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RESUMO

A Salvia officinalis L é popularmente utilizada como espasmolitico, anti-séptico e
antiinflamatério, além de seu uso bastante comum na culinaria. As folhas da Salvia
officinalis sao bastante conhecidas por suas propriedades antioxidantes. Todos
estes usos fazem da Salvia uma planta de grande interesse para estudos
cientificos que validem sua acdo. Para analisar a sua eficacia estudamos os
efeitos da Salvia officinalis sobre o trato gastrointestinal e procuramos identificar
as vias envolvidas no mecanismo da acao gastroprotetor utilizando dois tipos de
extratos: o extrato hidroalcéolico (EHS) e o extrato hidroalcéolico pds-percolacao
da Salvia officinalis (EHSp). Como o EHS foi mais efetivo que o EHSp em proteger
a mucosa gastrica de ratos contra lesdes induzidas por etanol 80% e em reduzir a
secregao acida gastrica, optamos por sua utilizacdo para o estudo do mecanismo
de acdo da atividade gastroprotetora da salvia. A atividade protetora gastrica do
EHS foi confirmada pelo aumento da cicatrizagdo da lesdo induzida cronicamente
com acido acético, ap6s o tratamento durante sete dias com o EHS. Para
esclarecer as vias envolvidas no efeito gastroprotetor do extrato, passamos a
estudar as acbes do EHS sobre alguns fatores envolvidos na protecdo e na
secrecao acida gastrica. A atividade sequestradora de radicais livres “in vitro” do
extrato foi confirmada através da metodologia de sequestro do radical livre DPPH
(2,2-difenil-1-picrilhidrazil). Para verificar a participagéo do sistema antioxidante “in
vivo” na reducao das lesdes gastricas induzidas por etanol 80% em ratos, foram
dosadas as enzimas glutationa S-transferase, catalase e superéxido dismutase,
além dos grupos sulfidrilicos nao protéicos (GSH). O EHS néo evitou a queda dos
niveis de GSH, foi capaz de impedir o aumento da atividade da enzima GST, o
aumento dos niveis da catalase e da superoxido dismutase, sugerindo que o
extrato € capaz de reduzir os niveis de perdxido de hidrogénio e anion superdxido.
O EHS reduziu “in vivo” o volume e a acidez da secre¢ao acida gastrica basal e a
estimulada pela histamina e “in vitro” a atividade da enzima H*, K*-ATPase,
sugerindo uma acao antagonista dos receptores H, e inibidora da bomba de
prétons na célula parietal. No efeito anti-secretor acido do EHS os receptores de
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gastrina (CCK2) e de acetilcolina (M3) parecem nao estar envolvidos ja que o
extrato ndo alterou a secrecdo acida gastrica induzida pela pentagastrina e pelo
betanecol em ratos e também nao alterou a taxa de esvaziamento géastrico e o
transito intestinal em camundongos. Também foram testados dois compostos
isolados da Salvia officinalis, o abietano e o acido oleandlico sobre a atividade da
bomba de prétons, porém apenas o abietano foi efetivo em reduzir a atividade da
enzima H", K*- ATPase. Os resultados obtidos indicam que o extrato bruto
hidroalcoodlico da Salvia officinalis (EHS) tem atividade gastroprotetora e esta acéo
envolve mecanismos antioxidantes enzimaticos (CAT, SOD e GST), reducdo da
secrecdo 4acida gastrica através da inibicdo da atividade da enzima H*, K*-
ATPase e dos receptores H, da célula parietal. Além disto, 0 composto isolado da
Salvia officinalis, abietano parece ser o responsavel pela inibicdo da bomba de
préton.
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ABSTRACT

Salvia officinalis (Lamiaceae) is used in traditional medicine because its various
properties such spasmolitic, anti-septic and antiinflamatory, besides its use for
culinary. The leaves of Salvia officinalis are known for their antioxidantes
properties. All these uses makes sage a very interesting plant for scientific studies
in order to validate its actions. So, the aim of this study was to analyse the actions
of sage in the gastrointestinal tract and also tried to identify the possible pathways
involved in that actions. For that, we used two extracts: the hidroalcoholic extract
(EHS) and the hidroalcoholic extract pos-percolation (EHSp). Since the EHS were
much more potent than EHSp in protecting the gastrointestinal mucosa against
lesion induced by ethanol 80% and in reducing the gastric acid secretion, we
focused our studies in EHS. The gastric protection activity of EHS was confirmed
by the acceleration in healing the mucosa after acetic acid -induced lesions and
treatment over 7 days with EHS. To elucidate the pathways involved in the
gastroprotective action of the extract, we studied its action in factors related to the
protection and the gastric secretion. The scavenger activity of EHS *“in vitro” was
confirmed with the DPPH assay. To analyse the participation of the antioxidant
system “in vivo” in the reduction of ethanol-induced gastric lesions, we evaluated
the activity of glutathione S-tranferase catalase and superoxide dismutase and also
the levels of GSH. EHS did not avoid the reduction of GSH levels, but it avoided
the increase of GST, CAT and SOD activity caused by ethanol, suggesting that the
extract is capable of reducing the levels of hydrogen peroxides and superoxide
anion. EHS reduced the volume and acidity of acid secretion, and also reduced the
stimulated one by histamine “in vivo” and inhibited the activity of H*, K*-ATPase,
suggesting an antagonist action in H, and an inhibitory action in proton pumps of
the parietal cells. Two chemicals components were isolated from sage, abietane
and oleanolic acid, and tested “in vitro” assay for H*, K*-ATPase, but only abietane
reduced the enzyme activity. All these results indicate that the crude extract of
Salvia officinalis (EHS) presents gastroprotective activity and this activity is due to

antioxidants enzymatic mechanism (CAT, SOD and GST), reduction of gastric acid
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secretion through H*, K*-ATPase inhibition and blockage of H, in the parietal cells.
Besides, abietane, a chemical compound isolated from Salvia officinalis, seems to
be the responsible for the inhibition of the enzyme activity.



1 Introducao

As plantas e extratos vegetais foram e continuam sendo uma importante
fonte de produtos naturais biologicamente ativos e, devido a sua grande
diversidade em termos de estrutura, propriedades fisico-quimicas e bioldgicas,
podem ser modelo para a sintese de inumeros farmacos (NODARI & GUERRA,
2000).

A reducédo da biodiversidade seja pelos desmatamentos para exploracao
da madeira, expansao de areas cultivadas ou como conseqléncia do aquecimento
global, despertou maior interesse pelas espécies que ora existem, mas que
poderdo estar extintas dentro de pouco tempo, trouxe a discussao sobre as perdas
que estas praticas acarretam e a necessidade de procedimentos que tenham
como meta o desenvolvimento sustentavel. A industria de medicamentos
percebeu nos produtos naturais uma grande oportunidade de desenvolvimento em
varios segmentos da cadeia produtiva, seja na industrializacao dos fitoterapicos,
na distribuicio de matérias—primas, na producdo de plantas medicinais etc
(FONTE, 2004).

Atualmente, estima-se que 50% do total dos farmacos mundialmente
utilizadas na clinica sdo derivados de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006).

Apesar de possuirmos a maior biodiversidade do mundo, até 2007 foi
desenvolvido apenas um medicamento genuinamente nacional. Isto, talvez seja
uma consequéncia da caracteristica do mercado farmacéutico brasileiro que é
composto por empresas multinacionais (70%) que vendem predominantemente
(90%) produtos de marca, originados a partir de pesquisas desenvolvidas em seus
paises de origem.

Apesar do percentual de crescimento do mercado de fitoterapicos ser
bastante significativo, apenas 8% da flora mundial apresenta estudos cientificos
que comprovam sua utilizacdo, sendo a maioria das indicacdes ainda baseadas na
tradicdo popular € na observacdo de efeitos com o relato de alguns casos
(NODARI e GUERRA, 2000). Assim, o aumento da pesquisa com produtos da



biodiversidade brasileira pode levar ao desenvolvimento de novos produtos de
qualidade (com eficacia e seguranca).

Um fator a ser levado em consideracao para o incentivo as pesquisas com
produtos naturais é a adesao do paciente ao tratamento que € um dos maiores
problemas para alcancar o sucesso no tratamento durante periodos longos. Esta
adesdo ao tratamento pode ser aumentada se for ofertado o Produto Natural/
Plantas Medicinais que consegue reunir um enorme grupo de simpatizantes que
“acreditam” na acao benéfica da planta e desta forma pode beneficiar o paciente
reduzindo significativamente a morbidade/mortalidade.

No Brasil, o consumo de produtos para o tratamento de Ulceras é
significativo. De acordo com estudo realizado por Arrais et al (1997), a classe de
medicamentos mais procurada na automedicacdo pela populacéo brasileira, é a
de medicamentos para o aparelho digestério e metabolismo (24%) seguido de
sistema nervoso central (18,2%) e sistema respiratorio (17,7%).

Por sua importdncia social e econémica, no Departamento de
Farmacologia da Universidade Federal do Parana o grupo de pesquisa do
Laboratério de Validacdo de Plantas Medicinais tem procuradodo demonstrar a
eficacia e a seguranca de produtos utilizados pela populacdo no tratamento dos
transtornos  gastricos, através de metodologia cientifica padronizada

internacionalmente.

1.1 Salvia officinalis L.

Foram utilizados nos experimentos extratos e fragcdes obtidos das folhas
secas de Salvia officinalis L, conhecida popularmente como salvia, salva, cha da
Grécia, cha-da-Franca, sabia, sal-das boticas, salva-comum, salva-das-boticas,
salva-de remédio, salva-dos jardins, salva-ordinaria, salvia-comum, erva sagrada
(ALONSO, 2004; LORENZI & MATQOS, 2002).

A Salvia officinalis é cultivada desde tempos remotos, sendo considerada
uma panacéia pelos gregos. Os egipcios a usavam para aumentar a fertilidade e

0S romanos a ingeriam para obter atividades estimulantes. Seu nome deriva do



latim “salvere”, que significa saudavel. Foi introduzida na América do norte no
século XVII (ALONSO, 2004).

1.1.1 Aspectos Botanicos:

A Salvia officinalis (Figura 1) é um subarbusto perene, pertencente a
familia das Lamiaceas. Caracteriza-se por apresentar uma altura entre 30 e 70
cm; raiz fusiforme e fibrosa, talo ereto lenhoso e quadrangular na base com
numerosas ramificagbes, folhas opostas, inteiras, glandulares ou rugosas,
finamente denteadas (Figura 2), as inferiores pecioladas e as superiores sésseis,
embranquecidas na parte de tras e verdes na frente, recobertas por uma
penugem. As flores sdo azul-violaceas, agrupadas em espigas terminais em
numero de 7 a 10, com intenso aroma e abundante néctar. As caracteristicas das
flores variam conforme a variedade da salvia. O fruto € tetraquénio (ALONSO,
2004; INFOAGRO, 2004).

Figura 1: Salvia officinalis L.
(Fonte: http:/pt.wikipedia.org/wiki/Images:Salvia_officinalis0.jpg)
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Figura 2: Folhas da Salvia officinalis L.

(Fonte: www.bbc.co.uk)

1.1.2 Constituintes Quimicos

Através de analises fitoquimicas do extrato de Salvia officinalis , algumas
substancias foram isoladas e identificadas como o acido rosmarinico, o acido
salviandlico, e o acido sagerinico ( LU & FOO, 1999). Constituintes diterpénicos do
tipo abietano, como o acido carnédsico, o carnosol, o acido royleandlico e 7-
methoxyrosmanol também j& foram isolados (WENKERT.et al, 1965; URONES et
al, 1998; GU et al, 2001) Flavondides (1- 3%), como a luteolina e glucoronideos
associados, hispidulina, 5-metoxi-salvigenina, genkwanina, 6-metoxigenkwanina,
apigenina, vicenina (ALONSO, 2004), e outras substancias, como &cido caféico,
clorogénico, elagico, ferulico, galico, labiatico e rosmarinico, taninos hidrolisaveis e
condensados (3-8%), asparagina (raiz), oleorresina (20%), acidos fosférico,
oxalico, ursdlico (2,1%), oleandlico e nitrico em forma de sais.

Também foram identificados alguns polissacarideos como arabinose
(30,4%), galactose (17,9%), 3-o-metilgalactose (3,0%), glucose (15,5%), manose
(8,3%), xilose (7,6%), fucose (2,6%), ramnose (6,7%), acidos uricos (8,0%) (GILLI
et al, 1994).



