo e
prevenindo o aparecimento de Ulceras reincidentes (AIHARA et al., 2003).

O tratamento das Ulceras esté voltado no uso de dois grandes grupos de farmacos, 0s
que modulam a acdo de fatores agressores (por neutralizacdo ou inibicdo da secrecdo 4cida), e
daqueles que atuam na estimulagdo dos mecanismos citoprotetores da mucosa gastrica
(UMAMAHESWARI et al., 2007; MEJIA; KRAFT, 2009).

Com o avan¢o do entendimento da patogénese das Ulceras pépticas surgiram varias
classes de medicamentos como 0s antiacidos, antagonistas dos receptores muscarinicos,

inibidores de bomba de protons, antagonistas dos receptores histaminérgicos H. agentes
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citoprotetores, e os fA&rmacos que atuam na infec¢do por H. pylori (BHATTACHARYA et al.,
2007; BANSAL; GOEL, 2012).

Inicialmente eram empregados os antiacidos com a finalidade de neutralizar o pH
gastrico, contudo devido a efeitos adversos como alteracdo do pH gastrico e urinario,
constipacdo ou diarreia e também por apresentarem muitas interagdes medicamentosas com um
grande nimero de farmacos sua utilizacdo destina somente para sintomas iniciais. Podemos
citar como exemplo desta classe: os bicarbonato de sodio, carbonato de calcio, hidréxido de
aluminio, hidroxido de magnésio ou associacdes (BRUNTON et al., 2006; SCHUBERT;
PEURA, 2008).

Com o intuito de substituir os antiacidos foram utilizadas substancias para inibir a
secrecdo Acida gastrica como os anticolinérgicos (pirenzepina e telenzepina) (JAIN et al.,
2007). Porem, além da baixa eficiéncia este fArmacos apresentam uma inespecificidade de acao
além dos receptores muscarinicos M1, 0 que ocorre para 0 surgimento de muitos efeitos
colaterais como taquicardia, cafaleia, secura na boca (HOOGERWERF; PASRICHA,2005;
JAIN et al., 2007).

Na perspectiva de inibir a interacdo da histamina com seu receptor H2 surgiram 0s
antagonistas de receptores H> como cimetidina, ranitidina, famotidina, nizatidina e roxatidina
0s quais sdo eficazes na reducdo da secrecao acida, contudo ndo inibe a secrecdo da gastrina e
a estimulacdo vagal, que contribuem para a estimulacdo das células parietais. Porém, os mesmos
agem de maneira reversivel apresentam uma faixa de 50-70% de cura no tratamento das Ulceras
gastricas (LIPOF; SHAPIRO; KOZOL, 2006; STEWART; ACKROYD, 2011). Apresentam
efeitos colaterais como diarreia, cefaleia, tontura, fadiga, constipacédo, dor muscular (BRUTON;
CHABNER; KNOLLMANN, 2012).

Posteriormente surgiram 0s agentes antissecretores responsaveis pela inibicdo da
bomba de protons pela H" K'™-ATPase como os omeprazol, lanzoprazol, rabeprazol,
pantoprazol, e esomeprazol sdo eficazes na supressao do pH acido. Os inibidores de bomba de
protons séo eficazes na supressao acida e funcionam como pré-farmacos que se transformam
em farmacos ativos apenas quando em meio &cido. Sdo bases fracas que se acumulam nos
canaliculos das células parietais, em sua forma ativa reage com H™ K*-ATPase inibindo sua
acao, assim promove cicatrizagdo mais rapida das Ulceras gastricas quando comparado no uso
de antagonistas H2 (SHIN; SACHS, 2008; STEWART; ACKROYD, 2011).
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Como os demais medicamentos também apresentam efeitos no uso prolongado como
hipergastrinemia, hipersecrecdo &cida rebote, tontura, taquicardia, tremores, nauseas, diarreia,
ma absorcdo (RICHARDSON; HAWKEY; STACK, 1998; JAIN et al., 2007).

Outros farmacos surgiram para atuar na protecdo da mucosa como 0s citoprotetores
(sucralfato, misoprostol, sais de bismuto). O sulcralfato é formado por sacarose sulfatada de
aluminio e hidréxido de aluminio, interage com as proteinas do tecido danificado, estimula 0s
fatores de crescimento e a formacdo do tecido promovendo a prevencdo de Ulceras gastricas
(MEJIOA; KRAFT, 2009).

O misoprostol atua inibindo a secre¢do de acido, aumenta o fluxo sanguineo e a
secrecdao de muco e de bicarbonato, porem tem como efeitos colaterais como diarreia, célicas
abdominais e contracdo uterinas podendo ocasionar o aborto (JAIN et al., 2007). A
carbenoxolona tem como funcionalidade alterar a composicdo e quantidade de mucina,
aumentando assim a producdo, secrecdo e viscosidade do muco (HOOGERWEREF;
PASRICHA, 2005; ALTMAN, 2005).

Na infeccdo de Ulceras por H. pylori é indicado o uso de dois protocolos terapéuticos
com os inibidores da bomba de prétons ou antagonistas dos receptores Hz associado ao uso de
metronidazol, tetraciclina e subsalicilato de bismuto ou o uso de inibidor da bomba de prétons
associado a claritromicina e metronidazol ou amoxicilina (NAJM, 2011).

H& grande variedade de farmacos para o tratamento, porém nenhum é capaz de
promover remissdo completa das UP’s, além de apresentar significativos efeitos colaterais
(RAGHUNATH et al., 2005; ANDRADE et al., 2008). Apds a suspensdo do tratamento a
doenca reincide devido a utilizacdo de farmacos que ndo sdo capazes durante certo tempo
reconstruir o tecido da mucosa gastrica (cicatrizacdo) (TOMA et al., 2005).

O uso de medicamentos associados a alimentagdo € um fator relevante para o
tratamento de doencas géastricas. A adequacdo da alimentagcdo as necessidades e sintomas
auxilia na recuperag&o e no estado nutricional do individuo, reduzindo assim a secre¢do gastrica
e diminuindo os efeitos adversos dos medicamentos e suas interagcdes, além da hidratacdo
corporal estavel (REIS, 2003).

