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RESUMO

Salvia officinalis L. (Lamiaceae), popularmente conhecida como salvia, € usada
na medicina tradicional para o tratamento de distlrbios gastrointestinais. Este
estudo avaliou o efeito cicatrizante do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis
(EHS) em Ulceras cronicas induzidas por acido acético em ratos fémeas. O
efeito do EHS na cicatrizagdo foi analisado macroscopicamente e
microscopicamente. O processo inflamatério foi avaliado pela atividade das
enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) e pela
determinacgdo “in vivo” da migracéo leucocitaria através do modelo de bolha de
ar (“air pouch”) induzido pela carragenina. Além disso, a atividade de enzimas
antioxidantes (superoxido dismutase — SOD, catalase — CAT, glutationa-S-
transferase - GST), a quantidade de grupos sulfidrilicos ndo protéicos - GSH
(glutationa reduzida), niveis de hidroperoxidos lipidicos (LOOH) e determinagéo
de radicais livres (RL) também foram avaliados nas Ulceras gastricas induzidas
por acido acético. O tratamento com EHS nas doses de 0,003; 0,03; 0,3 e 3,0
mg/Kg duas vezes ao dia por sete dias cicatrizou a Ulceras gastrica induzida
por &cido acético em 18,2%, 30,0%, 49,0% e 65,0% respectivamente. No
ensaio da MPO e NAG, o tratamento com EHS (3,0 mg/Kg) preveniu totalmente
0 aumento da atividade das enzimas promovido pelo acido acético 80%. O total
de leucécitos recrutados no “air pouch” foi diminuido em 71,0% pelo tratamento
com EHS, o qual reduziu significativamente a infiltracdo de neutréfilos e
mondcitos em 78,1% e 56,5%. Nos ensaios antioxidantes, EHS preveniu o
aumento de SOD, GST e niveis de LOOH, mas néo foi capaz de reverter
totalmente os niveis de CAT e GSH nos estdmagos ulcerados pelo acido
acético. No ensaio de fluorescéncia o EHS reverteu completamente o aumento
de RL provocados pelo &cido acético. Estes resultados indicam que o EHS
possui potente efeito cicatrizante em Ulceras gastricas induzidas por &cido
acético 80%, principalmente pela inibicdo do processo inflamatério e em parte

pela sua atividade antioxidante.

Palavras Chave: Salvia officinalis, Ulcera gastrica, antiinflamatorio,

antioxidante

XVi



ABSTRACT

Salvia officinalis L. (Lamiaceae), popularly known as sage, is used in traditional
medicine to treat gastric disturbances. This study has evaluated the healing
effect of hydroalcoholic extract of Salvia officinalis (EHS) on chronic gastric
ulcer induced by acetic acid in female rats. The effect of EHS on the
inflammatory process was evaluated by activity of myeloperoxidase (MPO) and
N-acetilglucosaminidase (NAG) assays and determination in vivo leukocyte
migration by air pouch model. In addition, the antioxidant activities (superoxide
dismutase — SOD, catalase — CAT, glutathione-S-transferase - GST), the
amount of non-proteic sulphydrils groups (glutathione reduced), levels of lipid
hydroperoxides (LOOH) and intracellular free radicals were evaluated. with
EHS at doses 0.003; 0.03; 0.3 and 3.0 mg/kg twice each day p.o for 7 days
healed the gastric ulcer induced by acetic acid in 18.2%, 30.0%, 49.0% and
65.0% respectively. Treatment with EHS (3.0 mg/Kg) prevented the MPO and
NAG augment. In the “air pouch” model, the total number of leukocytes/pouch
recruited was diminished in 71.0% by the treatment with EHS, which inhibited
significantly neutrophil and monocytes extravasation in 78.1% and 56.5%. In the
antioxidant assays, EHS prevented the increase of SOD, GST and LOOH levels
but not affect the increase of CAT activity and decrease of glutathione levels in
the stomach ulcered by acetic acid. In the fluorescence assay, acetic acid
increased in 60% the free radical generation, while the EHS treatment was able
to prevent this increase. These results indicate that EHS has a potent gastric
healing activity mainly through inhibition of inflammatory process and partial

antioxidant activity.

Key Words: Salvia officinalis, inflammation, gastric ulcer
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1. INTRODUGAO

Nos ultimos anos, as lesdes gastrointestinais como Ulceras pépticas refluxo
gastro-esofagico, sindrome de Zollinger-Ellison e gastrite, vém tornando-se um dos
principais focos de investigagdes experimentais e clinicas, adquirindo énfase

comercial para desenvolvimento de novos agentes terapéuticos (WHITTLE, 2004).

Dentro deste contexto, & possivel observar grande avanco cientifico
envolvendo estudos quimicos e farmacologicos de plantas medicinais que visam
obter novos compostos com propriedades terapéuticas para inumeras
enfermidades inclusive doengas gastrointestinais. Isto pode ser claramente
observado pelo aumento de trabalhos publicados nesta area, tanto em congressos
como em periodicos nacionais e internacionais (CECHINEL, YUNES, 1998). Em
relacdo ao mercado mundial, cerca de 80% da populagéo utiliza plantas para curar
suas enfermidades, de acordo com dados divulgados em 1990 pela Organizagéo
Mundial de Saude (OMS) (VEIGA, PINTO, MACIEL, 2005). Apesar do crescente
aumento de pesquisas com produtos naturais, estudos nessa area revelam que
apenas 15 a 17% das plantas foram estudadas quanto ao seu potencial medicinal

(MATU e VAN STADEN, 2003).