1.1.4 Atividades Biol6gicas

Varios estudos demonstraram que o género Salvia é fonte de alguns
potentes antioxidantes (CHIPAULT et al, 1952; CUVELIER et al, 1996). Estas
propriedades antioxidantes estdo relacionadas com a presenca do acido
rosmarinico e acido carnésico (CHANG et al. 1977; CUVELIER et al., 1994).
Estudos mais recentes revelaram a presenca de grande quantidade de
diterpenodides (GONZALEZ et al.,, 1992; TANG & EISENBRAND, 1992), acidos
fendlicos (TANAKA et al., 1996, 1997; LI, 1998; TEZUKA et al.,1998) incluindo
alguns novos metabdlitos do acido caféico como o acido sagerinico (LU et al.,
1999), e as sagecumarinas (LU et al., 1999) e flavondides. Sendo que os
derivados do acido rosmarinico (acido salviandlico K e |, sagecumarinas e acido
sagerinico) demonstraram maior potencial antioxidante que os flavonéides (LU,
2001).

Alguns de seus compostos fendlicos apresentaram uma grande atividade
sequestradora de espécies reativas de oxigénio, como anions superdxido, radical
hidroxila e oxigénio singlete, além de inibirem a peroxidacao lipidica (SANTOS-
GOMES et al, 2002).

Lamaison et al (1991), descreveram que 0s principios amargos (em
especial o carnosol) exercem uma atividade aperitiva-eupéptica (ALONSO, 2004).

Estudos realizados com extratos hidroalcodlicos de Salvia sobre o musculo
liso isolado de ratas, demonstraram uma atividade inibitéria de 60 a 80% nas
contragdes induzidas por histamina, acetilcolina, serotonina e cloreto de bario
(TODOROQV et al, 1984).

O éleo essencial tendo como maiores componentes as thujonas e camphor,
que, além de hepatotoxicos, sdo neurotdxicos de forma dependente da dose.
Concentragdes de 6leo essencial maiores que 200 ng/ml agindo diretamente no

figado, causaram toxicidade (LIMA et al, 2004).



O &cido carnésico e o carnosol, encontrados na Salvia officinalis, inibiram a
atividade da lipase pancreatica, enzima com importante papel na digestdo de
lipideos. Além disso, 0 acido carndsico também suprimiu a elevagdo de
triglicerideos (NIMOMIYA et al, 2004).

WILLERSHAUSEN et al (1991) atribuiram as atividades antimicrobianas
dos taninos presentes na Salvia a reducdo do crescimento de placas nos dentes,
inflamacao na gengiva e efeitos positivos na profilaxia de caries. MANOLOVA et al
(1995), justificaram a inclusdo da salvia, como um ingrediente ativo em
preparacoes que utilizam varias plantas para o tratamento de bronquite cronica e
aguda, pela sua suposta atividade anti-viral.

BARICEVIC et al (2001) atribuiram a presenca do acido ursoélico as
propriedades antiinflamatérias topicas do extrato cloroférmico das folhas de Salvia
officinalis observado no teste de edema de orelha induzido por éleo de créton em

camundongos.



1. 2 Fisiologia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal € um tubo muscular derivado do mesoderma com
um epitélio especializado que se estende desde a faringe posterior até o anus.
Além de serem responsaveis pela digestao, absorcao e excrecao das substancias
ingeridas, os 6rgaos que pertencem ao trato gastrointestinal também coordenam o
maior namero de células enddcrinas e imunes do organismo (GILBERT, 1994;
ALHMAN et al, 2001; KELLY et al, 2000).

1. 2.1 Secrecéao acida gastrica

As células parietais sdo as principais células secretoras de acido na
mucosa gastrica. Esta secrecao é regulada por mecanismos neurais, hormonais,

paracrinos e autécrinos em niveis central e periférico (KONTUREK et al, 2004).

O sistema nervoso central € considerado o mecanismo principal
responsavel pelo inicio da secrecao gastrica em resposta a uma antecipacado do
alimento através da liberacdo de acetilcolina pelos neurdnios eferentes vagais.
Diretamente a acetilcolina liga-se a receptores M3 na membrana basolateral das
células parietais e indiretamente estimula a liberacdo de histamina das células do
tipo enterocromafins (ECL) no fundo gastrico e a liberacao de gastrina das células
G do antro gastrico (ROBERTS et al, 2003; BRUNTON et al, 2006). A histamina
liberada pelas células ECL ativa as células parietais de maneira paracrina através
da interagcdo com receptores H,. A gastrina liberada das células G estimula as
células parietais diretamente através da ligacdo com receptores CCK 2 (CCK B)
presentes na membrana da célula ou indiretamente estimulando a liberacdo de
histamina das ECL. Além dos estimulos centrais, a gastrina pode ser liberada
através da distensdo local do estbmago e composicdo quimica do conteudo
gastrico. A ligacdo da acetilcolina, gastrina e histamina com seus respectivos
receptores acoplados a proteina G ativam segundos mensageiros. A ativacdo das
vias que dependem do Ca®* intracelular pela gastrina e acetilcolina e/ou de AMPc
pela histamina, ativam a H*, K- ATPase nas células parietais, resultando na
secrecao acida estomacal (BRUNTON et al, 2006).



1. 2.2 Fatores protetores da mucosa gastrica

O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estimulos nocivos que
podem causar lesdes. Estes estimulos podem ser os antiinflamatérios nao
esteroidais, alcool, alimentos em varias temperaturas, infec¢cdes por Helicobacter
pylori, lesdes relacionadas a isquemia/reperfusao e fatores endégenos como a
producéo fisioldégica de acido gastrico ou alteracbes de mucosa provocadas por
estresse. Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a mucosa gastrointestinal
apresenta fatores de protecdo (pré-epitelial, epitelial e subepitelial) (DONG &
KAUNITZ, 2006).

1.2.2.1 Fatores de Protecao Pré-Epiteliais:

Muco

O muco é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estdbmago até
o colon, formando um gel aderente a superficie que promove uma barreira
protetora entre o epitélio e o lumen contra agentes nocivos, enzimas e
microorganismos (ALLEN, 1989; ALLEN & HOSKINS, 1988; FORSTNER &
FORSTNER, 1994). A camada de muco funciona como uma barreira fisica,
impedindo o acesso da pepsina, presente no limen, a mucosa gastrica. Além
disso, mantém o gradiente de pH préximo a neutralidade, impedindo danos a
mucosa gastrica (ROSS & TURNBERG, 1983; SCHADE et al, 1994;
FLEMSTROM & KIVILAAKSO, 1983).

A regulacdo da secrecao de muco estd associada a fatores neurais,
hormonais e paracrinos. Normalmente a espessura da camada de muco é a
diferenca resultante entre a taxa de secrecéo e a erosao provocada pela digestao
enzimatica. A secreg¢ao continua de muco mantém as propriedades protetoras da
barreira, entretanto, alguns fatores como infeccao por Helicobacter pylori, Glceras

pépticas e colite ulcerativa podem comprometer a barreira de muco afetando a sua



estrutura e a sua espessura (ATUMA et al, 1998; NEWTON et al, 1998; PULLAN
et al, 1994; STRUGALA et al, 1998; YOUNAN et al, 1982).

Bicarbonato

A secrecao de HCO3 da superficie das células epiteliais € um mecanismo
de defesa no estdmago juntamente com a barreira de muco (FLEMSTROM &
GARNER, 1982). A regulacgéo fisiologica desta secrecao envolve diversos fatores,
como as prostaglandinas, peptideos e fatores neuronais. No duodeno, As
prostaglandinas sintetizadas pela COX-1 ativam a secrecdo de HCOg3 através da
interacdo com receptores EP3 e EP4 (FLEMSTROM, 1984; HOGAN et al, 1993).

Sabe-se também que o aumento da secrecdo de HCOj3; no duodeno é
mediado pela estimulacao da adenilato ciclase e elevacao nos niveis intracelulares
de AMPc, e que a ativagdo de EP3/EP4 resulta em um aumento do AMPc celular
através da proteina G (FLEMSTROM & GARNER, 1982; FLEMSTROM, 1987;
SIMSON et al, 1981; GARNER et al, 1990; AOQI et al, 2004)

No estbmago, o aumento da secrecdo de HCO;3; é regulado pelas PGE;
através da interacdo com receptores EP{ (TAKEUCHI et al, 2006).

1.2.2.2 Fatores de Protecao Epiteliais

Quando estas barreiras iniciais sado transpostas, sdo ativados mecanismos
complexos de protecdo epitelial e subepitelial. Um destes mecanismos é a
reducao do estresse oxidativo (DONG & KAUNITZ, 2006). Um radical livre é
definido como qualquer espécie quimica que contém um ou mais elétrons
desemparelhados. Espécies reativas de oxigénio (ROS) € uma expressao que
inclui radicais de oxigénio, como radical superéxido (O>*), hidroxila (OH), peroxila
(RO2) e hidroperoxila (HO,) e outros agentes oxidantes que ndo sao radicais,
como peréxido de hidrogénio (H>O.), acido hipocloroso (HOCI) e o0z6nio (Og),
porém podem ser convertidos facil e rapidamente em radicais (HALLIWELL &
GUTRIDGE, 1989).
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As espécies reativas de oxigénio sao produzidas durante o metabolismo
normal. Aproximadamente 95% do oxigénio molecular sofre reducdo pela
citocromo oxidase nas mitocéndrias para formacao de agua e estao envolvidos em
reacdes enzimaticas, transporte de elétrons da mitocondria, ativacao de fatores de
transcricdo nucleares, expressao de genes e agao antimicrobiana de neutréfilos e
macrégafos (BAYIR H, 2005). O restante do oxigénio é reduzido as espécies
reativas (DONG & KAUNITZ, 2006).

O trato gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades
de ROS pelas oxidases de mucosa como a xantina oxidase, mieloperoxidase
(MPO) e NADPH oxidase, encontrada em leucdcitos residentes (macréfagos,
neutroéfilos e eosindfilos) da lamina propria (GRISHAM & GRANGER, 1988). Além
disto, varios fatores podem acarretar o aumento da producao de ROS como, por
exemplo, o processo inflamatério e conseqlente recrutamento de neutréfilos por
citocinas pré-inflamatérias como a interleucina 18 (IL-1 B) e o fator de necrose
tumoral alfa (TNFa) (DONG & KAUNITZ, 2006).

Em geral, o ambiente redox (oxidacao-reducéo) do interior das células
impede os danos causados pelos radicais livres. Este ambiente redox € mantido
pela acdo de enzimas antioxidantes, como a superoxido dismutase (SOD),
catalase e glutationa. Altera¢des no estado redox e deplecao de antioxidantes pela
exposicao a agentes oxidantes levam ao estresse oxidativo e dano oxidativo
(BAYIR H, 2005).

1.2.2.2.1 Defesas Antioxidantes

As espécies reativas de oxigénio coexistem em equilibrio com moléculas
antioxidantes nas células. O aumento dos niveis intracelulares de ROS, a
diminuicdo das defesas antioxidantes, ou ambos é denominado estresse oxidativo.
O estresse oxidativo pode ser impedido por defesas antioxidantes enzimaticas e
quimicas. As enzimas que promovem a primeira linha de defesa contra superdxido
e peréxido de hidrogénio sdo a superéxido dismutase (SOD), catalase (CAT) e
glutationa peroxidase (GPx). Moléculas quimicas pequenas também tém papel



11

antioxidante como vitaminas, flavonéides, carotendides, acido urico e glutationa
(GSH), promovendo uma segunda linha de defesa (CNUBBEN et al. 2001).

GSH

O GSH é um tripeptideo (y - L- Glu- L- Cys- Gly) com alta capacidade
doadora de elétrons (alto potencial redox negativo) devido ao grupamento tiol (-
SH) na porgao cisteina, combinada com uma alta concentracdo intracelular,
resultando em um alto poder redutor. Estas caracteristicas justificam sua potente
atividade antioxidante e sua propriedade de cofator enzimatico, importantes para
regulacao da atividade celular. Sob condicdes de estresse oxidativo, as ROS sao
reduzidas por GSH com concomitante formacao do dissulfito oxidado, a GSSG (ou
glutationa oxidada). Apesar de sua relativamente resisténcia a oxidacao
espontanea, GSH reage rapidamente e de forma ndo enzimatica com o radical
hidroxila, com N2O3 e peroxinitrito (GRIFFITH, 1999).

Os radicais enddgenos, como peroxido de hidrogénio, sao reduzidos de
forma efetiva por uma peroxidase dependente de selénio, a GPx, que requer a
presenca do GSH como substrato. Durante esta reacdo, o GSH é convertido a
GSSG, que é transformado novamente em 2 GSH pela GSSG redutase com gasto
de NADPH/H*, formando entdo o ciclo redox, o qual é orientado por fatores
transcricionais (HADDAD, 2005). Devido a esta capacidade de regular o estado
redox de fatores de transcricdo, o GSH pode estar envolvido na regulacdo da
expressao de genes em resposta ao estresse. Além disso, o0 GSH é necessario
para a conversao da prostaglandina H, em prostaglandina E, e D, (LU et al, 2000),
para o controle das vias neuro-imune-endécrinas atuando como neurotransmissor
e também sendo cofator de diversas enzimas como as peroxidases,
transhidrogenases e glutationa S-transferase (GST) (MONKS & LAU, 1994;
MULDER & OUWERKERK, 1997).