Apesar dos avancos farmacoldgicos e da gama de medicamentos disponiveis para o
tratamento e controle das UP’s, ainda € muito grande os Problemas Relacionados ao uso destes
Medicamentos (PRM), como reacOes adversas, interacbes medicamentosas e seguranca
terapéutica. Desta maneira, é imprescindivel a utilizacdo de novas abordagens de farmacos
antiulcerogénicos. (TUNDIS et al., 2008).
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A biodiversidade e as ideias de desenvolvimento sustentivel proporcionaram novas
areas de estudos envolvendo plantas medicinais como também novos interesses na fitoterapia,
novas linhas de pesquisas que buscam validar a utilizacdo das plantas. A validacédo da espécie
vegetal é considerada positiva quando ha aplicacdo do conjunto de ensaios capaz de evidenciar
a atividade biologica atribuida, como também sua toxidade (CORREIA, BATISTA,
QUINTAS, 1998; LORENZI, MATTQOS, 2002; PINTO, 2008).

Os fitoterapicos constituem uma alternativa para o tratamento de diversas doencas,
assim como para as desordens digestivas, tendo em vista o grande conhecimento popular em
envolvendo as plantas medicinais, podendo estas apresentar boa eficécia terapéutica, bem como
um grau de seguranca aceitavel para a sua utilizacdo. Outro ponto favoravel é o fato de serem
economicamente mais acessiveis para a populacdo facilitando a aderéncia ao tratamento
(LIMA, 2006).
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4 MATERIAL E METODOS

As execucOes dos diversos protocolos experimentais foram realizadas no Laboratorio
de Experimentacdo Animal- LEA, do Departamento de Ciéncias Biologicas e da Salde, da
Universidade Federal do Amapa — UNIFAP.

4.1 COLETA DO MATERIAL BOTANICO

O material boténico, as casca do caule, da espécie Licania macrophylla Benth. foi
coletado em um terreno de varzea na comunidade do Maracd, localizada no rio Urubuzinho,
nas seguintes coordenadas (Lat. 0°24°46.83 S Long. 51°27°5.36 O), aproximadamente 32km
de distancia partindo do Municipio de Mazagéo velho via fluvial. O material para estudo foi
encaminhado para o Laborat6rio de Experimentacdo Animal (LEA) da Universidade Federal
do Amapéa (UNIFAP). Foi preparada exsicata para a identificacdo da espécie e depositada no
Herbario Amapaense HAMAB do Instituto de Pesquisa Cientificas e Tecnoldgicas do Estado
do Amapéa- IEPA (Rod. Juscelino Kubistchek, Macapa-AP) sob o nimero de identificacdo
019142,

Figura 2: Localizacao geografica do local da coleta boténica de Licania
macrophylla Benth.
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Fonte: Google Earth.
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4.2 OBTENCAO DO EXTRATO BRUTO ETANOLICO DE L. macrophylla

Para a obtencdo do extrato etandlico de L. macrophylla foram utilizadas as cascas do
caule. Estas sofreram secagem em estufa a 40° C, por 72h. Ap0s o resfriamento a temperatura
ambiente, o material foi fragmentado e triturado em moinho de facas onde foi transformado em
po, 0 qual passou por um processo de maceragdo a frio utilizando como solvente etanol na
proporcéo 1 kg de po para cada 5L de etanol (1:5, peso/volume) com agitacdo a cada 24h,
durante 7 dias. A solucdo extrativa obtida foi filtrada e concentrada em rota evaporador a uma
temperatura proxima a 50° C, obtendo- se um extrato denso onde foi armazenado em recipiente
para a evaporacao residual do solvente até a obtencdo do extrato seco/bruto de L. macrophylla
(EELM) conforme ao fluxograma descrito na (Figura 3), o extrato obteve um rendimento de
10,6% (Figura 4). Para a realizacdo do experimento o extrato foi pesado e solubilizado em uma

solugéo de (DMSO 5%) para a obtencgéo de diferentes concentragdes.

Figura 3:Fluxograma de Preparagdo do Extrato etandlico Licania macrophylla.
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O material foi triturado em moinho de facas
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Obtencio do extrato EELM

Fonte: Autor.
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Figura 4:Calculo de rendimento do extrato (EELM).

Peso extrato X100
Peso fresco/seco

Fonte: Autor.

Figura 5:Amostra do extrato de Licania macrophylla.

Fonte: Autor.

4.3 CONSIDERACOES ETICAS

O presente projeto foi aprovado pelo comité de éticas no uso de animais — CEUA — da
Universidade Federal do Amapéa sob parecer 0019/2017 de acordo com 0 que preconiza a Lei
11.794, de 2008, conhecida como Lei Arouca.



36

4.4  ANIMAIS

Foram utilizados ratos Wistar (Rattus norvegicus) fémeas pesando entre 200 ¢ 300
gramas (n=25) e Camundongos Swiss (Mus muscululus albinus) fémeas pesando entre 25 e 30
gramas (n=50). Os animais foram provenientes do Biotério do Instituto Evandro Chagas-PA.
Os animais foram mantidos em sala de aclimatacao por um periodo de 7-10 dias, dispostos em
gaiolas de polietileno sob condigdes controladas de temperatura (23 + 2 °C), umidade (50 +
10%), luminosidade (ciclo de claro-escuro de 12 horas) e com livre acesso a ragdo e agua até a
realizacdo do experimento.

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

Os descartes das carcacas foram feitos de acordo com o Manual de Cuidados e
Procedimentos com Animais de Laboratorio da FCF-IQ/USP de 2013. As carcacgas foram
coletadas em sacos brancos identificados com o simbolo de risco biolégico, e lacrados, e
acondicionadas no freezer, até a coleta pela empresa contratada para descarte Tratalix LTDA.