Existem inuUmeras razdes para se validar uma planta medicinal, como razées
sociais, terapéuticas, botanicas e empresariais. Além disso, os produtos naturais
podem ser a fonte mais imediata e com melhores chances de se obter protétipos

para o desenvolvimento de novos medicamentos (YUNES e CALIXTO, 2001).

O programa de Pd6s-Graduagao do Departamento de Farmacologia do Setor
de Ciéncias Biologicas da UFPR contribui para o uso seguro de plantas medicinais,
através da pesquisa cientifica com metodologias internacionalmente padronizadas,

buscando a validacdo das plantas medicinais com atividade sobre o ftrato
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gastrointestinal. Os estudos realizados em nosso laboratério visam demonstrar a

eficacia, seguranga e o mecanismo de agao de plantas medicinais.

1.1 Anatomia e fisiologia gastrica

O estdbmago ¢é dividido anatomicamente em 3 regides (fundo, corpo, e antro)
(Figura1). As porgdes do fundo, corpo e antro pilérico sdo limitadas por dois
sistemas de esfincteres: o esfincter esofagiano inferior, na parte superior ou
proximal do estdbmago e o esfincter pilérico ou piloro, na parte inferior ou distal do

estbmago (HOGBEN et al, 1974).

Esffago —( f-erreeianiaoool

Piloro
Duodeno
Canal
pilérico

Parte

pilorica Antro

pilérico

Figura1. Anatomia do estdmago

Fonte: http://reforcociencias.blogspot.com/2008/04/doenas-relacionadas-ao

estomago.html

O trato gastrointestinal € um tubo muscular que se estende desde a faringe
posterior até o anus. Além de serem responsaveis pela digestdo, absorgcédo e

excregdo das substancias ingeridas, os o0rgdos que pertencem ao trato
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gastrointestinal também coordenam um grande numero de células enddcrinas e

imunes do organismo (ALHMAN et al, 2001).

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em trés regides
glandulares, com base nas estruturas das glandulas presentes (regido glandular
cardiaca, glandular oxintica e glandular pilérica (JAIN et al, 2006).

Glandular cardiaca: localizada logo abaixo do esfincter esofagiano inferior,
contém primariamente células glandulares secretoras de muco (JAIN et al, 2006).

Glandular oxintica: compreende as células parietais secretoras de acido
cloridrico e abrange 80% do estdbmago (fundo e corpo). Compreende também
células principais (produtoras de pepsinogénio), células produtoras de
somatostatina (células D) e células do tipo enterocromafins (ECL) que liberam
histamina (JAIN et al, 2006).

Glandular pilérica: compreende o0s mesmos tipos celulares que as
glandulas oxinticas, exceto as células principais e incluem as células G produtoras

de gastrina. Abrange 20% da area total do estémago (antro) (JAIN et al, 2006).

1.1.1 Secregao gastrica

O suco gastrico € uma mistura das secre¢cdes das células epiteliais
superficiais gastricas e das glandulas gastricas e compreende: acido cloridrico
(HCI), pepsinas, fator intrinseco, muco, bicarbonato, agua e sais (BERNE et al,
2004).

A regulagédo da secregao acida gastrica € um processo complexo, regulada
por mecanismos neurais, hormonais, paracrinos e autécrinos em niveis central e

periférico os quais convergem para a etapa final da secre¢ao de HCI: a atividade da
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enzima H',K" ATPase nas células parietais gastricas (Figura 2) (SCHUBERT,

2005).

Os principais estimulantes paracrinos, hormonais e neuronais da secregao
acida sao, respectivamente: histamina, liberada das células enterocromafins (ECL),
gastrina, liberada das células G e acetilcolina (ACh), liberada dos neurbnios poés-
glanglionares entéricos. A principal substancia inibidora da secregcéo de HCIl é a

somatostatina, liberada das células D oxinticas e piléricas (mecanismo paracrino)

™

Histamina

R

Célula | ¥
Parieta f ix

(YAO e FORTE, 2003).

Figura 2. Esquema de secrecao de HCI pela célula parietal (Adaptado de
SCHUBERT e PEURA, 2008).

Estimulos originados no interior e fora do estdbmago convergem a neurénios
gastricos eferentes, os quais constituem a regulagéo primaria da secrec¢ao acida.
Os neurdnios eferentes compreendem neurbnios colinérgicos e 3 tipos de
neurbnios nao colinérgicos, responsaveis pela liberagdo de GRP (peptideo
liberador de gastrina), VIP (peptideo intestinal vasoativo) e PACAP (peptideo

ativador de adenilato-ciclase ptuitaria). A figura 3 representa resumidamente a
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relacdo existente entre todas essas vias na regulacdo da secre¢do acida gastrica.
Os neurbnios podem regular a secregado acida agindo diretamente nas células
parietais bem como indiretamente, regulando a liberagdo de gastrina, histamina,
somatostatina (SST) e ANP (peptideo natriurético atrial). A liberagdo de acido para
a luz intestinal restabelece a secre¢ao de SST no fundo e antro, via liberagédo de
CGRP (peptideo relacionado ao gene da calcitonina) de neurbnios sensoriais

(SCHUBERT e PEURA, 2008).

Vago
“ﬁidb j‘ wr @Ch 'ACI; lGRP f (ach (ach
[ . I 1
ANP SST Gastrlna o
H. pylorl
Acido Antro ' - Fundo

Figura 3. Regulacdo neural, paracrina e hormonal da secreg¢do acida
gastrica (Adaptado de SCHUBERT e PEURA, 2008).