Para manter o equilibrio redox celular, 0 GSSG é exportado das células

por proteinas de transporte dependentes de ATP, implicando que condicdes
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severas de estresses diminuem niveis celulares de GSH (LEIER et al, 1996;
MULCAHY & GIPP, 2005, CNUBBEN et al, 2001). Esta deplecdo de GSH esta
relacionada com a patofisiologia de muitas doencas. (CANTIN et al., 1989;
BUNNELL & PACHT, 1993; ROUM et al., 1993; SAUGSTAD, 1997), sugerindo um

importante papel do GSH na manutencgéao da integridade dos sistemas fisiologicos.

Glutationa S-Transferase

GST é uma super familia de isoenzimas que catalisam a conjugacao de
compostos eletrofilicos a GSH, produzindo compostos menos reativos. Estao
organizadas em sete principais classes de genes designadas a (alfa), o (um), T
(pi), 6 (teta), d (sigma), zeta e k (kappa). Sao proteinas diméricas compostas por
duas subunidades. Cada uma destas subunidades possui um sitio de ligacao para
a glutationa (sitio G) assim como um sitio adjacente hidrofébico para a ligacao do
substrato eletrofilico (CNUBBEN et al, 2001).

A GST participa da defesa contra o estresse oxidativo devido a
capacidade desta enzima em detoxificar compostos enddgenos que causam
danos (CNUBBEN et al, 2001). Nas reacdoes de conjugacdo, a GST atua
diminuindo o pKa da cisteina nucleofilica do GSH de 9,5 em solucao aquosa para
um valor mais neutro. Quando ligada no estado ativo, permite o GSH de formar
ligaches tio-éter com o agente oxidante em seu sitio eletrofilico, resultando em um

composto menos reativo quimicamente (SCHULTZ et al, 1997)

Catalase (CAT)

A catalase € uma enzima tetramérica encontrada em todos os organismos
aerobios. Ela metaboliza o peréxido de hidrogénio de maneira extremamente
rapida e pode atuar de duas maneiras, dependendo da concentracdo do substrato.
Em baixas concentragdes (< 1uM), atua como peroxidase (RH> + H.O, — R +

2H,0). Isto ocorre com uma variedade de doadores de hidrogénio, como etanol,
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metanol, fenol, nitritos e acido ascorbico. Em altas concentragdes de substrato, a
CAT decompde rapidamente o perdxido de hidrogénio téxico rapidamente
utilizando a reacao catalitica, na qual o H>O, atua como aceptor e doador de
hidrogénio: 2H,O, — 2H,0 + O,, promovendo a célula um mecanismo altamente
eficiente de remocdo do perbéxido de hidrogénio (OSHINO et al, 1973;
SCANDALIOS, 2005).

A catalase tem um papel protetor importante contra os efeitos téxicos dos
perdxidos gerados nos peroxissomos e 0s remove com grande eficacia (SIRAKI et
al, 2002).

Superoxido Dismutase (SOD)

As espécies reativas de oxigénio sdo liberadas dos neutréfilos ativados,
podendo resultar em danos teciduais. Em condigbes de estresse oxidativo, a
superoxido dismutase (SOD) atua como um sistema de defesa intracelular que
degrada o anion superdxido em oxigénio e peréxido de hidrogénio. As células de
mamiferos apresentam trés tipos de SOD, a CuZn-SOD ou SOD 1, a Mn-SOD ou
SOD 2 e a SOD extracelular ou EC-SOD. A SOD 1 esta localizada nos espacos
intermembranas da mitocéndria, nucleo e citosol. A SOD 2 esta localizada na
matriz mitocondrial e reage com alguns dos anions superdxidos gerados na cadeia
respiratdria de elétrons. A EC-SOD ¢é secretada extracelularmente e esta ligada a
polissacarideos sulfatados na superficie da célula (CHANDEL & BUDINGER,
2007; YASUI & BABA, 2006)

Estudos demonstraram que a SOD apresenta um alto poder inibitério da
inflamacdo mediada por neutréfilos através da modulagcdo da apoptose dos
neutrofilos (YASUI & BABA, 2006). Os neutréfilos estdo entre as primeiras células
a serem recrutadas para os sitios de inflamacao. Neutréfilos ativados aderem ao
endotélio vascular e transmigram para o espaco extravascular até o sitio alvo da
inflamacéao, onde liberam ROS, proteases, e diversas quimiocinas. ROS e
proteases danificam o tecido normal, e proteinas da matriz extracelular e citocinas

liberadas posteriormente mantém o influxo de células inflamatdrias.
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Os anions superéxido ativam células endoteliais e aumentam a infiltracao
de neutréfilos (SALVEMINI et al, 1999; MASINI et al, 2002), através da geracao de
mediadores quimiotaticos, como leucotrienos B4 (FANTONE & WARD, 1982), ou
através do aumento da expressao de moléculas de adesao ICAM-1 (CUZZOCREA
et al, 2001). A inibicao do superdxido impede a infiltracao de neutréfilos no local da
inflamacao (SALVEMINI et al, 1999).

&
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SOD - superoxido dismutase, CAT- catalase, GPX — Glutationa peroxidase, GR-
Glutationa reductase, GSH- Glutationa reduzida, GSSG - Glutationa oxidada,
NADP* - nicotinamida adenina dinucleotideo fosfato, NADPH - nicotinamida
adenina dinucleotideo fosfato reduzida

Figura 3: Resumo da formagédo das espécies reativas de oxigénio no organismo e agbes das
enzimas antioxidantes. Figura adaptada de KWIECIEN et al. Effects of reactive oxygen species
action on gastric mucosa in various models of mucosal injury. J Physiol Pharmacol, v. 53(1), pg.39-
50, 2002.

1.2.2.2.2 Prostaglandinas

As prostaglandinas (PG) sdo derivados de acidos graxos compostos por
20 carbonos. Sao encontradas em todos os tecidos e 6rgaos e estao envolvidas
em uma variedade de funcoes fisiolégicas e patoldgicas. Sao sintetizadas a partir
de diferentes 4cidos graxos essenciais, entre eles, o &cido araquidénico (AA). As
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PG derivadas do acido araquidénico sdo denominadas de série-2, e consistem a
prostaglandina E, (PGE,), prostaglandina D, (PGD.,), prostaglandina |, (PGly),
prostaglandina Fo4 € tromboxano A, (TXA2) (CALDER, 2001). As PG sao liberadas
da célula imediatamente apo6s a sintese e vao exercer suas funcgdes bioldgicas
através da interagcdo com receptores prostandides presentes nas superficies das
células de maneira autdcrina e paracrina (DEY et al, 2006).

As PG tém efeito na motilidade, secrecdo e citoprotegcdo do trato
gastrointestinal. As PGE, podem influenciar de duas maneiras a secre¢ao acida
gastrica. Em baixas concentracdes inibem a secrecdo acida através da interacao
com receptores EP3 e em concentracdes maiores estimulam a secrecao acida
através da interacdo com receptores EP4. Ambos os receptores estdo presentes
nas células parietais e nas células principais da mucosa gastrica (DING et al,
1997).

Com relacédo as defesas primarias da mucosa gastrointestinal, as PGE2
tem um efeito estimulatério na secrecédo de bicarbonato, este efeito parece estar
relacionado com receptores EP 1 no estdbmago e EP3/EP4 no duodeno
(HIROKAWA et al, 2004) e um efeito secretagogo de mucina (TANI, 1997). Esta
acao ocorre através da indugcdo da ativagdo do gene da mucina pela via ERK
MAPK/RSK1/CREB (CHO, 2005).

As PG também tém importante papel na citoprotecdo da mucosa
gastrointestinal, como em lesdes da mucosa pelo uso de antiinflamatérios nao
esteroidas, envolvendo fatores neurais, vasculares e hormonais (Brzozowki et al,
2005).

1.2.2.3 Protecao Sub Epitelial

Microcirculagdo

Um dos mais importantes componentes de defesa da mucosa € a resposta

da circulagdo sanguinea a agentes irritantes. Quando &cidos ou outros irritantes
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entram na camada subepitelial, neurbnios aferentes sensoriais medeiam um
rapido aumento no fluxo sanguineo da mucosa, permitindo a rapida remocéao das
substancias toxicas, limitando a penetragdo em camadas mais profundas da
mucosa (WALLACE et al, 1996).

Os neurdnios aferentes sensoriais, quando apropriadamente estimulados,
liberam peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) na vizinhanca das
arteriolas presentes na submucosa. O CGRP causa vasodilatacdo nestes vasos,
através da via mediado por 6xido nitrico (NO), aumentando o fluxo sanguineo. A
resposta hiperémica é também fundamental para processos de restituicao da
mucosa. Além do NO, as prostaglandinas também sdo importantes na
manutencdo do fluxo sanguineo durante o processo de restituicdo (HOLZER &
SAMETZ , 1986).

Inflamacéo

Quando os niveis superficiais de defesa da mucosa falham, ou sao
transpostos por fatores agressores, o préximo nivel de defesa da mucosa ativado
€ a resposta inflamatéria aguda. Os neutréfilos sdo recrutados da circulacédo para
o local de acéao para facilitar a cicatrizacao e reduzir a entrada de microorganismos
na circulagao sistémica (WALLACE, 2001).

A liberacao de fatores quimiotaticos (leucotrienos B4, fator ativador de
plaguetas) dos imundcitos da mucosa, como mastocitos e macréfagos, € sinal
para o extravasamento de neutréfilos com migracdo para o sitio da leséao
(WALLACE, 2001).

Ha varias maneiras nas quais aderéncias de neutréfilos ao endotélio
vascular contribui para a formagao de ulceras gastroduodenais. A aderéncia de
neutrofilos ao endotélio vascular € acompanhada por liberagdo de proteases e
espécies reativas de oxigénio. Estas substancias medeiam varios danos
provocados na mucosa gastrica por agentes irritantes, como os antiinflamatérios
nao esteroidais (WALLACE, 2001).
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1. 2.3 Ulcera Péptica

A Ulcera péptica pode ser definida como um desequilibrio entre fatores
protetores (bicarbonato, muco, prostaglandina, etc.) e fatores agressores (acido e
pepsina) da mucosa gastrica. Outros fatores como Helicobacter pylori e
antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) também podem ocasionar Ulceras.
Aproximadamente 60% das Ulceras pépticas estdo relacionadas com infeccao
estomacal por H. pylori (BRUNTON et al, 2006).

Ulceras sdo lesdes da mucosa gastrointestinal que penetram até a
muscularis mucosae. E resultado de necrose tecidual causada por isquemia da
mucosa, formacdo de radicais livres e redugdo do aporte de nutrientes
(TARNAWSKI et al, 1990; BAATAR et al, 2002). A ulcera péptica é considerada
doenga crénica, e a recorréncia anual é esperada na maioria dos casos
(BRUNTON et al, 2006).

1. 2.3.1 Farmacoterapéutica da Ulcera péptica

Por mais de um século, as Ulceras pépticas eram controladas
cirurgicamente, com altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento
farmacolégico resumia-se em neutralizar a acidez gastrica estomacal com a
utilizacdo de antiacidos, como bicarbonato de sédio (NaH.CQOs3), carbonato de
célcio (CaCOQOgs), hidroxido de aluminio (Al(OH)s) e hidroxido de magnésio
(Mg(OH),) ou associagdes. Porém, por alterar o pH gastrico e urinario, os
antiacidos tem a capacidade de interagir com uma variedade de farmacos através
de interacdes farmacocinéticas de dissolugcdo e absorcdo, biodisponibilidade e
eliminagédo renal. Alguns podem também quelar outras drogas presentes no trato
gastrointestinal, formando complexos insolluveis que passam pelo TGl sem serem
absorvidos. Assim, a supressao farmacoldgica efetiva e mais segura da secrecao
acida gastrica teve inicio com a introdugcdo dos antagonistas de receptores H, de
histamina nos anos 70. Estes farmacos inibem a produgéo acida por competirem
de modo reversivel com a histamina pela ligacdo aos receptores H, na membrana

basolateral das células parietais Atualmente existem quatro diferentes
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antagonistas de receptores Hp, a cimetidina, a ranitidina, a famotidina e a
nizatidina, possuem estruturas quimicas diferentes que possibilitam variagdo nas
interagbes com outros farmacos e alteram o perfil dos efeitos colaterais. Durante
os anos 80, as cirurgias de Ulceras pépticas diminuiram cerca de 85%, o que pode
ser atribuido ao uso de cimetidina e ranitidina. A partir de 1980 foram lancados os
farmacos que inibem a bomba H*, K*- ATPase (bomba de prétons) omeprazol,
lanzoprazol, rabeprazol e pantoprazol esomeprazol considerados, atualmente os
farmacos mais eficazes na supressdao da secrecdo de acido gastrico. O
desenvolvimento destes farmacos melhorou a inibicdo da acidez gastrica,
melhorando também a cicatrizacdo das Ulceras gastricas e duodenais. Estes
inibidores de bomba séo pré-farmacos, necessitando ativagdo em ambiente &cido.
Entram na célula parietal a partir do sangue e, devido a sua fraca natureza basica,
acumulam-se em canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde sao
ativados por um processo catalisado por prétons que resulta na formacao de uma
sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio de
ligacdo covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio extracelular da H*,
K*- ATPase, resultando em uma inativacao irreversivel da bomba. A secrecao do
acido so6 se reinica apds a insercao de novas moléculas de bomba na membrana
luminal. (YUAN et al, 2006; BRUNTON et al, 2006). Entretanto, estas duas
classes de farmacos, principalmente quando utilizados de forma croénica
promovem varios efeitos colaterais, entre eles a hipergastrinemia que pode estar
associada ao desenvolvimento do cancer gastrico. Os efeitos colaterais agravados
pela utilizacdo prolongada levam ao estudo para o desenvolvimento de
alternativas que associem multiplas acdes, reduzindo os mecanismos reflexos

compensatérios.
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2 Objetivo Geral:

Avaliar os efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis L sobre o
trato gastrointestinal e algumas vias envolvidas no mecanismo de acao

gastroprotetor em modelos animais.
2.1 Objetivos especificos:

1. Avaliar os efeitos dos extratos de Salvia officinalis na protecdo da mucosa

gastrica contra lesées induzidas por etanol em ratos.