45 DROGAS E REAGENTES UTILIZADOS

Para determinac&o da atividade antiulcerogénica foram utilizados: &cido cloridrico P.A
(Alphatec), bicarbonato de sodio (Alphatec), cloreto de sédio (Alphatec), Cetoprofeno (Sanofi)
indometacina (Sigma Aldrich), carbenoxolona (Sigma Aldrich), xilazina (Vetbrands),
guetamina (Ceva), alcool etanolico (Alphatec), alcool etilico P.A (Alphatec), dimetilsulféxido-
DMSO (Prolab). Todas as drogas foram preparadas imediatamente antes do uso, com 0s

veiculos apropriados para cada composto.
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4.6 DELINEAMENTO EXPERIMENTAL

Na avaliacdo da atividade antiulcerogénica do extrato foram realizados experimentos
de inducéo de ulcera gastrica com base em fatores etioldgicos da doengca no homem como etanol
absoluto, etanol acidificado, AINEs. Cada modelo experimental conteve seus respectivos
grupos controles negativo/veiculo (Dimetilsulfoxido-DMSO 5%), controle positivo
(carbenoxolona 200 mg/kg) (DIAS, 2004; PACHECO et al., 2006), e grupos testes com trés
niveis de dose (100, 250, 625 mg/kg) do EELM. Doses estabelecidas a partir do conhecimento
de estudos de toxicidade aguda (LIMA et al.,2008) e uso popular. Os animais submetidos a
jejum foram mantidos em gaiola especial com tela de arame ao fundo (para evitar coprofagia).

Ao fim de cada protocolo experimental os estbmagos foram retirados, abertos através
da grande curvatura, lavados em solucéo fisiolégica (NaCl a 0,9%) e escaneados. Apds o
escaneamento as imagens obtidas foram analisadas utilizando o software especifico “EARP”
para medir as areas de lesGes e determinar 0s seguintes parametros: (a) area total da leséo
(ATL), (b) porcentagem de area de lesdo em relacdo a area do estdmago total, (c) indice de
lesGes ulcerativas (ILU); (d) porcentagem inibicdo ou cura, segundo a metodologia de Andrade,
et al., (2008).

(a) . Area Total da Lesdo (mm2) (ATL);

(b) Percentagem de Ulceras: Percentagem de Area de Lesao em relacdo a Area do Estdmago
Total,

%=y Areadalesio X100
Area Total do estdmago

(c) Indice de Lesdes Ulcerativas (ILU);
Nivel 1: pontos hemorragicos < Imm?
Nivel 2: ulceracdes de 1 a 3mm?
Nivel 3: ulceragdes profundas > 3mm?

ILU= (3 Nivel 1) + (2x ¥ Nivel 2) + (3x ¥, Nivel 3)
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(d) Percentagem Inibicdo ou Cura;

%IC=100 — ILU tratado X 100
ILU controle

4.6.1 Modelo de Inducéo de Ulcera por Etanol absoluto

Para este modelo experimental os camundongos Swiss foram submetidos a jejum de
24 horas e posteriormente divididos aleatoriamente em 5 grupos (n=5). Para seus respectivos
tratamentos foi utilizado a carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), veiculo (controle
negativo) e o extrato EELM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg - teste). Cada tratamento foi
administrado por via oral obedecendo a uma relagdo de volume de no maximo 10 ml/kg de peso
corporal. Transcorridos 60 minutos dos respectivos tratamentos foi administrado 10 ml/kg do
agente lesivo (etanol 99,5%) em todos os animais por via oral. Apds 60 minutos da
administracdo do agente lesivo, todos os animais foram eutanasiados e os estbmagos abertos
para a andlises e determinacdo dos parametros mencionados anteriormente (MORIMOTO et
al., 1991).

4.6.2 Modelo de Inducéo de Ulcera por Etanol acidificado

Os animais, camundongos Swiss, apos 24h em jejum foram divididos em 5 grupos
(n=5) um grupo de animais recebeu carbenoxolona 200 mg/kg (controle positivo), outro grupo
recebeu veiculo (controle negativo) e os demais o extrato EELM nas doses (100, 250 e 625
mg/kg - teste). Todos os tratamentos foram realizados por via oral. Apds 50 minutos foi
administrado etanol acidificado (etanol 60%/0,3M de HCI) 100 mL/kg de peso. Apds 60
minutos da administracdo do agente lesivo, os animais foram eutanasiados para a retirados 0s

estdbmagos e determinacdo dos pardmetros mencionados (MIZUl; DOTEUCHI, 1983).
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4.6.3 Inducéo de Ulcera por Droga Anti-inflamatdria N&o Esteroidal (DAINE)

Ap0s 24 horas de jejum os animais foram divididos em 5 grupos (n=5) de ratos Wistar.
Os tratamentos foram realizados respectivamente com carbenoxolona 200 mg/kg (controle
positivo) e veiculo (controle negativo) e 0 EELM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg - teste),
por via oral (v.0). Apds 1h e 30 minutos foi administrado o agente indutor indometacina (100
mg/kg), por via oral e 0,2 mL de cetoprofeno (i.m). Os animais foram eutanasiados 12 horas
ap6s o estimulo lesivo para a retirada dos estdmagos e determinacdo dos parametros
supracitados (RAINSFORD, 1987).