A fase anterior a ingestdo do alimento é denominada de fase cefalica. Nesta
fase, a secregao acida gastrica € ativada por sinais sensoriais reconhecidos pelo
cheiro, paladar, visdo e pensamento nos alimentos. Todos esses sinais sensoriais
ativam neurdnios centrais que transmitem a informacao para neurénios colinérgicos
intramurais gastricos via nervo vago. Durante a ingestdo do alimento, a secregéo
acida maxima pode ser alcancada através da inibicao da somatostatina, além da

estimulagdo direta da secregcdao de acido e gastrina (ativagdo de neurdnios
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colinérgicos) (SCHUBERT, 2005). Conforme o estdbmago vai sendo esvaziado, uma
série de mecanismos paracrinos e neuronais vao sendo ativados para restaurar os
niveis basais de HCI através da influéncia da somatostatina (SCHUBERT e
PEURA, 2008).

A histamina é produzida no estdmago pelas células enterocromafins (ECL) e
estocada em vesiculas secretoras, sendo liberada apds alguns estimulos. A
gastrina liga-se a receptores CCK2 das ECL promovendo um aumento de Ca?*
intracelular e liberagdo de histamina por exocitose (MOSSNER e CACA, 2005).
PACAP (peptideo ativador da adenilato ciclase ptuitaria) esta presente nos
neurbnios da mucosa gastrica e liga-se ao receptor PAC1 nas células ECL. A
gastrina e PACAP estimulam a transcricdo e atividade da enzima histidina
descarboxilase, que promove a descarboxilacdo da L- histidina originando a
histamina. A histamina liberada estimula as células parietais diretamente pela
ligagcdo em receptores H2. Estes receptores sdo acoplados a proteina G, e quando
ativados, estimulam a adenilato ciclase com geracdo de adenosina 3’,5'-
monofosfato ciclico (AMPc). A histamina também estimula a secrecdo 4acida
indiretamente através da sua ligacdo a receptores H3, acoplados nas células D
produtoras de somatostatina. Quando ativados, esses receptores inibem a
secrecao de somatostatina (KAZUMORI et al, 2004). Enquanto gastrina, PACAP,
VIP, grelina e fator de crescimento-alfa (TGF-a) estimulam a secrecao de
histamina; a somatostatina, CGRP, prostaglandinas, peptideo YY (PYY) e galanina
inibem a secrecdo. A acetilcolina (ACh) nao tem qualquer efeito direto sobre esta

secrecao histaminérgica (SCHUBERT e PEURA, 2008).

A gastrina é o principal estimulante da secregdo &acida durante

ingestéo de alimento. E produzida pelas células G no



25

antro gastrico e, em menor quantidade na regido proximal do intestino delgado,
célon e pancreas. Gastrina e colecistocinina (CCK) possuem uma sequiéncia de
pentapeptideos idéntica na porgao carboxil-terminal (-Gly-Trp-Met-Asp-Phe-NHy)
(SCHUBERT, 2005). Duas principais classes de receptores CCK foram
caracterizadas: CCK1(ouCCK-A), especificos para colecistocinina e CCK2
(anteriormente CCKB) que reconhecem tanto CCK como gastrina, esta com grande
afinidade. Os receptores CCK2 foram identificados nas células parietais e ECL, no
entanto parece que a principal via pela qual a gastrina estimula a secrec¢ao acida é
através da ativagao dessas ultimas células (ECL) com a liberagdo de histamina.
Ach, GRP, secretina, agonistas 3,/ 33 adrenérgicos, calcio, estimulam a secregéo
de gastrina, enquanto que somatostatina, galanina e adenosina inibem a secregao.
Além disso, pelo menos 2 vias mediadas pela liberagcdo de somatostatina, exercem
“feedback” negativo na regulacdo da secrecdo de gastrina. A primeira é ativada
pela acidez luminal e, em ratos envolve os neurdnios sensoriais CGRP que
estimulam somatostatina, inibindo a secreg¢édo de gastrina. Inversamente, quando o
pH sobe (baixa acidez intragastrica), por exemplo, por medicamentos anti-
secretorios como os inibidores de bomba de protons (IPP) ou por atrofia gastrica, a
secrecao de somatostatina é inibida, e os pacientes podem desenvolver
hipergastrinemia. O segundo mecanismo de “feedback” negativo envolve a via
paracrina, segundo a qual, a gastrina estimula a somatostatina e entdo atenua a
sua proépria secregao (SCHUBERT e PEURA, 2008).

Os receptores para acetilcolina (Ach) nas células parietais sdo do tipo
muscarinicos M3, acoplados a proteina G que induzem a ativagado de fosfolipase C
com geragao de inositol trifosfato (IP3) e liberagdo de caélcio intracelular. ACh

também estimula a secre¢ao acida de maneira indireta, através da ativacdo de
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receptores M2 e M4 nas células D, levando a inibicdo da secrecdo de
somatostatina (MOSSNER e CACA, 2005).