2. Avaliar os efeitos do extrato de Salvia officinalis na cicatrizacao de lesdes

induzidas com acido acético em ratos.

w

. Avaliar os efeitos dos extratos de Salvia officinalis na reducdo da secrecao

acida gastrica, utilizando o modelo de ligadura do piloro em ratos.

4. Avaliar o mecanismo de acao responsavel pelo efeito sobre a secrecao
acida gastrica: receptores histaminérgicos, colinérgicos e de gastrina em
ratos.

. Avaliar o efeito do extrato e substancias isoladas da Salvia officinalis sobre a

)]

atividade da enzima H+, K+ ATPase “in vitro”.

6. Avaliar a acdo sequestradora de radicais livres dos extratos de Salvia

officinalis “in vitro”.

7. Avaliar a atividade antioxidante do extrato, através de sua acao sobre os
niveis de enzimas antioxidantes (catalase, glutationa S-transferase e

superoxido dismutase)

8. Avaliar a acdo dos extratos de Salvia officinalis sobre a motilidade

gastrointestinal em camundongos.
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3. Material:

3.1 Material Botanico:

As folhas de Salvia officinalis foram fornecidas pela Chamel Industria e
Comércio de Produtos Naturais Ltda.

A preparacdo dos extratos e fragdes da planta foram realizadas pelo Prof.
Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti, do Departamento de Quimica da UFSC.

3.2 Animais

Foram utilizados camundongos (Mus musculus, variedade Swiss) adultos,
machos e fémeas, com peso variando entre 15 a 30g; ratos (Ratus norvegicus,
variedade Wistar) adultos, fémeas, com peso variando entre 150 a 300g e coelhos
(Oryctolagus cuniculuc) albino adultos, machos e fémeas, com peso variando
entre 1 a 2kg, adquirido na Cooperativa dos Produtores de Coelho do Estado do
Parana (Coelho Brasil), Sao José dos Pinhais, PR. Os camundongos e ratos foram
fornecidos pelo Biotério da Universidade Federal do Parana e adquiridos do
Instituto de tecnologia do Parana (TECPAR) com condicbes controladas de
temperatura e iluminacao (ciclo claro/escuro de 12 horas), com acesso livre a
agua e ragao. Os protocolos experimentais que utilizaram animais estdo de acordo
com as normas internacionais e foram aprovados pelo Comité de Etica em

experimentagcdo Animal da UFPR, com o nimero de protocolo 161.
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4. Metodologia

4.1 Métodos Fitoquimicos — Preparagao dos extratos brutos hidroalcéolicos:

Os extratos de Salvia officinalis (EHS) foram obtidos a partir de uma
quantidade de 2kg de planta seca e moida, utilizando os métodos de percolagéo e
maceracao, ambos utilizando etanol 85% como solvente. Foram obtidos 10 litros
de percolado, o qual foi concentrado no rotaevaporador na temperatura de 45° C
rendendo 154,89 (7,74%) de percolado hidroalcéolico seco. Como neste
procedimento a planta fica em contato com o solvente extrator por apenas alguns
minutos, foi também realizado o procedimento de maceragdo para obtencédo de
um extrato pds-percolacao de Salvia officinalis (EHSp), que consiste em deixar a
planta em contato com o solvente (etanol/15%agua) por um periodo maior de
tempo (8 dias). Ap6s a maceragéo, o solvente foi concentrado em rotaevaporador
na temperatura de 45° C, e apresentou rendimento de 320g de extrato bruto

hidroalcdolico seco.
4.2 Diluigédo dos extratos (EHS e EHSp) da Salvia officinalis L.

Ambos os extratos foram diluidos com agua destilada a frio, com a adicao de

Tween 80 ©.
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4.2 Métodos Farmacoloégicos

4.2.1 Avaliacao da Atividade Protetora Gastrica

4.2.1.1 LesOes gastricas induzidas por etanol

As lesOGes gastricas induzidas por etanol (inducdo aguda) seguiram
metodologia descrita por Robert e colaboradores (1979)

Ratos fémeas foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso livre
a agua. Grupos de 6 animais foram tratados por via oral com o veiculo (dgua - 0,1
mL/100 g), omeprazol (40 mg/kg) e o extrato (EHS - 30, 100, 300, 1000 mg/kg e
EHSp - 100, 300, 1000 mg/kg). Sessenta minutos apds estes tratamentos, foi
administrado etanol 80% (0,5 ml/200 @) por via oral. Uma hora ap6s a
administragdo do etanol, os animais foram mortos por deslocamento cervical e os
estbmagos removidos, distendidos e fixados com alfinetes para a analise das
lesbes gastricas.

A avaliacdo das lesdes gastricas induzidas por etanol foi realizada pela
medida da area de lesdo por meio de uma régua graduada (mm).

4.2.1.2 Lesbes gastricas induzidas por acido acético (TAKAGI et al., 1969)

As lesGes gastricas induzidas por &cido acético (inducdo crbnica)
seguiram metodologia descrita por Takagi e colaboradores (1969)

Grupos 6 de ratas forem previamente submetidas a uma dieta alimentar
padronizada (2 vezes por dia). Ao final do terceiro dia, os animais foram
submetidos a cirurgia para a inducéo das ulceras. Os animais foram anestesiados
com éter etilico. Apds exposicao do estdbmago, foi injetado 50 uL de acido acético
20% na subserosa da parede gastrica anterior. O estdmago foi lavado
cuidadosamente com salina 0,9% e a parede abdominal suturada. Apds a
recuperagao da anestesia, os animais retornaram ao biotério e continuaram sob
regime de restricdo alimentar com consumo livre de agua. Os tratamentos foram

iniciados administrando o veiculo (agua - 0,5 mL/100 g), o omeprazol (40 mg/kg) e
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as diferentes doses do extrato (EHS - 10 ,30, 100, 300 mg/kg) por gavagem, 30
minutos ap6s o consumo de racao. O tratamento iniciou sete dias apds a cirurgia e
teve a duragdo de 7 dias. Ao final do tratamento, os animais foram mortos, o
estdbmago removido e esticado para posterior inspecao da mucosa e determinacao
da cicatrizagao.

A avaliacdo das lesdes gastricas induzidas por acido acético foi
realizada pela medida da altura e didametro da lesdo por meio de uma régua

graduada (mm?).

4.2.2 Avaliacao do mecanismo de acao gastroprotetor da Salvia officinalis

4.2.2.1 Estudo in vitro da atividade sequestradora de radicais livres (DPPH)

A reatividade dos extratos de Salvia com o radical livre estavel 2,2-difenil-
1-picrilhidrazil (DPPH) foi determinada através de medidas de alteragdo da
absorbancia a 517 nm, de acordo com o método descrito por BLOIS (1958) e
CHEN et al (2004), com algumas modificacoes. O sistema de reacdo foi
constituido de 750 uL de solugcao teste (EHS e EHSp) e 250 uL de solucao
metandlica de DPPH (1mg em 25 ml). Ap6és 5 minutos, o decréscimo da
absorbancia foi medido. A solugdo do agente redutor, acido ascorbico (50 pg/ml),
foi utilizada como controle positivo do teste e como controle negativo foi utilizado a

agua destilada.

4.2.2.2 Quantificacéo de grupos sulfidrilicos nao protéicos

Estdmagos previamente submetidos ao etanol 80% foram utilizados para
verificar a participacao dos grupamentos sulfidrilicos ndo protéicos na protecao da
mucosa pelo EHS. Os niveis de GSH na mucosa géstrica foram determinados

através de um ensaio de fluorescéncia baseado em Hissin et al (1976). A parte
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glandular da mucosa gastrica foi diluida em tampao 100 mM NaH,PO,4 (pH 8.0)
contendo 5 mM EDTA. Os homogenatos receberam acido tricloro acético (ATC)
30% e depois foram centrifugado a 1940 g por 6 minutos. Forma adicionados 100
pul de OPT (o-phthalaldehydo) ao sobrenadante e a fluorescéncia resultante
medida ap6s 15 minutos de incubacao na auséncia de luz. A curva analitica foi
preparada com GSH 0 a 40 mM. Os resultados foram expressos em nmoles de
GSH/ g de tecido.

4.2.2.3 Caracterizacao da atividade da Glutationa S- Transferase (GST) na regiao
Glandular Gastrica

Estbmagos previamente submetidos ao etanol 80% foram utilizados para
verificar a participacdo da enzima glutationa S-transferase (GST) na protecao da
mucosa pelo EHS. O método para a determinacao da atividade da GST presente
na mucosa gastrica foi realizado com base no método de HABIG et al (1974). A
atividade especifica da GST foi determinada pela conjugacdo do CDNB com a
glutationa reduzida (GSH), na presenca de citosol gastrico, por leitura
espectrofotomética a 340 nm. As reacbes foram realizadas em tampao fosfato de
potassio 100 mM em pH 6,5 e temperatura ambiente.

A atividade especifica da GST foi expressa em nmoles/mg/min, utilizando
o coeficiente de extincao da glutationa de 9,5 mM/cm.

4.2.2.4 Caracterizacdo da atividade da catalase (CAT) na regidao Glandular

Gastrica

Estbmagos previamente submetidos ao etanol 80% foram utilizados para
verificar a participacdo da catalase (CAT) na protecdo da mucosa pelo EHS. A
determinacao da atividade da CAT presente na mucosa gastrica foi realizado com
base no método de AEBI et al (1984). A mucosa gastrica foi homogeneizada em
tampéao fosfato pH 6,5. Em uma cubeta de quartzo 990 ul de solucdo reacédo 20
mM (Tampéo Tris/ EDTA 5mM, pH8,0 + perdxido de hidrogénio 30% + agua miliQ)
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foram adicionadas a 10yl da amostra diluida, foram feitas 2 réplicas de cada
amostra. A absorbancia foi medida em comprimento de onda de 240 nm.

4.2.2.5 Caracterizacdo dos niveis de superdxido dismutase (SOD) na regiao
Glandular Gastrica

Estbmagos previamente submetidos ao etanol 80% foram utilizados para
verificar a participacdo da enzima superéxido dismutase (SOD) na protecao da
mucosa pelo EHS. O método para determinacdo da atividade da enzima
superodxido dismutase (SOD) foi realizado com base no método de Marklund et al
(1974) e Gao et al (1998) e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a
autooxidacao do pirogallol. As reacoes foram realizadas em tampao Tris HCI 200
mM com 2mM de EDTA em pH 8,5 e temperatura ambiente.

Em um eppendorf foram adicionados 442,5 ul Tampéao Tris - EDTA e 20 ul
de amostra. Apds agitacao em vortex, 25 pl de pirogallol 1 mM foram adicionados
e incubado por 20 minutos. 12,5 ul de HCI 1N foram utilizados para parar a
reacao. Os eppendorfes foram centrifugados por 4 minutos a 14000 rpm e 300 pl
do sobrenadante pipetados em microplaca para leitura em espectrofotbmetro a
205 nm.

Os resultados foram comparados com o controle (Tampao Tris-EDTA com
pirogallol sem incubagédo + média sem amostra sem incubagao), sendo este valor
igual a 100%. A quantidade de proteina que inibe a reagcdo em 50% (ICsp) equivale
a 1 unidade (U) de SOD. Os resultados sao expressos em U de SOD/mg de
proteina.