4.7 ANALISE ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como média + e.p.m e analisados utilizando Analise de
Variancia uma via (ANOVA one-way) seguida pelo pés-testes de Dunnett para comparacdes
multiplas. Os valores foram considerados significativos quando p<0,05. O programa utilizado
para estas analises foi GraphPad Prism versdo 5.01.
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5 RESULTADOS

5.1 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ABSOLUTO

Neste experimento podemos observar que o EELM ao analisar a Area Total Lesionada
(ATL), na dose de 100 mg/kg obteve valor de (155,45+16,78), enquanto que para as demais
doses foi capaz de promover reducdo significativa do (ATL) para as doses 250 e 625 mg/kg,
obtendo valores de (95,73+10,46) e (33,29+13,34) respectivamente, quando comparados com
0s animais que receberam apenas o veiculo com o valor de (196,88+48,82), bem como ao
comparar a droga padrdo (Carbenoxolona) estabelecida neste experimento com o veiculo
podemos observar uma redugdo do (ATL) obtendo valor de (20,23+6,57)(Gréfico 1). Ao
analisar o Indice de Lesdo Ulcerativa (ILU) os animais que receberam o EELM apresentou para
a dose de 100 mg/kg o valor de (460,76+4,47), enquanto que para as doses de 250 mg/kg
(271,1745,64) e 625 mg/kg (92,92+5,82), constatou reducdo do (ILU) frente aos animais que
receberam o veiculo (586,38+19,11), bem como ao comparar a droga padrdo (Carbenoxolona)
com o veiculo, a mesma demonstrou reducdo do (ILU) com valor de (63,12+3,88) (Tabela 1).
Fendmeno semelhante foi possivel constatar quando se avaliou a Percentagem de Ulcera (%)
na mucosa gastrica dos animais, 0 EELM para a dose de 100 mg/kg com valor de (46,87+3,95),
com reducéo significativa da Percentagem de Ulcera nas doses de 250 mg/kg (31,84+3,92) e
625 mg/kg (10,79+1,88) comparando-se com o veiculo (62,64+11,53), ao comparar o veiculo
com a droga padrdo (Carbenoxolona) esta apresentou uma Percentagem de Ulcera obtendo
valor de (7,67+2,62) (Tabela 1). Logo, ao calcular a Percentagem de Cura (%) os valores
encontrados foram de (21,42 %+8,45) para a dose de 100 mg/kg, (53,76%=5,71) para a dose de
250 mg/kg, (84,15%+1,89) para a dose de 625 mg/kg, e para a droga padrao (Carbenoxolona)
(89,30%3,34) comparando-se com veiculo conforme pode ser observado na Tabela 1 e Figura
6. Sendo assim podemos evidenciar que o extrato testado neste modelo apresenta um padréao de
atividade com perfil de dose dependéncia, uma vez que quanto maior a dose mais intensa foi a
resposta observada. E importante mencionar que a droga padrdo (Carbenoxolona) apresentou
um efeito muito semelhante ao extrato na dose de 625 mg/kg, demonstrando o mesmo nivel de

significancia.
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Figura 6:1magens dos estdbmagos apds inducdo de Ulcera por etanol absoluto, (A) controle
negativo;(B) controle positivo; (C) EELM 100 mg/kg; (D) EELM 250 mg/kg; (E) EELM 625
mg/Kkg.

D

A C

Fonte: Autor.

Graéfico 1: Resultado do efeito da administracdo oral do EELM nas doses de (100, 250 e
625mg/kg) sobre o pardmetro area total lesionada (mm?) em modelos de Glceras gastricas
induzidas por etanol absoluto em camundongos.
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Fonte: Autor.Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=5, por grupo). Foi utilizada a Analise
de Variancia de uma Via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: ““p<0,001 comparando o grupo controle
negativo (Veiculo) vs. (CARB 200mg/kg) controle positivo. “p<0,05 comparado o grupo controle negativo
(veiculo) vs. (EELM 250 mg/kg); ™“p<0,001 comparado o grupo controle negativo (veiculo) vs. (EELM
625 mg/kg).
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Tabela 1:Resultados da administracao oral do EELM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg)
sobre os parametros ILU, % de Ulceras e % de Cura em modelos de Ulceras géstricas induzidas
por etanol absoluto em camundongos.

Tratamento (v.0) I.L.U % de Ulceras % de Cura

VEICULO 586,38+19,11 62,64+11,53 0,0-+0,00
CARBENOXOLONA 63,12+3,88"" 7,67+2,62" 89,30%:3,34
EELM 100 460,76+4,47 46,87+3,95 21,42%=8,45
EELM 250 271,1745,64" 31,84+3,92" 53,76%=5,71
EELM 625 92,92+45,82*** 10,79+1,88™ 84,15%:+1,89

Fonte: Autor. (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparacéo do controle negativo (Veiculo) vs.
(CARB 200mg/kg) controle positivo, ILU. *p<0,05 (EELM na dose 250mg/kg) vs. (Veiculo), ILU. ***p<0,001
(EELM na dose 625mg/kg) vs. (Veiculo). ““p<0,001 (Veiculo) vs. (CARB 200mg/kg) % de Ulceras.
“p<0,05(EELM nas doses de 250 mg/kg) vs. (Veiculo) % de Glcera. "*p<0,001(EELM nas doses de 625 mg/kg)
vs. (Veiculo)% de Ulcera.
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5.2 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ACIDIFICADO

No protocolo utilizando etanol acidificado como agente indutor de Ulceras para
investigar possivel atividade citoprotetora, podemos evidenciar que nos animais tratados com
EELM para a Area Total Lesionada (ATL) a dose de 100 mg/kg com (97,15+15,47), ocorrendo
uma reducdo do (ATL) na dose de 250 mg/kg (60,86+11,92) e 625 mg/kg (11,83+6,15), quando
comparados aos animais que foram tratados apenas com veiculo de (120,41+18,32). Assim
como, ao se comparar a droga padrdo estabelecida (Carbenoxolona) com o veiculo, podemos
observar uma reducdo do (ATL) obtendo valor de (23,54+6,92) (Gréfico 2). Os animais que
receberam o EELM para a avaliacdo do indice de Lesdo Ulcerativa (ILU) apresentou na dose
de 100 mg/kg o valor de (284,01+5,09), ao analisar as demais doses constatou-se reducao do
(ILU) em 250 mg/kg (169,77+5,14) e 625 mg/kg (57,50+7,92) quando comparados aos animais
que receberam veiculo (356,21+5,50). A droga padrdo (Carbenoxolona) também apresentou
significancia, quando comparada ao veiculo, apresentando o (ILU) no valor de (62,72+3,90)
(Tabela 2).Quando avaliou a Percentagem de Ulceras (%) foi possivel constatar reducéo
significativa nas trés doses testadas (100, 250 e 625 mg/kg) obtendo-se os valores de
(31,90+5,74; 21,24+4,60 e 4,19+2,24) respectivamente, quando comparado com o grupo de
animais tratados com o veiculo no valor de (51,42+3,94), a droga padrdo (Carbenoxolona)
utilizada, quando comparada com o veiculo, observou-se também significancia, obtendo o
(ILU) no valor de (8,90+2,83) (Tabela 2). Ao se calcular a Percentagem de Cura (%) os valores
encontrados foram (20,27%z+2,91) para a dose de 100mg/kg, (52,34%=+4,83) para a dose de 250
mg/kg e (83,86%=2,46) para a dose de 625 mg/kg, para a droga padrdo (Carbenoxolona) a
Percentagem de Cura foi de (82,39%z=1,53) conforme pode ser observado na Tabela 2 e Figura
7. Logo, é possivel constatar que o extrato neste modelo experimental demonstrou padrdo de
atividade dose dependéncia. E relevante destacar que o extrato na sua maior dose de (625
mg/kg), para todos os parametros avaliados, apresentou um efeito semelhante a droga padréo