A secrecdo da célula parietal € aumentada pela ativacao intracelular de
AMPc e da via dependente de Ca®*, que ativa proteinas quinases, levando a fuséo
e ativacdo da bomba de protons H'K® ATPase. Esta enzima consiste de duas
subunidades. A subunidade a realiza as funcbes cataliticas e de transporte da
enzima. A subunidade B é extremamente glicosilada e protege a enzima da
degradagéo e é necessaria para o deslocamento da enzima entre o plasma e a
membrana. Quando nZo estimulada, a atividade da H'K® ATPase ¢ mantida
predominantemente dentro de tubulo-vesiculas citoplasmaticas. Sob estimulacao,
estas vesiculas se fundem com a membrana plasmatica apical, resultando em
extensiva secrecdo. Ao cessar a secrecdo, H'K® ATPase é recolhida da membrana
apical, e restabelecida no seu compartimento tubulo-vesicular (YAO e FORTE,
2003; SCHUBERT e PEURA, 2008). A secregao de protons ocorre nas células
parietais pela mudanga de ions de hidrogénio H* por ions de K* através da enzima
H*'K" ATPase. Este mecanismo ocorre juntamente com extrusdo de CI via canais
de cloreto e potassio na membrana apical. Esses canais ja estdo sendo alvos de

novas drogas anti-secretoras (SCHUBERT e PEURA, 2008).

A somatostatina é o principal fator inibitério da secrecdo &acida. E sintetizada
a partir de uma molécula precursora composta por 92 aminoacidos. No estémago,
pancreas e neurdnios entéricos é encontrada predominantemente a somatostatina-
14, enquanto que no intestino delgado encontra-se a somatostatina-28. No
estbmago as células produtoras de somatostatina estdo intimamente ligadas as
células alvo para somatostatina, como as células parietais, ECL e células G, seja

por via direta ou indiretamente pela circulacdo. Um aumento da acidez no lumem
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ativa a liberacdo de somatostatina no antro e fundo do estdbmago para que esta
exerca um efeito inibitério sobre a secregcdo. ANP, CCK, secretina,
adrenomedulina, amilina, leptina, estimulam somatostatina, inibindo assim a
secregao acida (SCHUBERT e PEURA, 2008).

O muco é produzido pelas células das glandulas gastricas e células
epiteliais. E armazenado em granulos no citoplasma apical dessas células e
liberado por exocitose. O muco €& constituido de 95% de agua e 5% de
glicoproteinas, denominadas de mucina. Os carboidratos compéem 80% do peso
das mucinas, que constituem de quatro mondémeros similares, ligados por pontes
de dissulfeto. A polimerizagdo destas unidades de mucina forma um gel viscoso
que adere a superficie do estbmago. No entanto, este gel é sujeito a protedlise
pelas pepsinas, que clivam as ligagcbes préximas aos centros dos tetrdmeros. Esse
processo libera fragmentos que ndo formam géis e, desta forma, dissolve a
camada mucosa protetora. A manutencdo da camada de mucina protetora
demanda sintese de novas mucinas tetraméricas para substituir aquelas mucinas
que sao clivadas pelas pepsinas (BERNE et al, 2004). A camada de muco funciona
como uma barreira fisica protetora entre o epitélio e o lumen contra agentes
nocivos, enzimas, microorganismos e pepsina presente no lumen. Além disso,
mantém o gradiente de pH préximo a neutralidade, impedindo danos a mucosa
gastrica. O muco é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estémago
até o coélon é estimulado por hormdnios gastrointestinais, incluindo gastrina e
secretina, bem como prostaglandina PGE2 e agentes colinérgicos. Substancias
ulcerogénicas como aspirina e sais biliares causam a dissipacdo do muco, levando

a injuria gastrica (LAINE et al, 2008).
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O bicarbonato é uma secrecao estavel de bicarbonato junto com a camada
de gel aderente cria um gradiente de pH (perto da neutralidade na superficie das
células epiteliais), que promovem a primeira linha de defesa da mucosa do
estdmago e duodeno contra o acido secretado no lumem. O bicarbonato secretado
pelas células epiteliais € retido pelo muco viscoso originando um revestimento
pegajoso, viscoso e alcalino. Quando o alimento é ingerido, as taxas de secregao
tanto de muco quanto de bicarbonato aumentam. A taxa maxima de secrecéo de
bicarbonato é de aproximadamente 10% da taxa maxima de secrecao de HCI
(BERNE et al, 2004; LAINE et al, 2008). As células parietais quando liberam ion H,
simultaneamente transportam o ion bicarbonato pela membrana basolateral através
da troca de CI/HCO3, que resulta numa maior disponibilidade de bicarbonato.
Além disso, para cada ion de H" secretado pela célula parietal, uma molécula de
CO, é convertida em bicarbonato, provocando o que se conhece como maré
alcalina apds a secregao de acido gastrico (DONG e KAUNITZ, 2006). A secregéo
de bicarbonato é intensificada pela acetilcolina liberada dos terminais nervosos

préximos as células superficiais epiteliais (BERNE et al, 2004; LAINE et al, 2008).

1.1.2 Mecanismos de agressao e prote¢dao da mucosa gastrica

O trato gastrointestinal é freqientemente exposto a estimulos nocivos que
podem causar lesdes. Estes estimulos podem ser enddégenos como a producao
fisioldégica do suco gastrico, principalmente HCI e pepsinogénio, ou exégenos como
o uso de antiinflamatérios ndo esteroidais (AINES), consumo de alcool, fumo,
alimentos em varias temperaturas, infec¢gées por Helicobacter pylori entre outros.
Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a mucosa gastrointestinal apresenta

fatores de protecdo (DONG e KAUNITZ, 2006). Os principais componentes da
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protecao pré-epitelial sdo o0 muco e o bicarbonato. Além dessa protecdo existe a
protecdo epitelial caracterizada pelas células epiteliais gastricas que possuem
propriedades intrinsecas de protecido tanto por sua disposi¢cao anatdbmica quanto
por sua constituicdo bioquimica. As jungbes fechadas e outras barreiras
intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do lumen para a mucosa
gastrica, para espacos intersticiais e submucosos. Agentes que conseguem
atravessar essas jungdes ainda sado restritos pela membrana celular das células
gastricas, que sdo compostas por elevada concentracao de fosfolipidios, impedindo
a difusdo de moléculas hidrofilicas, como o ion H*. Quando as barreiras gastricas
sdo destruidas e ocorre morte celular, as células necréticas podem ser repostas
pela migracédo de células epiteliais sobreviventes nas bordas da lesdo ou pela
divisdo de células da porgao glandular que migram ate o lumen e diferenciam-se

em células epiteliais superficiais (LAINE et al, 2008).