4.2.3 Avaliacao da Atividade Anti-Secretora acida

4.2.3.1 Ligadura de Piloro

A avaliacao da atividade anti-secretora acida basal foi realizada conforme
metodologia de Shay e colaboradores (1945)
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Os animais foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso livre a
agua. Ratas foram anestesiadas com éter e colocadas em decubito dorsal em uma
placa de isopor. Através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, foi
localizado o estdbmago e procedido a ligadura do piloro com linha. Uma hora antes
da cirurgia, os animais recebem o omeprazol (40mg/kg) por via oral. Durante a
cirurgia, por via intraduodenal, os animais recebem o veiculo (agua - 0,1 mL/100
g) e o extrato (EHS - 100, 300, 600, 1000 mg/kg e EHSp - 100, 300, 1000). A
sequir, foi suturada a parede abdominal. Quatro horas apés a cirurgia, os animais
foram mortos com anestesia etérea profunda e seus estdbmagos removidos. O
esbfago foi fechado através do pingcamento do eséfago para evitar perda do
material secretado. O 6rgéo foi lavado com agua, secado em gaze e aberto ao
longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 mL de agua destilada,
recolhendo-se o suco gastrico e o lavado em tubos de ensaios para a
centrifugacdo (1500 rpm durante 30 minutos). Ap6s a centrifugacdo, o volume
gastrico foi quantificado em proveta e a acidez total (mEq[H']}/mL/4 h) foi
quantificada por titulacado simples com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2%
como indicador acido-base (DOMER, 1971).

4.2.3.2 Estudo do mecanismo de acao anti-secretor acido

4.2.3.2 a Avaliacao da atividade anti-secretora acida estimulada por
Pentagastrina, Betanecol e Histamina

Os animais foram mantidos em jejum de 15 a 18 horas com acesso livre a
agua. As ratas foram anestesiadas com éter e colocadas em decubito dorsal em
uma placa de isopor. Através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, foi
localizado o estdbmago e procedido a ligadura do piloro com linha. Os animais
foram distribuidos aleatoriamente nos grupos: betanecol + atropina; betanecol +
extrato; betanecol; pentagastrina + extrato; pentagastrina; histamina + cimetidina;

histamina + extrato; histamina; extrato e controle (agua). No momento da ligadura
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por via intraduodenal os animais receberam o veiculo (d4gua - 0,1 mL/100 g),
cimetidina (60 mg/kg) e o EHS (700 mg/kg) e por via sub-cutdnea a atropina
(1mg/kg). A seguir, foi suturada a parede abdominal. Apés 1h da ligadura os
animais receberam os estimulos secretagogos s.c histamina, pentagastrina e
betanecol. Quatro horas apds a cirurgia, os animais foram mortos com anestesia
etérea profunda e seus estdmagos foram removidos apdés o pingcamento do
esbfago para evitar a perda do material secretado. O 6rgao foi lavado com agua,
secado em gaze e aberto ao longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com
3 mL de agua destilada, recolhendo-se o suco gastrico e o lavado em tubos de
ensaios para a centrifugacdo (1500 rpm durante 30 minutos). Apds a
centrifugacdo, o volume gastrico foi quantificado em proveta. A acidez total
(mEq[H+])/mL/4 h) foi quantificada por titulagdo simples com NaOH 0,1 N,
utilizando fenolftaleina 2% como indicador acido-base.

4.2.3.2 b Estudo da atividade enzimatica da H*, K*- ATPase in vitro :

Isolamento das vesiculas gastricas de coelho

O coelho foi morto por concussao cerebral. O estémago foi extraido,
acondicionado em banho de gelo, aberto pela curvatura menor, lavado e
descartadas as regides antral e cardial. A mucosa do corpo gastrico foi
rapidamente separada das camadas muscular e submucosa. A mucosa gastrica
foi picada em pedagos menores, pesada, transferida para o tampdo de
homogeneizacéao (Tris HCI 50 mM- pH7,4 — sacarose 250 mM, MgCl, 10 mM, KCI
5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de protease 0,01%) e
homogeneizada. O homogenato foi centrifugado a 9000 x g por 40 minutos, o
precipitado foi descartado e o sobrenadante novamente centrifugado a 100000 x g
por 1h, obtendo-se um precipitado com as vesiculas da membrana apical
contendo a H*, K" ATPase nao purificada (KUBO et al, 1995).
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Purificacdo da H*, K" ATPase de coelho

Realizado por centrifugacdo, em gradiente descontinuo de sacarose
segundo método de KUBO et al (1995). O precipitado contendo a H*, K* ATPase
foi suspenso novamente em tampao de homogeneizacdo (sacarose 250 mM,
MgCl> 2 mM, &cido etilenoglicol-tetracético (EGTA) 1 mM e Tris HCI 50 mM — pH
7,4) e foi cuidadosamente adicionado a uma solugcéo de sacarose 30% (1:3). Os
tubos foram centrifugados a 100 000 x g por 2 horas. Duas bandas e um
precipitado foram obtidos. As membranas sedimentadas na superficie da solucéao
de sacarose 30% foram coletadas. Todos os procedimentos foram realizados a 4°
C. O material enzimatico foi congelado e guardado a — 70° C.

A quantificagdo protéica foi realizada através do kit de andlise protéica
BCA — Pierce, utilizando albumina bovina como padrao.

Ensaio da atividade enziméatica da H*, K" ATPase

A atividade ATPasica foi medida mediante a quantificacdo do fosforo
inorganico (Pi) liberado da hidrolise de ATP exd6geno, na presencga de K*. A reacao
teve inicio pela adicao da proteina enzimatica a 150 ul de tampéao Tris HCI (pH7,4)
contendo cloreto de magnésio 2,5mM, cloreto de potassio 20 mM e ATP, na
auséncia e na presenca do extrato. A reacdo foi interrompida, apés 20 min de
incubacgdo a 37° C pela adicdo de 50 ul de ATC 50% e esfriamento rapido em
banho de gelo (MURAKAMI et al, 1992). A quantificacdo do fosfato inorganico
liberado foi realizada através da adicdao de 900 ul da solucédo reagente (4,7 ml de
agua; 0,7 ml de acido sulfarico 10 N; 0,6 ml de molibdato de aménio 2,4%; € 3 ml
de acido ascorbico 10%) nas amostras, que foram entao incubadas por 20 min a
37° C. O produto obtido foi quantificado por leitura espectofotométrica a 820 nm
(Fiske & Subbarow, 1925; Tersariol, 1989). A atividade enzimatica foi calculada

utilizando o coeficiente de extingao do Pi (e=11000/M/cm).
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4.2.4 Avaliacao da Motilidade Gastrointestinal

4.2.4.1 Esvaziamento Gastrico de semi-sdlidos

A avaliacdo do esvaziamento gastrico foi realizada conforme metodologia de
Scarpignato e colaboradores (1980) e consiste na administracdo de um marcador
colorido semi-sélido (vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5%) e na
avaliacao da quantidade do marcador que permanece no estdbmago durante um
periodo de tempo. Camundongos, em jejum de 6 horas foram tratados e apés 30
minutos ou 1 hora dos tratamentos, foi administrado o marcador colorido. O grupo
controle tempo zero foi morto por deslocamento cervical logo apés a
administracdo do marcador colorido, e o0s outros grupos apdés 15 min da
administragcdo. A cavidade abdominal foi aberta, o piloro e a parte distal do
esbfago foram pingados, o estbmago foi retirado com seu conteudo e entdo aberto
e lavado com 7 ml de &gua destilada. O conteudo géastrico foi coletado e
centrifugado a 1500 x g por 15 min. 0,6 ml do sobrenadante foi coletado, e
adicionado a 0,6 ml de NaOH 1N (pH12). Os resultados foram obtidos por leitura
espectofotométrica a 560 nm, e expressos em porcentagem de esvaziamento

gastrico em relagdo ao grupo controle tempo zero.

4.2.4.2 Transito Intestinal

A avaliagédo do transito intestinal foi realizada conforme metodologia de Sticney e
Northup (1959). O método consiste na administragcdo de um marcador colorido
(vermelho de fenol 0,05% em carboximetilcelulose 1,5%) e na avaliacdo do trajeto
do mesmo no intestino delgado durante um periodo de tempo. Camundongos, em
jejum de 6 horas, foram tratados e apds 30 minutos ou 1 hora dos tratamentos, foi
administrado o marcador colorido. O grupo controle tempo zero foi morto, por
deslocamento cervical, logo apdés a administracdo do marcador colorido, e 0s
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outros grupos apdés 15 minutos da administracao. A cavidade abdominal foi aberta
e o intestino delgado removido. Com auxilio de uma régua, determinou-se o
comprimento total do intestino delgado de cada animal (distancia entre o piloro até
a valvula ileocecal), e a distancia percorrida pelo marcador (até a ultima porcao
que contenha pelo menos 1 cm continuo do marcador). Os resultados foram
expressos em porcentagem da distancia percorrida pelo marcador em relagcao ao
comprimento total do intestino delgado.

4.3 Expressao dos dados e analise estatistica

Os dados foram representados como médias + erro padrao das médias de
6 - 7 animais por grupo nos experimentos in vivo e 3 amostras dos experimentos
in vitro. As diferengas entre as médias foram determinadas atraves da analise de
variancia (ANOVA) de uma via, seguida pelo teste de Bonferroni. As analises
foram realizadas usando o Programa para Windows, GraphPad Prism versao 4.0
(GraphPad Software, San Diego, EUA). Um valor de p menor que 0,05 foi
considerado significante. As DEsy e Clso foram calculadas pela equagao y =
(m1x100) / m1+m0), utilizando o programa Kaleida Graph for Windows (Synergy
Software , Pensylvania, EUA).
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5 Resultados

5.1 Efeito do extrato hidroalcéolico da Salvia officinalis (EHS) sobre as
lesdes gastricas induzidas por etanol em ratos.

A média das areas das lesdes provocadas por etanol 80% (0,5 ml/200 g -
vo) foi de 112,445,773 mm?® O omeprazol, 40mg/kg (controle positivo do teste),
reduziu a area das lesées em 57,98% (47,22+ 6,38 mm?). O EHS reduziu as areas
das lesbes para 72,40+13,79; 57,10+6,65; 23,90+5,87 e 10,25+3,14 mm? com as
doses de 30, 100, 300 e 1000 mg/kg, respectivamente. A DEs, calculada do EHS
foi de 80,84 +11,77 mg/kg. (Figuras 4 e 5).
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Figura 4: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 30, 100, 300 e 1000 mg/kg,
vo), do Omeprazol (O: 40 mg/kg- vo) e da agua (C: 1mL/kg) sobre lesdes gastricas induzidas por
etanol (80%, 0,5 ml/200 g - vo) em ratos fémeas. Os resultados estdo expressos como médias +
erro padréo das médias de 5 a 6 animais e representam a &rea das lesdes. A diferenga entre os

grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

* Diferente do grupo controle para p < 0,05, ** para p <0,01 e *** para p <0,001.
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Figura 5: Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis (EHS: 30, 100, 300 e 1000mg/kg,
Vo), sobre lesbes gastricas induzidas por etanol (80%, 0,5 ml/200 g - vo) em ratos fémeas. Os
resultados estao expressos como porcentagem da média da area de lesdes produzidas na mucosa

gastrica de 5 a 6 animais, considerando os estdmagos dos grupos controle como 100% lesionados.

5.1.2 Efeitos do extrato hidroalcoolico da Salvia officinalis pés percolacao

(EHSp) sobre as les6es gastricas induzidas por etanol em ratos.

No grupo controle (C: animais que receberam apenas agua), a média das
areas das lesdes provocadas por etanol 80% foi de 90,94 + 8,17 mm? O
omeprazol, controle positivo do teste, reduziu a area das lesdes para 38,06t 8,9
mm? (58,15%). O EHSp manteve as lesdes dos grupos de dose 100 e 300 mg/kg
(93,50+8,5 e 93,33+17,62 mm?, respectivamente) semelhantes a area das lesdes
do grupo controle. A dose de 1000 mg/kg reduziu a area das lesdes para 93,50
30,08 + 7,06 mm? (66,92%) (Fig 6).
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Figura 6: Efeitos do extrato hidroalcdolico de Salvia officinalis pds percolagao (EHSp 100, 300 e
1000mg/kg, vo), do Omeprazol (O: 40 mg/kg- vo) e da agua (C: 1mL/kg) sobre lesdes gastricas
induzidas por etanol (80%, 0,5 ml/200 g - vo) em ratos fémeas. Os resultados estdo expressos
como médias * erro padrdo das médias de 5 a 6 animais e representam a area das lesdes. A

diferenca entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida do Teste
de Bonferroni.