(Carbenoxolona).
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Figura 7:Imagens dos estbmagos apés inducgéo de ulcera por etanol acidificado, (A) controle
negativo;(B) controle positivo; (C) EELM 100 mg/kg; (D) EELM 250 mg/kg; (E) EELM 625
mg/Kkg.

A

C D

Fonte: Autor.

Grafico 2:Resultado do efeito da administracdo oral do EELM nas doses de (100, 250 e
625mg/kg) sobre o pardmetro éarea total lesionada (mm?) em modelos de Glceras gastricas
induzidas por etanol acidificado em camundongos.
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Fonte: Autor. Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=5, por grupo). Foi utilizada a Anélise
de Variancia de uma Via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: ™p<0,001(Veiculo vs. CARB
200mg/kg). "p<0,05 comparado o grupo controle negativo (veiculo) vs. extrato (250 mg/kg); “p<0,001
comparado o grupo controle negativo (veiculo) vs. extrato (625 mg/kg).
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Tabela 2:Resultados da administracao oral do EELM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg)
sobre os parametros ILU, % de Ulceras e % de Cura em modelos de Ulceras gastricas induzidas

por etanol acidificado em camundongos.

Tratamento (v.0) I.L.U

% de Ulceras

% de Cura

VEICULO 356,21+5,50

CARBENOXOLONA 62,72+3,90™"

EELM 100 284,01+5,09
EELM 250 169,77+5,14*
EELM 625 57,50+7,92"**

51,42+3,94

8,90+2,83™"

31,90+5,7

21,24+4,60

4,19+2 24

4*

*kk

*kKk

0,0+0,00

82,39%+1,53

20,27%+2,91

52,34%+4,83

83,86%+2,46

Fonte: Autor. Os resultados sdo apresentados como média + e.p.m. Foi utilizada a analise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Dunnett: ***p<0,001 comparagdo controle negativo (Veiculo) vs. (CARB
200mg/kg) controle positivo, ILU. *p<0,05(EELM nas doses de 250 mg/kg) vs. (Veiculo), ILU. ***p<0,001(EELM
nas doses de 625 mg/kg) vs. (Veiculo) ILU. ™p<0,001(Veiculo) vs. (CARB 200mg/kg) % de Ulceras.
“p<0,05(EELM nas doses de 100 mg/kg) vs. (Veiculo)% de Glcera. *p<0,001(EELM nas doses de 250, 625mg/kg)

vs. (Veiculo) % de ulcera.
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53 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ANTI-INFLAMATORIOS NAO
ESTEROIDAIS-AINES

Os resultados mostraram, quanto ao modelo de inducdo de Ulceras gastricas com o
agente lesivo anti-inflamatdrio ndo esteroidal (indometacina 100mg/kg + cetoprofeno 0,2mL),
que ao avaliar a Area Total Lesionada o extrato etanélico de L. macrophylla (EELM) nas doses
de (100, 250, 625 mg/kg) reduziu de forma significativa o (ATL) obtendo-se valores de
(2,39+0,78; 3,21+1,43; 4,08+0,83) respectivamente, quando comparada com veiculo
(11,24+1,6). Assim, como a droga padrdo (Carbenoxolona) comparada com o veiculo, obteve
reducdo da Area Total Lesionada com o valor de (4,14+1,23) (Gréfico 3). Ao avaliar o indice
de Lesdo Ulcerativa (ILU), o EELM também apresentou significancia nas doses testadas
obtendo o (ILU) de 100mg/kg (4,54+0,37), 250mg/kg (5,05£3,26) e 625 mg/kg (5,61+1,49)
quando comparado ao veiculo (20,21+3,08), para a droga padrdo (Carbenoxolona) obteve o
(ILU) de (5,49+1,74) quando comparado ao veiculo (Tabela 3). Atividade semelhante foi
possivel observar para Percentagem de Ulceras (%), ocorrendo reducdo significativa em todas
as doses testadas (100, 250, 625 mg/kg), com valores de (0,40+0,14; 0,63+0,26; 0,65+0,13)
respectivamente, quando comparado ao veiculo (2,39+0,31). Bem como a droga padréo
(Carbenoxolona) com Percentagem de Ulcera significativa de (0,71+0,19) quando comparada
ao veiculo (Tabela 3). Dessa forma, ao se calcular a Percentagem de Cura (%) foi possivel aferir
para a dose de 100 mg/kg (84,46%=1,33), para a dose de 250 mg/kg (75,00%=+3,71), para a
dose de 625 mg/kg foi de (72,27%+2,06) e para a droga padréo (Carbenoxolona) a Percentagem
de Cura (%) de (72,85%z=2,42) conforme a Tabela 3 e Figura 8. Logo, podemos observar que o
extrato testado neste modelo ndo apresenta um padrédo de atividade com perfil de dose
dependéncia. E importante destacar que o extrato apresentou uma intensa resposta nos

parametros avaliados, efeito semelhante da droga padrdo (Carbenoxolona) estabelecida.
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Figura 8:Imagens dos estdmagos apds inducdo de ulcera por (indometacina + cetoprofeno),
(A) controle negativo; (B) controle positivo (C) EELM 100 mg/kg; (D) EELM 250 mg/kg; (E)
EELM 625 mg/kg.