Entre outros fatores de protegdo da mucosa, incluem-se os fatores de
protecao subepitelial como a microcirculagdo e produgdo de prostaglandinas. O
fluxo sanguineo protege a mucosa por assegurar a chegada de uma quantidade
otima de oxigénio, nutrientes, bicarbonato, além de remover substéncias toxicas
(WALLACE, 2001). As células endoteliais dos microvasos geram potentes
vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO) e prostaciclina (PGl;), os quais protegem
a mucosa gastrica contra fatores agressores e se opdéem a agao danosa de varios
agentes vasoconstritores como os lecoutrienos C4, tromboxano A; e endotelina.
PGl; e NO mantém a viabilidade endotelial e previnem a aderéncia de plaquetas e
leucécitos nas células endoteliais de microvasos, prevenindo assim o

comprometimento da microcirculagédo (WALLACE, 2001; LAINE, et al, 2008).
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A continua geracado das prostaglandinas PGE, e PGl, é crucial para a
manutencao da integridade da mucosa e protegao contra agentes ulcerogénicos e
necrosantes. Quase todos os mecanismos de defesa sdo estimulados e/ou
facilitados pelas prostaglandinas. Elas inibem a secrecdo acida, estimulam a
secregao de muco, bicarbonato e fosfolipideos, aumentam o fluxo sanguineo,
aceleram a restituicdo epitelial e cicatrizagdo da mucosa. Prostaglandinas também
inibem a ativacao de mastocitos, leucécitos e aderéncia plaquetaria no endotélio
vascular. A maioria das agdes protetoras das PG na mucosa gastrica € mediada
principalmente por receptores do tipo EP;, EP; e EPs (LAINE et al, 2008).
Hatazawa (2007) descreve a importancia da PGE; na promog¢ado do processo
cicatricial de ulceras crénicas gastricas via receptores EP,.

Geralmente, os estimulos lesivos sobre a mucosa responsaveis pela
formacdo de ulceras pépticas, sdo acompanhados por danos microvasculares
locais, com consequente isquemia, diminuicdo da distribuicdo de nutrientes,
formacéao de radicais livres e necrose tecidual (TARNAWSHI, 2005).

Radicais livres (RL) incluindo espécies reativas de oxigénio (ERO) e de
nitrogénio (ERN) revelam dois mecanismos diferentes e complementares
dependendo da quantidade liberada e da situacdo nas qual cada célula se
encontra, ou seja, RLs podem exercer fungdes fisiologicas em condigdes normais,
mas podem ser nocivos em uma variedade de condigdes patoldgicas (HALLIWELL,
1999). Os radicais livres sdo produzidos constantemente durante alguns processos,
como na cadeia transportadora de elétrons (na fosforilagdo mitocondrial), durante o
metabolismo de xenobidticos e durante a resposta inflamatéria. O trato
gastrointestinal tem a capacidade de produzir grandes quantidades de ERO pelas

enzimas oxidases da mucosa como a xantina oxidase, mieloperoxidase (MPO) e
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NADPH oxidase, encontrada em leucécitos residentes (macréfagos, neutréfilos e

eosindfilos) da lamina prépria (DONG e KAUNITZ, 2006).

As ERO, como o anion superdéxido (O27), o radical hidroxil (OH) e o peréxido
de hidrogénio (H2O;) sdo moléculas altamente reativas que interagem
indiscriminadamente com macromoléculas essenciais, como o DNA, proteinas e
lipideos. As ERO tem um papel importante na patogénese de lesbes agudas na
mucosa gastrica (PERY et al, 1986; COCHRAN et al, 1982; PIHAN et al, 1987; DEL
SOLDATO et al, 1985) ou no retardo da cicatrizagao de ulceras gastricas crénicas
(SHIl et al,1992).

Assim, para se defender contra ataques de radicais livres, as células
desenvolveram diferentes sistemas antioxidantes para manter a homeostase
celular (CNUBBEN et al, 2001).

Sistema antioxidante: as enzimas que promovem a primeira linha de defesa
contra o anion superéxido (O2) e o peroxido de hidrogénio (H20;) incluem a
superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT) e glutationa peroxidase (GPx)
(BAYIR, 2005). A segunda linha de defesa antioxidante é realizada por alguns
compostos de moléculas quimicas pequenas, incluindo vitaminas, flavonodides e
carotendides da dieta, acido urico e a glutationa (GSH) (CNUBBEN et al. 2001).

\ Superéxido Dismutase (SOD): em condicdes de estresse oxidativo, a
superoxido dismutase (SOD) atua como um sistema de defesa intracelular que
degrada o anion superoxido em oxigénio e perdxido de hidrogénio (CHANDE e
BUDINGER, 2007; YASUI e BABA, 2006).