CL= controle lesado e O= omeprazol

** Diferente do grupo controle para p <0,01.
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5.1.3 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) sobre as

lesdes gastricas induzidas por acido acético em ratos:

No grupo controle (C: ratos tratados apenas com agua), a média das areas
das lesdes provocadas por acido acético 20% foi de 106,70+ 22,56 mm?>. O
omeprazol, controle positivo do teste, reduziu a area das lesdes para 24,72+ 5,3
mm?® (75,22%). O EHS reduziu a area das lesbes para 43,92+8,9; 35,73+5,74;
25,25+3,95 e 22,4+515 mm® com as doses de 10, 30, 100 e 300 mg/kg,

respectivamente (Fig 7).
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Figura 7: Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis (EHS: 10, 30, 100, 300 mg/kg, vo),
do Omeprazol (O: 20 mg/kg- vo) e da agua (C: 1mL/kg) em ratos fémas apds indugcao de lesdes
gastricas por acido acético 20%. Os resultados estdo expressos como médias + erro padréo das
médias de 5 a 6 animais e representam a area das lesdes. A diferenga entre os grupos foi

verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p < 0,001.
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5.2 Avaliacao do mecanismo de acao gastroprotetor da Salvia officinalis L.

5.2.1 Efeito do extrato hidroalcoolico de Salvia officinalis (EHS) sobre o
sequestro do radical livre DPPH (1,1- difenil-2-picrilhidrazil):

O grupo controle, na auséncia do EHS, apresentou atividade sequestrante
do radical DPPH de 0,2853 + 0,021 nm. O acido ascorbico, utilizado como controle
positivo, reduziu os niveis de DPPH em 68,10% (0,091 £ 0,002 nm). O EHS nas
concentracdes de 30, 100 e 300 pg/ml reduziu os niveis de DPPH em 25,45%
(0,2127£0,005 nm), 77,57% (0,064+0,004 nm) e 92,76% (0,02067+0,005 nm),
respectivamente; com uma Clsy de 49,30+12,97 ug/ml (Figs 8 e 9).
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Figura 8: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 10, 30, 100, 300, ug/ml) e do
acido ascorbico (AA: 50 pg/ml) na capacidade de seqiestro do radical livre DPPH. A diferenca
entre os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de

Bonferroni.

*Diferente do grupo controle para p < 0,05 e *** para p < 0,001.
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Figura 9: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 3,10, 30, 100, 300, ug/ml),
sobre a o sequestro do radical livre DPPH. Os resultados estdo expressos em % de sequestro,
considerando 100% o sequestro do DPPH na auséncia de EHS.

5.2.2 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHSp) pés
percolacao no sequiestro do radical livre DPPH:

O grupo controle, na auséncia do EHSp, apresentou atividade
sequestrante do radical livre DPPH de 0,2853+0,021 nm. O acido ascérbico,
utilizado como controle positivo, reduziu os niveis de DPPH em 68,10%. O EHSp
reduziu os niveis de DPPH nas concentracoes de 10, 30, 100 e 300 ug/ml em
23,94%, 45,78%, 53,25 e 52,58%, respectivamente (Fig.10)
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Figura 10: Efeitos do extrato hidroalcéolico p6s percolacdo de Salvia officinalis (EHSp:3, 10, 30,
100, 300, pg/ml) e do &acido ascérbico (AA: 50 pg/ml) na capacidade de sequlestro do radical livre
DPPH. A diferenga entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida

do Teste de Bonferroni.
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** Diferente do grupo controle para p < 0,01 e *** para p < 0,001.

5.2.3 Efeitos do extrato hidroalcéolico da Salvia officinalis sobre os niveis de
glutationa (GSH) gastricos apés a inducao de lesdes gastricas com Etanol

80% em ratos.

Os niveis de GSH gastricos no grupo de animais que nao recebeu etanol
(CNL: controle nao lesado) foram de 1709 + 50,07 ug/g de tecido (Fig. 9). A
administracao de etanol 80% (CL: controle lesado) reduziu os niveis de GSH
gastricos em 26% (1262 £ 35,64 ug/g de tecido). O EHS (30, 100, 300 mg/kg) ndo
foi capaz de impedir a queda dos niveis de GSH gastricos induzida pela

administragao de etanol (Fig 11).
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Figura 11: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 30, 100, 300 mg/kg) sobre os
niveis de glutationa (GSH) géstrico, apds inducéo de lesdes gastricas por etanol 80% em ratos. Os
resultados estdo expressos como médias + erro padrdo das médias de 5 a 6 animais e
representam os niveis de GSH gastricos, apés a inducao de lesdes por etanol. A diferenca entre os

grupos foi verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do Bonferroni.

e e Diferente do grupo controle ndo lesado (CNL) para p < 0,01 e eee para p <0,001.

5.2.4 Efeitos do extrato hidroalcéolico da Salvia officinalis sobre a atividade
da enzima Glutationa S-transferase (GST) Gastrica apos a Inducao de lesoes

gastricas com Etanol 80% em ratos.

A atividade da GST presente na regidao glandular géastrica do grupo de
animais que nao recebeu etanol (CNL: controle ndo lesado) foi de 93,8 + 3,06
nmoles/mg/min (Fig.10). A administracédo de etanol 80% (C) aumentou a atividade
da GST para 136,4+ 6,57 nmoles/mg/min. O EHS nas doses de 30 e 100 mg/kg foi
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capaz de impedir o aumento da atividade da GST induzido pela administracdo de
etanol (Fig.12).

150+

100+

50+

Atividade da GST
(nmols/mg proteina/min)

CNL C 30 100 300
EHS mg/kg- vo
Etanol 80%- vo

Figura 12: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 10, 30, 100 mg/kg), sobre a
atividade da enzima Glutationa S-transferase (GST) da regido glandular gastrica, apds inducao de
lesbes gastricas por etanol 80% em ratos. Os resultados estdo expressos como média * erro
padrao das médias de 5 a 6 animais e representam a taxa de conjugacdo com GSH. A diferenca
entre os grupos foi verificada através da andlise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de
Bonferroni.

e e Diferente do controle lesado néo lesado para p< 0,01.

*kk

* Diferente do grupo controle lesado para p< 0,05 e *** para p < 0,001.

5.2.5 Efeitos do extrato hidroalcoolico da Salvia officinalis sobre a atividade
da enzima Catalase (CAT) Gastrica apo6s a Inducao de lesdes por Etanol 80%

em ratos.

A atividade da CAT na regido glandular gastrica do grupo de animais que
nao recebeu etanol (CNL) foi de 0,0108 + 0,0006 pmol.min/mg proteina. A
administracdo de etanol 80% (C) aumentou a atividade da CAT para 0,0191+
0,00025 pumol.min/mg proteina. O EHS, nas trés doses testadas (30, 100 e 300
mg/kg) foi capaz de impedir 0 aumento da atividade da CAT provocado pela leséo
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da mucosa gastrica pelo etanol, ficando com valores de 0,011 £ 0,0012; 0,0104 £

0,0005; 0,008 + 0,0006 pmol.min/mg proteina, respectivamente. (Fig 13)
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Figura 13: Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis (EHS: 30, 100, 300 mg/kg), do
omeprazol (40 mg/kg) e da agua (1ml/kg) sobre a atividade da enzima catalase (CAT) da regido
glandular gastrica, ap6s indugéo de lesdes géastricas por etanol. Os resultados estdo expressos
como média * erro padrao das médias de 5 a 6 animais. A diferenga entre os grupos foi verificada

através da andlise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.
*** Diferente do controle lesado para p <0,001.

eee Diferente do grupo controle n&o lesado para p <0,05.
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5.2.6 Efeitos do extrato hidroalcéolico da Salvia officinalis sobre a atividade
da enzima superoxido dismutase (SOD) Gastrica apds a Inducao de lesoes
por Etanol 80% em ratos

Os niveis de SOD na regidao presente na regiao glandular gastrica do
grupo de animais que nao recebeu etanol (CNL: controle ndo lesado) foi de 4,1
0,20 U SOD/ mg de proteinas. A administragdo de etanol 80% (C) aumentou os
niveis da SOD para 6,42 £+ 0,68 U SOD/ mg de proteinas. O EHS, nas trés doses
testadas (30, 100 e 300 mg/kg) foi capaz de impedir o aumento dos niveis da SOD
provocado pela lesdo da mucosa gastrica pelo etanol, ficando com valores de 4,09
+ 0,21; 4,707 + 0,19; 3,765 £ 0,51 U de SOD/mg proteina, respectivamente (Fig.
14)
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Figura 14: Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis (EHS: 10, 30, 100 mg/kg), e agua
(1ml/kg) sobre a atividade da enzima superdxido dismutase (SOD) da regido glandular géstrica,
apés indugéo de lesbes gastricas por etanol 80% em ratos. Os resultados estdo expressos como
média  erro padrdo das médias de 5 a 6 animais. A diferenca entre os grupos foi verificada

através da analise da variancia (ANOVA) seguida pelo teste de Bonferroni.
** Diferente do controle lesado (C) para p< 0,01.

e Diferente do grupo controle ndo lesado (CNL) para p <0,05.
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5.3 Avaliacao dos efeitos dos extratos da Salvia oficinalis L sobre a
secrecao acida gastrica em ratos.

5.3.1 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) sobre a
secrecao acida gastrica basal.

No grupo de animais tratados apenas com agua (C), o volume total do
conteudo gastrico secretado durante 4 horas foi de 6,425 + 0,52 ml , e a acidez
total foi de 47,92 + 5,65 PEQ[H')/ml. O EHS reduziu o volume da secregéo
gastrica para 4,1717+ 0,31; 3,68+ 0,26; 3,18+ 0,08 ml com as doses de 300,
600 e 1000 mg/kg, respectivamente. A acidez total do conteudo gastrico foi
reduzida em 54,09% e 71,47%, com as doses de 600 e 1000 mg/kg,
respectivamente, com uma DEsy de 660,8+224,51 mg/kg. O omeprazol reduziu
o volume de conteudo gastrico para 4,940,177 ml e a acidez para
15,62+2,91uEqQ[H*)/mI (Fig15).
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Figura 15: Efeitos do extrato hidroalcdolico de Salvia officinalis (EHS: 100, 300 e 1000mg/kg,
vo), do Omeprazol (O: 40 mg/kg- vo) e da agua (C: 1mL/kg) sobre o volume e a acidez total da
secrecao gastrica, apds 4 horas da ligadura do piloro em ratos fémeas. A diferenga entre os

grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni

*kk

** Diferente do grupo controle para p< 0,01 e *** para p <0,001.
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Figura 16: Efeito do EHS sobre a acidez do contetido gastrico secretado. Os resultados estéo
expressos como porcentagem da acidez da secrecdo acida gastrica dos grupos tratados em

relagéo ao grupo controle.

5.3.2 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis pés-percolacao

(EHSp) sobre a secrecao acida gastrica basal em ratos.

No grupo controle, o volume de conteudo géstrico secretado foi de
6,858 + 0,58 ml e a acidez total foi de 88,3 £ 19,86 uEq[H*}/ml. O omeprazol
reduziu a acidez do conteldo gastrico para 35,33+11,4 pEq[H'}/ml. O
tratamento dos animais com o EHSp com a dose de 100 mg/kg reduziu o
volume da secrecdo em 35,55% e reduziu a acidez total em 56,06% e 45,93%
com as doses de 100 e 1000 mg/kg ,respectivamente (Fig.16).
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Figura 16: Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis p6s percolagéo (EHSp: 100, 300 e
1000mg/kg, vo), do Omeprazol (O: 40 mg/kg- vo) e da agua (C: 1mL/kg) sobre o volume e acidez
total da secregdo géstrica, apds 4 horas da ligadura do piloro em ratos fémas. A correlagéo entre
os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

* Diferente do grupo controle para p < 0,05, ** para p<0,01 e ***p <0,001.
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5.3.4 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) sobre a
secrecao acida gastrica estimulada por pentagastrina em ratos.

O volume secretado durante 4 horas apds a ligadura do piloro foi de
7,4410,6124 ml e a acidez total foi de 61+3,7 pEq[H')/ml. A Pentagastrina,
administrada pela via subcutanea (sc) estimulou a liberagdo da secrecao acida
gastrica, aumentando o volume e a acidez total do conteudo gastrico em 41% e
49%, respectivamente. O EHS (700 mg/kg) ndo impediu 0 aumento do volume e
da acidez total do conteudo gastrico estimulado pela pentagastrina. A dose de
EHS foi escolhida a partir do resultado obtido previamente na secrecao acida
basal, quando a DEs, foi de 660,8+224,51 mg/kg (Fig.17).
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Figura 17: Efeito do EHS sobre a secrecao acida gastrica estimulada por pentagastrina (0,4 mg/kg-
sc). Os resultados estdo expressos como média erro padrdo das médias de 6 animais e
representam o volume a cidez total da secregao gastrica, apds 4 horas de ligadura do piloro em
ratos. A correlagdo entre os grupos foi verificada através da anilse da variancia (ANOVA) seguida

do teste de Bonferroni.
*Diferente do grupo controle para p <0,05; ** p<0,01 € *** p<0,001.