A

Fonte: Autor.

Grafico 3:Resultado do efeito da administragdo oral do EELM nas doses de (100, 250 e 625
mg/kg) sobre o pardmetro area total lesionada (mm?) em modelos de Glceras gastricas
induzidas por AINE’s em ratos.
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Fonte: Autor.Os resultados foram expressos como média + e.p.m (n=5, por grupo). Foi utilizada a Andlise de
Variancia de uma Via (ANOVA), seguido do teste de Dunnett: *p<0,001(Veiculo) vs. (CARB 200mg/kg).
"p<0,001 comparado o grupo controle negativo (veiculo) vs. (EELM nas doses de 100, 250, 625mg/kg).
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Tabela 3:Resultados da administracao oral do EELM nas doses de (100, 250 e 625 mg/kg)
sobre os parametros ILU, % de Ulceras e % de Cura em modelos de Ulceras géstricas induzidas
por anti-inflamatorio nio esteroidal (AINE’s) em ratos.

Tratamento (v.0) I.L.U % de Ulceras % de Cura

VEICULO 20,21+3,08 2,39+0,31 0,0+0,00
CARBENOXOLONA 5,49 +1,74** 0,71+0,19™" 72,85%+2,42
EELM 100 4,54 0,37 0,40+0,14™" 84,46%+1,33
EELM 250 5,05+3,26" 0,63+0,26™" 75,00%+3,71
EELM 625 5,61+1,49" 0,65+0,13"" 72,27%+2,06

Fonte: Autor.Os resultados sdo apresentados como média * e.p.m. Foi utilizada a andlise de variancia de uma via
(ANOVA), seguido do teste de Dunnett: **p<0,01 (Veiculo) vs. (CARB), I.L.U. **p<0,01(EELM nas doses de 100,
250, 625mg/kg) vs. (Veiculo), ILU. ~p<0,001(Veiculo) vs. (CARB 200mg/kg) % de Ulcera. ~*p<0,001(EELM nas
doses de 100, 250, 625 mg/kg) vs. (Veiculo) % de Ulcera.
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6 DISCUSSAO

Os estudos de plantas medicinais com atividades gastroprotetoras fundamentam-se em
demonstrar a eficicia de novos compostos bioativos no tratamento ou prevencdo de lesGes
géstricas produzidas por diferentes agentes lesivos.

Neste estudo realizou-se a investigacdo quanto a atividade do extrato etandlico de L.
macrophylla frente a lesbes gastricas causadas por trés diferentes modelos de inducdo de
Ulceras, estes modelos mimetizam fatores causadores desta patologia no homem.

O controle positivo estabelecido neste estudo foi a carbenoxolona sodica a primeira
droga de origem natural sistematicamente efetiva contra Ulceras gastricas, descoberta através
da espécie Glycyrrhiza glabra (Alcacuz), corroborando dessa forma para o efeito padrdo teste
(AKTAR; MUNIR, 1989).

O primeiro protocolo a ser realizado foi o de inducdo de lesdes géstricas por etanol
absoluto em camundongos. O modelo agudo de Ulcera induzido por etanol é etapa primaria na
pesquisa de substancias com potencial antiulcerogénico, pois indica a efetividade da droga teste
possibilitando a investigacdo em outros modelos, bem como 0s mecanismos de acdo envolvidos
na atividade gastroprotetora (MELO et al.,2003; PORTRICH, 2009; GANEV, 2010;
DAMASCENO et al., 2013).

Os efeitos deletérios do etanol sdo causados pelo contato toxico direto a mucosa
gastrica comprometendo sua estrutura por varios mecanismos, como solubilizar a barreira de
muco e bicarbonato, este agente ulcerogénico desencadeia também reacdo inflamatéria
promovendo a liberacdo de mediadores inflamatdrios, os quais induzem a ativacdo de
granulécitos formando proteases e radicais livres, diminuindo o fluxo sanguineo provocando
dessa forma isquemia, morte de células e danos a mucosa gastrica. Logo, tal modelo de
investigacdo é adequado para a identificacdo de drogas com atividade de gastroprotecéo,
tratando-se de um modelo inespecifico que possibilita relacionar o efeito do extrato a varios
fatores (MIZUI; DOTEUCHI, 1983; TUORKEY; KAROLIN, 2009; LI et al., 2013).

Para 0 modelo de Ulceras induzidas por etanol absoluto, os resultados obtidos neste
trabalho demonstraram que o tratamento realizado nos grupos de animais com EELM nas
respectivas doses de (100, 250 e 625mg/kg) ocasionou um efeito gastroprotetor consideravel,

sendo este efeito semelhante ao demonstrado pela carbenoxolona, uma droga padrdo, com agéo
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anti-inflamatoria, antibidtica e citoprotetora ja bem caracterizada, sendo empregada na préatica
clinica para o tratamento de lesdes ulcerativas.

O extrato EELM reduziu de forma significativa os pardmetros analisados como a Area
Total Lesionada (ATL), indice de Lesdo Ulcerativa (ILU), Percentual de Ulcera (%) nas doses
de (250 e 625 mg/kg), as mesmas doses incorreu na Porcentagem de Cura de (53,76%z5,71 e
84,15%:=1,89) respectivamente, quando comparado com 0 grupo que apenas recebeu veiculo.
Ao comparar o controle positivo (Carbenoxolona) e o veiculo obteve uma Percentagem de Cura
de (89,30%+3,34). A resposta protetora apresentada por EELM neste protocolo sugere que o
extrato atue como agente antiulcerogénico, promovendo uma protecdo expressiva da mucosa
gastrica com uma tendéncia de resposta dose-dependente, sendo essa uma das caracteristicas
desejadas para um farmaco, uma vez que permite prever variacdes na respostas terapéutica e
facilita o ajuste de doses.