\ Catalase (CAT): a catalase é uma enzima que metaboliza o H,O, (formado na
reagao com SOD) em agua e oxigénio de maneira extremamente rapida (SIRAKI et

al, 2002).
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\ Glutationa peroxidase (GPx): A segunda via do metabolismo do H.O, depende
da ativagdo da GPx e da cooperagédo da glutationa redutase (GR). A redugéo do
H,O, em &gua pela GPx é acompanhada da conversdo de glutationa da forma
reduzida (GSH) para a forma oxidada (GSSG) (KWIECIEN, et al, 2002).

\ Glutationa S-transferase (GST): GST é uma super familia de isoenzimas que
catalisam a conjugacao de compostos eletrofilicos a GSH, produzindo compostos
menos reativos. A GST participa da defesa contra o estresse oxidativo devido a
capacidade desta enzima em detoxificar compostos enddégenos que causam danos
(CNUBBEN et al, 2001).

\ Glutationa (GSH): O GSH é um tripeptideo com potente atividade antioxidante e
propriedade de cofator enzimatico, importantes para regulagéo da atividade celular.
Sob condicbes de estresse oxidativo, as espécies reativas de oxigénio sao
reduzidas por GSH com concomitante formagao do dissulfito oxidado, a GSSG (ou
glutationa oxidada). Apesar de sua relativamente resisténcia a oxidagao
espontanea, GSH reage rapidamente e de forma ndo enzimatica com o radical
hidroxila, com N2Os (triéxido de nitrogénio) e peroxinitrito (ONOQO’). Para manter o
equilibrio redox celular, o GSSG ¢é exportado das células por proteinas de
transporte dependentes de ATP (adenosina trifosfato), implicando que condigbes
severas de estresses diminuem niveis celulares de GSH. Esta deplecao de GSH
esta relacionada com a patofisiologia de muitas doengas, sugerindo um importante
papel do GSH na manutencgéo da integridade dos sistemas fisiolégicos (CNUBBEN

et al, 2001).

Resposta inflamatéria aguda: quando os niveis superficiais da defesa da mucosa

falham ou sdo inundados por uma lesdo luminal, o préximo nivel de defesa é a
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resposta inflamatéria aguda (WALLACE, 2001). A resposta fisioldgica observada no
processo inflamatério esta relacionada com a liberagcao de diferentes mediadores
pré-inflamatérios, como aminas biogéncias (histamina e serotonina), cininas
(bradicinina), prostandides (prostaglandinas), citocinas (TNF-a, IL-18, IL-6), fator de
ativagcao plaquetaria (PAF) e substancia P (KIM et al, 2007; O’'SHEA e MURRAY,
2008).

O dano tecidual resulta na liberacao de mediadores quimicos e ativagao de
eventos celulares. As células fagociticas conduzidas pelos neutréfilos e mondécitos
circulantes sao atraidas para o sitio inflamatério por moléculas quimiotaticas
especificas chamadas de quimiocinas, responsaveis por expressar moléculas
denominadas selectinas nas células endoteliais e promover a interagcédo leucécito-
endotélio. Subsequente, citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-6) liberadas nos locais
préoximos ao sitio inflamatério agem nos neutréfilos e aumentam a expressao de
moléculas integrinas mobilizando os neutrdéfilos na superficie do endotélio vascular.
A maioria dessas integrinas se liga em moléculas de adesdo (CAMs) na superficie
das células endoteliais. Outra citocina importante € a proteina quimiotatica de
mondcitos (MCP), responsavel pelo recrutamento de mondcitos para o sitio
inflamatorio. Além das citocinas e quimiocinas, outra classe de mediadores exerce
papel na regulagéo da cascata inflamatéria. Os metabdlitos do acido araquidénico
possuem potente atividade proé-inflamatéria. A inflamagao induz a expressao de
cicloxigenase 2 (COX2) nas células inflamatérias, convertendo o acido
araquidénico em prostaglandinas, substancias responsaveis pelas mudangas na
permeabilidade vascular e vasodilatacdo. Similar propriedade é atribuida aos
leucotrienos gerados pela agdo da enzima 5-lipoxigenase (5-LPO) sobre o acido

araquidénico. O leucotrieno B4 (LTB4) induz a migracdo e adesao de
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polimorfonucleares no endotélio vascular pelo aumento de integrinas na parede do
endotélio vascular (JANEWAY et al, 2001; NATHAN 2002; LAWRENCE et al,
2002). Os mondcitos, ao penetrarem no tecido, se diferenciam em macrofagos e
junto com os neutréfilos liberam uma variedade de mediadores responsaveis pelo
recrutamento de outras células inflamatérias como fibroblastos e mastdcitos,
promovendo assim propagacgao da resposta inflamatéria (WALLACE, 2001).

Os leucdcitos polimorfonucleares (PLM), principalmente os neutrdéfilos, séo
as primeiras células a serem recrutadas e a ativagao de receptores acoplados a
proteina G causa um aumento de calcio citosdlico que age como segundo
mensageiro e induz uma série de eventos, resultando na ativagdo da resposta
celular dos PLM. Essa resposta inclui a liberagdo enzimas proteoliticas como
leucdcitos elastase ou catepsina G, além de espécies reativas de oxigénio, geradas
predominantemente pela NADPH oxidase. (POECKEL et al, 2008). Nos neutrofilos
ativados, a enzima MPO também resulta na formagao de potente oxidante como o
acido hipocloroso (HOCI) a partir do peréxido de hidrogénio (H20;) na presenga de
ions cloreto (CI') (NAITO e YOSHIKAWA, 2002).