5.3.5 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) sobre a

secrecao acida gastrica estimulada por betanecol em ratos.

Ap6s 4 horas da ligadura do piloro o volume de conteldo gastrico
secretado foi de 7,44+0,6124 ml e a acidez total foi de 61+3,7 pEq[H*)/mI. O
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Betanecol, (2,5mg/kg) administrado pela via subcutanea (sc) estimulou a secre¢éo
acida gastrica, aumentando o volume e a acidez total do conteudo gastrico em
54% e 20%, respectivamente durante as 4 horas de ligadura do piloro. O EHS
(700mg/kg) nao conseguiu impedir o aumento da acidez da secrecdo, porém
reduziu o volume da secregéo estimulada por betanecol em 18% . A dose de EHS
foi escolhida a partir do resultado obtido previamente na secrecao acida basal,
quando a DEs foi de 660,8+224,51 mg/kg (Fig.18)
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Figura 18: Efeito do EHS sobre a secre¢éo 4cida gastrica estimulada por betanecol (B: 2,5 mg/kg-
sc).Os resultados estdo expressos como média terro padrdo das médias de 6 animais e

representam o volume e acidez total da secregao gastrica, apds 4 horas de ligadura do piloro em
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ratos. A correlagéo entre os grupos foi verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida

do teste de Bonferroni.
**Diferente do grupo controle p<0,01 e *** p<0,001.

e e Diferente do grupo betanecol para p< 0,01 e eee para p<0,001

5.3.6 Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) sobre a
secrecao acida gastrica estimulada por Histamina em ratos.

Ap6s 4 horas da ligadura do piloro, o volume do conteudo gastrico
secretado (C: grupo controle) foi de 7,44+0,6124 ml e a acidez total de 61£3,7
MEQ[H')/mI. A Histamina (H: 20mg/kg), administrada pela via subcutanea (sc)
estimulou a secregdo acida gastrica, aumentando a acidez total do conteludo
gastrico em 62%. O EHS (700mg/kg) conseguiu impedir 0 aumento do volume e
da acidez total estimulada pela histamina em 28% e 23%, respectivamente . A
dose de EHS foi escolhida a partir do resultado obtido previamente na secrecao
acida basal, quando a DEs foi de 660,8+224,51 mg/kg.(Fig.19)
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Figura 19: Efeito do EHS sobre a secrecdo 4acida gastrica estimulada por histamina Os
resultados estdo expressos como média terro padrao das médias de 6 animais e representam
o volume e acidez total da secrecéo gastrica, apos 4 horas de ligadura do piloro. A correlagao
entre os grupos foi verificada através da andlise da variancia (ANOVA) seguida do teste de

Bonferroni.
**Diferente do grupo controle para p <0,01 e *** p<0,001.

e Diferente do grupo histamina para p< 0,05; ee para p< 0,01 e eee para p<0,001.
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5.3.7 Efeito do extrato hidroalcoolico de Salvia officinalis (EHS) sobre a
atividade da H*, K*-ATPase

A porcentagem de inibicdo da atividade da H*, K* - ATPase foi avaliada
considerando o grupo controle como 100% de atividade. O omeprazol nas
concentracdes de 0,173 mg/ml e 0,345 mg/ml inibiu a atividade da enzima em
49,2% e 94,8%, respectivamente. As concentragdes de 0,03, 0,1 e 0,3 mg/ml
inibiram a atividade da enzima em 7,86%, 46,41% e 66,52%, respectivamente. A
Clso calculada foi de 175,77+ 51,69 ug/ml (Fig. 20 e 21).
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Figura 20: Efeitos do extrato hidroalcdolico de Salvia officinalis (EHS: 30, 100, 300 e 1000 yg/ml) e
do omeprazol (0,173 e 0,345 mg/ml), sobre a atividade da H*, K* ATPase. A diferenga entre os

grupos foi verificada através da anadlise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

*Diferente do grupo controle para p <0,05; ** p<0,01 e *** p<0,001
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Figura 21: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis ( EHS: 30, 100, 300 e 1000 pg/ml),
sobre a atividade da H+, K+-ATPase gastrica isolada de coelho. Os resultados estao expressos em
% da atividade ATPasica, considerando 100% de atividade da H+, K+-ATPase na auséncia de
EHS. As Cls, foram calculadas pela equacédo y = (m1 x 100) / (m1 + m0), utilizando o programa

Kaleida Graph for Windows ( Synergy Software-Pensylvania).
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5.3.8 Efeito do extrato hidroalcéolico pdés percolacao de Salvia officinalis
(EHSp) sobre a atividade da H*, K*-ATPase

A porcentagem de inibicdo da atividade da H*, K* ATPase foi avaliada
considerando o grupo controle como 100% de atividade. O omeprazol nas
concentragdes de 0,173 mg/ml e 0,345 mg/ml inibiu a atividade da enzima em
49,2% e 94,8%, respectivamente. As concentragcdes de EHSp 300 e 1000 pg/ml
inibiram a atividade da enzima em 72,6% e 78%. (Fig.22)
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Figura 22: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis pés percolagdo (EHSp : 10, 30,
100, 300 e 1000 pg/ml) e do omeprazol (0,173 e 0,345 mg/ml) sobre a atividade da H*, K" ATPase.
A diferenca entre os grupos foi verificada através da andlise de variancia (ANOVA) seguida do

Teste de Bonferroni.

* Diferente do grupo controle para p <0,05.
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5.3.8 Estudo das acoes dos compostos isolados da Salvia officinalis L.

Efeito do composto abietano isolado da Salvia officinalis sobre a atividade
da enzima H*, K+ ATPase

A porcentagem de inibicdo da atividade da H*, K" ATPase foi avaliada
considerando o grupo controle como 100% de atividade. O omeprazol nas
concentracdes de 0,173 mg/ml e 0,345 mg/ml inibiu a atividade da enzima em
49,2% e 94,8%, respectivamente. O abietano inibiu a atividade da enzima em
29,59%, 46,07% e 72,62% nas concentracbes de 0,28; 2,8 e 28 mg/ml,
respectivamente. (Fig 23)
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Figura 23: Efeito do composto abietano (0,28; 2,8 e 28 mg/ml) e do omeprazol (0,173 e 0,345
mg/ml) sobre a atividade da H*, K" ATPase. A diferenga entre os grupos foi verificada através da
andlise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

*Diferente do grupo omeprazol p< 0,05
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Efeito do composto acido oleandlico isolado da Salvia officinalis sobre a

atividade da enzima H*, K+ ATPase

A porcentagem de inibicdo da atividade da H*, K" ATPase foi avaliada
considerando o grupo controle como 100% de atividade. O omeprazol nas
concentracdes de 0,173 mg/ml e 0,345 mg/ml inibiu a atividade da enzima em
49,2% e 94,8%, respectivamente. O acido oleandlico ndo foi capaz de inibir a

atividade da H+, K+-ATPase em nenhuma das doses testadas.

-

[$)]

o
[

Atividade da
H*,K*,ATPase (%)
)

o
[

[$)]
(=]
[

c J J J J
C 0173 0345 046 46 46

acido oleanolico

omeprazol
mg/ml

mg/ml

Figura 24: Efeito do composto acido oleandlico (0,46; 4,6 e 46 mg/ml) e do omeprazol (0,173 mg/ml
e 0,345 mg/ml) sobre a atividade da H*, K" ATPase. A diferenca entre os grupos foi verificada

através da analise de variancia (ANOVA) seguida do Teste de Bonferroni.

*Diferente do grupo omeprazol p< 0,05
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5.4 Avaliacao das acdes do extrato hidroalcoolico (EHS) e do extrato
hidroalcéolico pos percolacao (EHSp) de Salvia officinalis sobre a motilidade

gastrointestinal em camundongos.

5.4.1 Efeitos do extrato hidroalcodlico percolado (EHS) de Salvia officinalis
sobre a motilidade gastrointestinal em camundongos.

Em 30 minutos, o marcador colorido percorreu 64,77 + 3,29% do
comprimento total do intestino delgado dos camundongos tratados apenas com
agua (controle). O tratamento com a atropina (3 mg/kg) reduziu a distancia
percorrida pelo marcador em 67,40%. O EHS em nenhuma das doses testadas foi
capaz de alterar o transito intestinal. O esvaziamento gastrico do grupo de animais
tratados apenas com agua (controle) foi de 52,74 + 9,25%. A metoclopramida (30
mg/kg), aumentou o esvaziamento gastrico em 44,14% e o tratamento dos
camundongos com EHS na dose de 300 mg/kg reduziu o esvaziamento em
47,40%. (Fig. 25)
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Figura 25: Efeitos do extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS: 100, 300, 600 mg/kg, vo), da
atropina (A: 3 mg/kg) metoclopramida (M: 30 mg/kg) e da agua (C: 1mL/kg) sobre a distancia
percorrida pelo marcador colorido no intestino delgado e sobre o esvaziamento gastrico em
camundongos fémeas. Os resultados estdo expressos como média + erro padrdo da média de 6 a
7 animais. A diferenga entre os grupos foi verificada através da andlise da varidncia (ANOVA)
seguida do teste de Bonferroni.

*** Diferente do grupo controle para p <0,001 e * para p< 0,05.
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5.4.2 Efeitos do extrato hidroalcoodlico pos-percolacao de Salvia officinalis
(EHSp) sobre a motilidade gastrointestinal em camundongos.

A distancia percorrida pelo marcador em relagdo ao comprimento total do
intestino delgado dos animais tratados apenas com agua (grupo controle) foi de
60,67 = 3,02%. O EHSp reduziu em 31,78% o transito intestinal com a dose de
300 mg/kg. A atropina (8 mg/kg) reduziu o transito intestinal em 64,35%. O
esvaziamento gastrico que foi de 76,77 * 3,10% no grupo de animais tratados
apenas com agua (grupo controle) nao foi alterado pelo EHSp, com nenhuma das
doses testadas (100, 300, 1000 mg/kg) (Fig. 26).
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Figura 24 Efeitos do extrato hidroalc6olico de Salvia officinalis pés percolacao (EHSp: 100, 300,
1000 mg/kg, vo), da atropina (A: 3 mg/kg), metoclopramida (M: 30 mg/kg) e da agua (C: 1mL/kg)
sobre a distancia percorrida pelo marcador colorido no intestino delgado e sobre o esvaziamento
gastrico de camundongos fémeas. Os resultados estdo expressos como média * erro padrao da
média de 6 a 7 animais. A diferenca entre os grupos foi verificada através da andlise da varidncia
(ANOVA) seguida do teste de Bonferroni.

*Diferente do grupo controle para p < 0,05, ** para p< 0,01 e *** para p < 0,001.
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6 Discussao

A Salvia officinalis, popularmente conhecida como salvia, € muito utilizada
na culinaria. Na medicina popular o seu uso € baseado nas descricdbes de seus
efeitos antiinflamatérios, antioxidantes e digestivos. Como a maioria das
informacdes existentes sobre as acgbes digestivas da Salvia officinalis L. sé&o
apenas relatos populares sem o devido embasamento cientifico, o objetivo deste
trabalho foi avaliar, através de metodologias padronizadas e validadas
internacionalmente, a acao dos extratos hidroalcodlicos de Salvia officinalis L. na

protecao gastrica e definir o mecanismo de acao responsavel por esta agao.

A atividade protetora gastrica da Salvia officinalis foi monitorada em
modelos in vivo através da inducao de lesdes gastricas agudas por etanol 80%.
Sabe-se que os danos provocados pelo etanol na mucosa géastrica resultam de
disturbios de micro-circulacdo, isquemia e aparecimento de radicais livres,
liberacdo de endotelinas, degranulacdo de mastdcitos, inibicdo da sintese de
prostaglandinas e consequente diminuicdo da producdo de muco (SAMONINA et
al, 2004).

Tanto o extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) quanto o extrato
hidroalcéolico pds percolacao de Salvia officinalis (EHSp) protegeram a mucosa
gastrica contra as lesdes induzidas por etanol, porém o EHS foi aproximadamente
10 vezes mais potente que o extrato pds-percolagéo, além de ter mostrado efeito
progressivamente maior com o aumento da dose.