Diante dos efeitos encontrados da atividade gastroprotetora de L. macrophylla, de
forma subsequente, foi realizada a avaliacdo do extrato frente a outro agente lesivo, como o
etanol acidificado, nas respectivas doses (100, 250 e 625mg/kg).

O etanol acidificado provoca lesdo através de um efeito local na mucosa gastrica,
causando transtorno a sua integridade, dessa maneira € um modelo adequado para avaliar a
atividade citoprotetora de compostos. Forma-se lesfes necrosantes pela diminuicao da protegéo
a camada de muco, ocasionada pela solubilizacdo dos componentes desta barreira o que da
acesso ao acido do lumen estomacal. Nesse processo ocorre formacao de radicais livres e danos
a biomoléculas celulares, além de aumento na producdo de pepsina. Sendo um protocolo
apropriado para avaliar danos agudos (TUORKEY; KAROLIN, 2009; LI et al., 2013).

Os resultados obtidos neste experimento mostram que o EELM inibiu de forma
significativa as lesbes gastricas provocadas pelo etanol acidificado, da mesma forma que o
protocolo anterior. Foi possivel identificar efeito protetor do extrato ao analisar os parametros
como a Area Total Lesionada (ATL), e o indice de Les&o Ulcerativa (ILU) nas doses de (250 e
625 mg/kg), o Percentual de Ulcera (%) obteve significancia nas trés doses testadas, o
Percentagem de Cura obtido foi de (52,34%=4,83) para a dose de 250 mg/kg e (83,86%2,46)
para a dose de 625 mg/kg quando comparado ao grupo que recebeu apenas veiculo. Ao se
comparar o controle positivo (Carbenoxolona) e o veiculo apresentou uma Percentagem de Cura
de (82,39%z=1,53). Logo, pode-se partir do pressuposto de que o0 extrato atue na defesa da
mucosa gastrica, apresentando um padrao de atividade dose dependéncia, uma vez que quanto

maior a dose mais intensa foi a resposta observada.
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O desenvolvimento e a extensdo das lesbes gastricas estar sujeito & natureza e a
concentracdo do agente agressor, haja vista, que a patogénese das Ulceras pelo etanol absoluto
e acidificado é atribuida por varios mecanismos deletérios, nesses processos agressivos ha
também a geracdo de radicais livres comprometendo o sistema de defesa antioxidante,
ocorrendo a reducdo dos niveis de compostos sulfidrila, bem como a modulagdo do 6xido
nitrico (LA CASA et al., 2000; KONTUREK et al.,2003).

Por possuirem alta reatividade quimica, as espécies reativas de oxigénio (EROs)
causam alteracGes graves aos componentes celulares essenciais, como proteina, lipidios e
acidos nucleicos, o0 que podem causar a perda da funcéo bioldgica e a formacgéo de compostos
toxicos, participando dessa forma da patogénese de lesbes agudas induzidas na mucosa gastrica
(KAHARAMAN et al., 2003; INEU et al., 2008).

Diante do comprometimento da mucosa gastrica, muitos compostos de origem vegetal
possuem potentes atividades bioldgicas que estdo direta ou indiretamente relacionadas a
atividade gastroprotetora. Haja vista, que os compostos bioativos na L. macrophylla consta a
presenca de flavonoides, terpenos e taninos em partes da planta como folhas e cascas
(FERREIRA et al., 2005; MEDEIROS, 2008).

Os flavonoides que estéo presentes na L. macrophylla possuem a capacidade de inibir
enzimas especificas e estimular alguns hormdnios e neutrotransmissores além de sequestrar
radicais livres (HAVSTEEN, 2002). Segundo a literatura os flavonoides tém resultados
positivos no tratamento de doencas gastricas, porém pouco estudado em humanos. Contudo,
estudos desmontaram que sdo capazes de proteger a mucosa gastrica de substancias
necrotizantes, sendo eficazes no tratamento de Ulceras gastricas agudas e cronicas
(ZAYACHKIVSKA et al., 2005). Dessa forma, os compostos flavonoides entre os muitos
compostos ativos presente na espécie se destacam, podendo esta envolvido no mecanismo de
defesa da mucosa gastrica diante dos agentes indutores descritos.

Em presenca dos resultados obtidos na investigacdo da atividade do EELM levou a
investigacao dos efeitos deste diante da possivel prevencédo de Ulceras provocadas pelo uso de
anti-inflamatorios ndo esteroidais-AINES. No modelo apresentado de inducdo de Ulcera
gastrica por AINEs, a droga indometacina € a primeira escolha pelo seu alto potencial
ulcerogénico em comparacdo a outros farmacos da mesma classe de medicamentos.
(SULEYMAN et al., 2010; MADALOSSO, 2011).
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Os AINES sdo uma classe de medicamentos comumente empregada na clinica para
doencas inflamatorias e condi¢des dolorosas (ROBBINS, 2013), que tem como efeitos adversos
0 surgimento de lesdes na mucosa gastrica (LUZ et al., 2006; SUNG et al., 2009).

Apesar do gue seu mecanismo de acdo ndo esteja totalmente esclarecido, aponta-se
que os efeitos dos AINEs s&o mediados pela a inibicdo da isoforma do tipo 2 da enzima
ciclogenase (COX-2), que esté envolvida diretamente na febre, inflamacg6es e dores (ROBINS,
2013). A inibicdo da isoforma do tipo 1 da (COX-1) é exercida por AINEs néo seletivos, como
indometacina, promovendo dessa forma a reducdo dos niveis de PGE: e consequentemente 0s
niveis de muco, a qual tem grande importancia na prote¢do da mucosa gastrica. Dessa maneira
0 uso prologado desse farmaco estd associado diretamente ao surgimento de lesGes gastricas
(JONES et al., 1999; HALTER 2001).