Quando ocorre um desequilibrio entre o sistema antioxidante e a produgao
de RL, estes podem promover a destruicdo da membrana celular via peroxidagao
lipidica. As membranas celulares constituidas de fosfolipidios (ricos em acidos
graxos poliinsaturados) sdo constantemente atacadas por espécies reativas de
oxigénio, produzindo radicas de acidos graxos e hidroperdxidos lipidicos (NIKI e
KOMURO, 1988; NIKI et al, 1993). Em consequéncia desse ataque (peroxidagao
lipidica) ocorre o desequilibrio das fungdes celulares, incluindo transporte de
moléculas, manutencdo do gradiente i6nico e metabdlico e mecanismos de

transducao de sina entre outros (FARINATI et al, 1996; EVERETT et al, 2001)
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1.2 Ulcera Péptica

Ulcera é uma lesdo profunda da mucosa, onde tanto os componentes do tecido
epitelial e conectivo, incluindo miofibroblastos subepiteilias, células do musculo liso,
vasos e nervos podem estar destruidos (MILANI E CALABRO, 2001). Tanto as
Ulceras gastricas como as duodenais sao referidas como Ulceras pépticas. Em
geral, as ulceras ocorrem mais comumente no duodeno (5X), onde 90% estéo
localizadas a 3 cm da jungdo do piloro com a mucosa duodenal. No estdbmago as
Ulceras se localizam mais comumente no antro (60%) e na jungédo do antro com o
corpo na pequena curvatura (25%). A ulcera péptica € um dos disturbios mais
comuns que afetam o sistema gastrointestinal. A incidéncia de ulcera péptica
durante a vida é superior a 10%, com um pico que ocorre entre 65 e 74 anos e é
ligeiramente maior nos homens do quem em mulheres (1,3:1,0). Apesar de ocorrer
em qualquer idade, a ulcera duodenal ocorre com mais freqiéncia na faixa de 30-
55 anos, enquanto que a ulcera gastrica na faixa de 50-70 anos (OFMAM, 2000).

A fisiopatologia das ulceras pépticas é considerada um processo multifatorial.
Atribuida ao desequilibrio entre fatores agressivos (como o acido cloridrico, a
pepsina, infeccéo por Helicobacter pylori além de anti-inflamatoérios nao esteroidais,
fumo e alcool) e defesas locais da mucosa (secregédo de bicarbonato, muco,
prostaglandinas, fluxo sanguineo, oxido nitrico). Embora o tratamento seja
frequentemente conduzido para a redugado dos fatores agressivos, pode também
ser dirigido para o fortalecimento das defesas da mucosa do estbmago e duodeno
(VENKATARANGANNA et al 1998; JAIN et al 2006). A Uulcera péptica é
considerada doenca crbnica, e a recorréncia anual é esperada na maioria dos

casos (BRUNTON et al, 2006).
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Histologicamente uma ulcera péptica consiste de duas estruturas maiores: a
margem da ulcera formada pela mucosa adjacente ndo necrosada — componente
epitelial, e o tecido de granulagdo na base da ulcera — componente de tecido
conectivo. Este ultimo consiste de fibroblastos, macréfagos e células endoteliais
formando microvasos (COTRAN et al, 1999; TARNAWSKI, 2000). O tecido de
granulacdo se desenvolve na base da ulcera dentro de 48-72 h depois da
ulceragdo (TARNAWSKI, 2000). Por tanto a cicatrizagao requer angiogénese no
tecido de granulagdo na base da Uulcera, junto com proliferacdo das células
epiteliais na margem da ulcera e consequente restabelecimento da arquitetura
glandular (Figura 4). A proliferacado epitelial e endotelial é largamente conduzida
pelos fatores de crescimento. No caso da angiogénese, o fator de crescimento
endotelial vascular (VEGF) aparece entre os mais importantes. VEGF é liberado

pelas proprias células endoteliais e pelas plaquetas (WALLACE, 2005).

A cicatrizagdo das ulceras € acompanhada pelo aumento do fluxo sanguineo
na area ulcerada e niveis plasmaticos de gastrina e citocinas pro-inflamatérias
como TNF-a e IL-13. Ao longo da cicatrizagdo esses niveis decaem. A
hipergastrinemia observada no periodo inicial da cicatrizacdo pode ser atribuida a
extraordinaria supressao acida gastrica e expressao de fatores de crescimento
como EGF (fator de crescimento epidermal), TGF-a (fator de crescimento alfa) os
quais controlam a proliferacao celular e sdo bem conhecidos por exibirem atividade

antisecretora (BRZOZOWSKI, 2003).
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CICATRIZACAO DA ULCERA GASTRICA

Maraem da Ulcera

Re-epitelizacdo

L. Angiogénese

P

Tecido de granulagdo

Formagcé&o e migracao
de glandulas géastricas

Figura 4. Representacdo esquematica da ulcera gastrica e seus dois
maiores componentes envolvidos na cicatrizagdo: a margem da ulcera (re-
epitelizagéo) e o tecido de granulagao (angiogénse e reconstrugao glandular)
(Adaptado de ANDRZEJ e TARNAWSKI 2005).