O envolvimento de ROS na patogénese das Ulceras gastricas foi
evidenciada primeiramente em estudos utilizando modelos de indugédo de Ulceras
gastricas por isquemia-reperfusdo. Porém, existem inumeros estudos que
demonstram que a capacidade ulcerogénica do etanol, antiinflamatérios nao
esteroidais e Helicobacter pylori € mediada por ROS. Além disso, as ROS também
tém papel importante na indugdo de Ulceras por estresse. Com o estresse
oxidativo, os niveis de antioxidantes enddgenos sado reduzidos, resultando em
uma mucosa mais vulneravel a danos. Quando as espécies reativas atingem a

mucosa gastrica, um grupo de células morre quando as ROS superam as defesas
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antioxidantes, outro grupo de células parcialmente danificadas pode morrer
através do processo de apoptose, o qual pode ser estimulado pelas ROS atuando
como segundos mensageiros. Entretanto, a possibilidade da morte das células
devido a necrose da mucosa gastrica sempre permanece, ou seja, qualquer que
seja a via responsavel pela morte das células, resulta em ulceracdes da mucosa
gastrica causada por estresse oxidativo, provocado pelas ROS (Bandyopadhyay et
al, 2001).

Recentemente, GAZZIERI et al (2007), demonstraram que o etanol ativa
receptores TRPV1 em neurdnios sensoriais da mucosa gastrica, estimulando a
liberacado de substancia P no estbmago. A substancia P ativa receptores NK1 das
células epiteliais gastricas promovendo a geracdo de espécies reativas de
oxigénio, causando lesdes hemorragicas da parede do estbmago. Varios estudos
demonstram a acdo antioxidante da Salvia officinalis L. Muitos atribuem a
atividade antioxidante do género Salvia a presenca dos diterpenos do tipo
abietano (acido carnésico e carnosol) (LAMAISON et al, 1990) e derivados do
acido caféico, como o acido rosmarinico (CUVELIER et al, 1994), além dos
flavondides e alguns componentes do 6leo essencial (LU & FOO, 2001). Para
verificar se o sistema antioxidante estda envolvido no mecanismo protetor dos
extratos da Salvia contra as lesdes agudas induzidas por etanol, foi analisada a
acado do extrato como sequestrador de radicais livres e sobre a atividade de
antioxidantes enzimaticos e nao enzimaticos. A atividade sequestradora de
radicais livres do EHS e do EHSp foi realizada por meio da reacdo com DPPH “in
vitro”. O DPPH é um radical livre estavel potencialmente reativo. Os dois extratos
analisados (EHS e o EHSp) foram capazes de sequiestrar o DPPH. A partir deste
resultado, deciciu-se analisar a participacdo das enzimas antioxidantes na
atividade protetora do extrato, para verificar se o extrato estaria agindo
diretamente sobre os radicais livres ou estaria mediando um aumento da atividade
das enzimas antioxidantes. As enzimas glutationa S-transferase (GST), catalase
(CAT) e superodxido dismutase (SOD) e os grupamentos sulfidrilicos nao protéicos
(GSH) foram dosados em estémagos previamente submetidos a lesbées induzidas
por etanol 80% e tratados com EHS.
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Estudos anteriores demonstram que o etanol reduz os niveis de GSH via
geracdo de oxidantes e inibicdo do transportador de glutationa mitocondrial
(COLELL et al., 1998; FERNANDEZ-CHECA et al., 1993, 1998; VINA et al., 1980;
WHEELER et al., 2003), e aumenta a atividade da GST (SALIM, 1990;
PUSHPAKIRAN et al, 2004). Neste trabalho, o etanol induziu um aumento da
atividade da GST e a reducao dos niveis de GSH, sugerindo que o etanol estava
efetivamente reagindo com a GST, pois esta enzima promove a detoxificacao de
substancias através da conjugacao com o GSH (CNUBBEN, 2001). O EHS 30,
100 e 300 mg/kg ndo impediu a queda nos niveis de GSH, porém reverteu o
aumento da atividade da GST induzido pelo etanol com a dose de 30 mg/kg.

KOCH et al (2004) demonstraram que a administracdo aguda e crbnica de
etanol aumenta os niveis de superdxido dismutase (SOD). Um aumento na
atividade da SOD foi observado apdés a administracado aguda de etanol 80%,
sugerindo que as altas concentragdes de O.* “ na mucosa gastrica ativaram a
SOD, assim como um aumento da concentracdo de H.O», na mucosa gastrica gera
uma consequente ativacdo da enzima catalase (CAT). O EHS impediu o aumento
da atividade da SOD e da CAT provocados pelo etanol, sugerindo que a ativacao
destas enzimas nao foi necesséria para a atividade protetora gastrica do extrato.
Relacionando estes resultados com o resultado obtido da reagdo do EHS com o
DPPH, sugere-se uma potente atividade sequestradora de radicais livres do
extrato, ndo sendo necessaria a participacdo das enzimas antioxidantes.

Além de proteger a mucosa gastrica contra lesdes induzidas pelo agente
citoagressor, etanol, o extrato hidroalcéolico de Salvia officinalis (EHS) também foi
capaz de aumentar a capacidade de resolucao das lesdes gastricas (cicatrizacao)
induzidas com &acido acético (modelo de Ulcera cronica). O EHS promoveu uma
aceleragao na cicatrizagédo das Ulceras e este efeito, além de ter sido proporcional
a dose administrada, foi tdo potente quanto o omeprazol, utilizado como controle
positivo.

Por ser uma doenca multifatorial, a complexa interacdo entre fatores
protetores (muco, prostaglandinas, enzimas antioxidantes) e agressivos da

mucosa gastrica (acidez da secrecao gastrica, pepsina, motilidade gastrointestinal,
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Helicobacter pylori) pode participar da patogénese da ulcera. Portanto, a eficacia
da reducdo da secrecdo acida para a remissado da ulcera é indiscutivel e parece
ser mais facilmente obtida do que através do aumento dos fatores protetores. Para
avaliarmos a participacao da reducao dos fatores agressores na acao protetora da
mucosa gastrica exercida pela Salvia officinalis foi analisado o efeito dos extratos
da Salvia sobre a secrecdo acida gastrica (basal e induzida por secretagogos),
através da metodologia da ligadura de piloro. Varios fatores parecem estar
relacionados com a hipersecrecdo acida gastrica neste modelo de ligadura do
piloro. Um dos mecanismos é a estimulacdo vagal reflexa de receptores de
pressdo localizados na mucosa gastrica antral, provocando a liberacdo de
acetilcolina. Além disto, a distenséo gastrica produzida pelo acumulo de secrecéo
parece influenciar a secrecao acida neste modelo, possivelmente pelo aumento de
liberacao de gastrina e conseqliente aumento da secrecao acida. (BRODIE, 1966;
NAGY et al, 1968).

O EHS reduziu tanto o volume total, quanto a acidez da secreg¢édo acida
gastrica durante quatro horas em que o piloro ficou ocluido e estas agdes foram
aumentadas de acordo com doses administradas, sugerindo ser um efeito
especifico. A agao inibitoria da secrecéo acida gastrica pelo EHS sugere que este
efeito esteja relacionado com a protecao gastrica observada ap6s a administracao
dos extratos da Salvia officinalis nos modelos de Ulcera aguda e crénica descritos
anteriormente. Estes resultados conduziram ao estudo das acdes da Salvia
officinalis na célula parietal para verificar alguns possiveis mecanismos de acéo do
extrato, como por exemplo, sua agéo sobre a enzima H*, K"-ATPase, e/ou sobre
os receptores de histamina, de acetilcolina e de gastrina.

Na tentativa de avaliar a participacédo do bloqueio dos receptores H,, CCK
e Ms, da célula parietal pela Salvia, a histamina, a pentagastrina e o betanecol
foram utilizados, na auséncia e na presenca do EHS, ap6s a ligadura pilérica.
Como o extrato da salvia impediu o aumento da secrecao acida induzida pela
Histamina, mas ndo alterou a secrecao induzida pelos outros dois secretagogos
(pentagastrina e betanecol), levantou-se a hipétese que a inibicdo da secrecao
acida gastrica observada na presenca do EHS tenha, além dos receptores
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histaminérgicos (H2) um outro alvo de acdo como, por exemplo, a inibicado da
enzima H*, K" - ATPase.

A auséncia do efeito colinérgico, sugerida pela falta de efeito do EHS
sobre a secrecdo acida induzida pelo betanecol foi reforcada através da
metodologia do transito intestinal e esvaziamento géastrico. O EHS reduziu o
esvaziamento gastrico apenas com a dose mais elevada (300 mg/kg) e nao
alterou a velocidade do transito intestinal e o EHSp, promoveu uma pequena
reducao na motilidade intestinal sem alterar o esvaziamento géastrico.

Como a reducéao da secrecao acida gastrica basal, observada na presenca
do EHS parece ndo envolver os receptores de gastrina (CCKy) e muscarinicos
(Ms) e ndo se justifica por um efeito tédo discreto sobre os receptores Hp, procedeu-
se a determinacao da atividade da enzima H*,K*-ATPase, para esclarecer se esta
seria outra via importante envolvida no mecanismo de acao antisecretor acida do
extrato da salvia. Esta enzima H",K'-ATPase ou bomba de prétons, esta
localizada na membrana apical das células parietais e constitui o Ultimo passo na
secrecao gastrica. O EHS foi capaz de inibir a atividade da enzima com uma Clsg
de 175 = 51,69 pg/ml podendo ser este, portanto, o maior responsavel pela
reducéo do volume e da acidez da secrecao acida gastrica provocada pelo EHS.

Dois compostos foram isolados da Salvia officinalis e suas ag¢des testadas
na capacidade de inibicdo da enzima H*,K*-ATPase. O &acido oleandlico é um
triterpeno amplamente encontrado nas plantas. Estudos anteriores demonstraram
a acao efetiva do acido oleandlico na cicatrizacdo de ulcera crénica induzida por
acido acético em ratos e na protecao géastrica contra lesées induzidas por etanol e
antiinflamatérios nao esteroidais, porém nao apresentou atividade antisecretora no
modelo de ligadura do piloro (RODRIGUEZ et al, 2003; ASTUDILLO et al, 2002),
concordando com nossos resultados, pois 0 acido oleandlico nao foi capaz de
inibir a bomba de proétons, sugerindo que seu mecanismo gastroprotetor seja
exercido por outros fatores de prote¢cdo da mucosa, como o aumento dos niveis
das prostaglandinas (LEWIS; HANSON, 1991).

ONODA et al. (1990) e WADA et al. (1985) demonstraram que 0s

derivados do acido abiético (diterpenos de abietano) como o &cido carndsico, um
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dos principais constituintes da Salvia officinalis apresentam atividade
gastroprotetora. Nos experimentos deste estudo, os diterpenos de abietano
inibiram em 72,62% a atividade da enzima H",K*-ATPase com poténcia 3 vezes
maior do que o EHS, sugerindo que o abietano pode ser um dos compostos
responsaveis pela reducdo da secrecao acida géastrica da Salvia officinalis.
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7 Conclusao
Os resultados obtidos demonstraram que

= Ambos os extratos da Salvia officinalis, (EHS e EHSp) tém atividade
protetora géstrica no modelo de lesdes gastricas agudas induzidas por
etanol 80%, porém o EHS é mais potente que o EHSp.

= O EHS confirma sua atividade protetora gastrica acelerando a cicatrizacao
(resolucao) de ulceras induzidas por acido acético 20%

= Ambos os extratos apresentaram atividade sequestradora de radicais livres,
porém, novamente o EHS foi mais potente que o EHSp.

= O sistema antioxidante parece estar envolvido no mecanismo de protecéao
gastrica do EHS. O extrato foi capaz de impedir o aumento provocado pelo
etanol na atividade das enzimas antioxidantes “in vivo”, glutationa S-
transferase (GST), catalase (CAT) e superdxido dismutase (SOD),
sugerindo que a acao antioxidante dos extratos da Salvia officinalis € uma
via importante envolvida do mecanismo de agdo do seu efeito
gastroprotetor.

= O EHS reduziu o volume e a acidez da secrecdo &cida gastrica,
contribuindo para a integridade da mucosa.

* O mecanismo pelo qual o EHS reduz secrecdo acida gastrica parece
envolver a inibicdo da atividade da enzima H*, K"-ATPase, e a inibicdo dos
receptores Ho,

» O abietano, composto isolado da Salvia officinalis L., pode ser o
responsavel pela acdo anti-secretora do extrato, pois foi capaz de inibir a
atividade da enzima H*, K*'-ATPase.

= Na&o foi observado efeitos do EHS e o EHSp na motilidade gastrointestinal,

excluindo a participacao da via colinérgica em suas agodes.
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Os resultados obtidos indicam que o extrato bruto hidroalcéolico de Salvia
officinalis (EHS) tem atividade gastroprotetora e esta acdo envolve mecanismo
seqlestrador de radicais livres, envolve também antioxidantes enzimaticos (CAT,
SOD e GST), reducao da secrecao acida gastrica através da inibicdo da atividade
da enzima H*, K*-ATPase e dos receptores H, de histamina da célula parietal.
Além disso, o composto isolado da Salvia officinalis, abietano parece ser o

responsavel pela inibicao da bomba de prétons.
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