No modelo de Ulceras induzidas por AINEs os resultados obtidos demostraram que o
todas as doses testadas (100, 250, 625mg/kg) foram capazes de reduzir as lesdes gastrica
causadas pelos anti-inflamatorios ndo esteroidais (indometacina + cetoprofeno), o EELM
reduziu a Area Total Lesionada (ATL), indice de Lesdo Ulcerativa (ILU), Percentual de Ulcera
(%), e a Percentagem obtendo o valor de (84,46%1,33, 75,00%+3,71, 72,27%+2,06),
respectivamente. Ao se comparar o controle positivo com veiculo foi obtido uma Percentagem
de Cura de (72,85%+2,42), demonstrando assim que as doses testadas foram equivalentes e
extremamente satisfatorias em observancia ao controle positivo estabelecido. Neste modelo
experimental ndo apresentou padrdo de atividade dose dependente nas doses do EELM testadas.

As PGs estdo diretamente envolvidas nos mecanismos de defesa da mucosa, as
mesmas participam da inibicdo da secrecdo de &cido, bem como na estimulagéo da producao de
muco, bicarbonato e fosfolipideos, melhorando a circulagdo sanguinea e consequentemente a
reparacdo do epitélio. Atuam também na inibicdo de mastdcitos e aderéncia de leucocitos e
plaquetas ao epitélio vascular (LAINE TAKEUCHI; TARNAWSKI, 2008 WALLACE, 2008).

Na auséncia do sistema de defesa da mucosa gastrica, a mucosa gastrica fica sujeita
aos danos dos fatores agressores (HAWKEY RAMPTON, 1985; DEY LEJEUNE; CHADEE,
2006). Um dos fatores agressores descrito para lesdo induzida pela indometacina é a producéo
de EROs. De acordo com estudo realizado duas horas apds a administragdo oral de
indometacina ocorreu aumento agudo na producéo de superdxido e peroxido de hidrogénio na
mucosa gastrica (HASSAN; MARTIN; PUIDG-PARELLADA, 1998).

Nesse contexto, de acordo com a literatura 0os compostos biologicos a partir de plantas

medicinais, como os flavonoides, possuem atividade antiulcerogénica e atuam na prevencao de



53

lesbes da mucosa géastrica induzidas por varios protocolos de inducéo de Ulceras (LEWIS, 1991;
BORRELLI et al., 2000). Como também na diminui¢do das lesbes gastricas causadas por
AINES, no modelo de inducéo com a indometacina (KLEIN-JUNIOR et al., 2012).

A atividade gastroprotetora dos flavonoides tem se atribuido na reversdo dos efeitos
oxidativos, no aumento da expressao das COX e na sintese das PGs (ADHIKARY et al., 2011).
A acdo dos flavonoides pode ser também mediada através da estimulagdo de bicarbonato e
muco (GRACIOSO et al., 2002), os mesmos estdo presentes no extrato das cascas de L.
macrophylla, sugerindo dessa maneira diretamente a participacdo dos flavonoides na producao
ou manutencdo do muco, na citoprotecdo da mucosa gastrica. Como também podem estar
contribuindo com o mecanismo antioxidante na resposta da gastroprotecdo frente aos danos
induzidos por indometacina.

Além da presenca dos flavonoides, os taninos presentes na L. macrophylla também
podem atuar na atividade gastroprotetora, autores relatam que os taninos em extratos vegetais
podem formar barreira fisica na mucosa gastrica ligando-se em proteinas do muco, podendo
assim evitar a formacdo de Ulceras e promover a cicatrizacdo (DA SILVA et al., 2010;
VASCONCELOS et al., 2010). Além disso, taninos sdo potentes sequestradores de radical
peroxil com propriedades antioxidantes, tal propriedade atua na protecdo das lesdes gastricas,
ja que os radicais livres sdo um dos fatores agressores da mucosa gastrica (OKUDA, 2005).

Outra classe de compostos bioativos que atuam na protecdo da mucosa sao 0s terpenos,
segundo Andrade et al. (2008), relatou a atividade antiulcerogénica de triterpenos pentaciclicos.
A atividade anti-inflamatoria esta relacionada aos terpenos, uma vez que a inflamacéo promove
a liberacdo de mediadores inflamatérios e citocinas pré-inflamatdrias aos quais promovem
danos a mucosa gastrica. O efeito anti-inflamatdrio ocorre por varios mecanismos de agdo como
a sintese de PGs responsaveis por controlar o fluxo sanguineo, a producdo de muco/bicarbonato
e a secrecdo 4cida entre outras vias (SZABO, 2014).

Dessa forma, supfe que as substancias presentes no EELM apresenta compostos
bioativos importantes na secrecdo de muco, bem como nos mecanismos antioxidantes, que
exercem atividade gastroprotetora atuando de maneira significativa frente as lesbes da mucosa

atribuindo o seu potencial gastroprotetor por diferentes modelos experimentais.
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7 CONCLUSAO

Com base nas analise dos resultados obtidos a partir da avaliacdo do efeito

gastroprotetor da espécie Licania macrophylla Benth. é possivel concluir que:

¢O EELM nas doses analisadas possui atividade gastroprotetora frente aos
modelos de Ulceras induzidos por etanol absoluto;

e A atividade gastroprotetora do EELM pelo modelo de ulceras induzidas por
etanol acidificado apresentou consideravel atividade nas doses analisadas;

O efeito gastroprotetor do EELM no modelo de ulcera induzido por drogas anti-
inflamatdrias ndo esteroidais demonstrou atividade bastante significativa nas doses
testadas;

¢O EELM apresentou perfil de dose dependéncia nos modelos de inducéo por
etanol absoluto e etanol acidificado;

¢O EELM ndo apresentou relacdo dose dependéncia no modelo de inducéo por

drogas anti-inflamatorias ndo esteroidais;

A espécie em estudo L. macrophylla é detentora de compostos bioativos com potencial
terapéutico frente ao surgimento de Ulceras gastricas induzidas por diferentes modelos
experimentais. Contudo, estudos complementares serdo necessarios para a elucidacdo dos

mecanismos envolvidos na agdo gastroprotetora da espécie.
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