Por mais de um século, as Ulceras pépticas eram controladas
cirurgicamente, com altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento
farmacoldgico resumia-se em neutralizar a acidez gastrica estomacal com a
utilizacao de antiacidos, como bicarbonato de sédio (NaH,CO3), carbonato de
calcio (CaCO:s), hidroxido de aluminio (Al(OH)3) 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 interagdes
farmacocinéticas de dissolucdo e absorgao, biodisponibilidade e eliminagao renal.
Alguns podem também quelar outras drogas presentes no trato gastrointestinal,
formando complexos insoluveis que passam pelo TGl sem serem absorvidos. Além
disso, os efeitos associados aos anti-acidos sao constipagdo ou diarréia,
dependendo do paciente, sendo utilizados hoje em dia principalmente para o alivio

rapido sintomatico (YUAN et al, 2006; BRUNTON et al, 2006).
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Antagonistas muscarinicos como a pirenzepina inibem a secrecéo acida bem
como a motilidade gastrica, mas o uso clinico destas drogas diminuiu por causa da
disponibilidade de medicamentos anti-secretores mais eficazes. O desenvolvimento
das drogas ao longo dos anos indica a mudanga gradual no foco de tratamento, o
qual surgiu com o descobrimento de antagonistas H, como Cimetidina (em 1976) e
Ranitidina (1982) até o aparecimento dos inibidores da bomba de prétons em 1988
com o Omeprazol, seguido por Lansoprazol, Rabeprazol e Esomeprazol em 2001
(JAIN et al 2007).

Estes inibidores de bomba sado pro-farmacos, necessitando ativacdo em
ambiente acido. 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 formagao
de uma sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio
de ligagao covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio extracelular da
H*/K*-ATPase, resultando em uma inativacao irreversivel da bomba. A secrecdo do
acido so6 se reinicia apos a insergéo de novas moléculas de bomba na membrana
luminal (YUAN et al, 2006; BRUNTON et al, 2006).

Hoje, quase duas décadas apos a introdugao do primeiro IBPs, os inibidores
considerados irreversiveis comegam a apresentar alguns inconvenientes, tornando-
se entdo uma linha de estudo de grande interesse. A supressao acida extrema,
mesmo que em doses recomendadas as vezes pode conduzir a uma acloridia
(auséncia de acido cloridrico) podendo desencadear infecgdes entéricas como a
febre tiféide, colera e disenteria (JAIN et al, 2007). Muitos estudos relatam os
efeitos nocivos dos inibidores de prétons associados a infecgdo por H.pylori, os

quais podem agravar o quadro de gastrite, podendo levar a sérias complicagdes.
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Trabalhos de Stolte e colaboradores (1998); Meining et al (1998); Uemura et al
(2002) e Suzuki et al (2002) relatam que pacientes H. pylori positivo em tratamento
tanto com Omeprazol, Lanzoprazol ou Ranitidina apresentam mudancgas no padrao
da gastrite, com consequente ativacao de neutrdfilos (através do aumento de MPO)
no corpo gastrico. Outro estudo recente confirma que a supressao acida extrema
causada pela drogas antisecretoras induz interagdes leucocitarias no endotélio via
liberacdo de gastrina. Esse horménio € um estimulante da secregéo acida gastrica
e é considerado um agente pro-inflamatério, contribuindo “in vivo” para a

inflamagé&o causada pelo H.pylori (ALVAREZ et al, 2006 e 2007).

Em virtude desses inumeros inconvenientes apresentados pelos tratamentos
antiulcerosos, que tem sido continua e importante a investigagdo de novas drogas

para o tratamento de doencas acido-péticas.

1.3 Salvia officinalis L.

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.
As folhas de Salvia officinalis sdo amplamente empregadas como condimento na
culinaria de varios paises desde os tempos medievais, sendo também cultivada no
Hemisfério Norte como planta ornamental. Seu nome deriva do latim “salvere”, que
significa saudavel. Foi introduzida na América do norte no século XVII (ALONSO,

2004; LORENZI e MATOS, 2002).
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\ Aspectos botanicos

A Salvia officinalis (Figura 5) € um subarbusto perene, fortemente aromatica,
pertencente a familia das Lamiaceas. Ereta ou decumbente, ramificada na base
formando aspecto de moita. Caracteriza-se por apresentar uma altura entre 30 e 70
cm; raiz fusiforme e fibrosa, talo ereto lenhoso e quadrangular na base com
numerosas ramificagdes. Folhas opostas, inteiras, glandulares ou rugosas,
finamente denteadas de 3 a 6 cm de comprimento (Figura 5), as inferiores
pecioladas e as superiores sésseis, embranquecidas na parte de tras e verdes na
frente, recobertas por uma penugem. As flores, pouco frequente em nossas
condigbes, sao 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 é tetraquénio (LORENZI, 2002; ALONSO,

2004).

Figura 5. Flores (A) e folhas (B) de Salvia officinalis L.

Fonte: www.bbc.co.uk
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\ Constituintes quimicos

O género Salvia é rico em polifendis, sendo 160 ja identificados. Dentre os
polifendis encontram-se os acidos fendlicos (como &cido caféico e seus
metabdlitos), além de flavondides (antocianinas e proantocianidinas) (YINRONG e
YEAP 2001). Constituintes diterpénicos como o diterpeno o-difendlico acido
carnosico (AC) e seu produto de oxidacao carnosol (CS) (Figura 6) sdo os maiores
constituintes de extratos provenientes das plantas Rosmarinus officinalis
(Rosmarino, Alecrim) e Salvia officinalis. Folhas secas de Rosmarino e Salvia
contém aproximadamente 0.2—-1% de AC and de CS. Em extratos comerciais AC e
CS sao extremamente enriquecidos (na Rosemarino, por exemplo, foi determinado
10.3% de AC e 4.4% CS). Baseado na elevada ocorréncia destes compostos
nestas plantas, o desenvolvimentos de medicamentos naturais contendo estes
diterpenos para o tratamento de doencas inflamatérias parece bem atrativo
(POECKEL et al, 2008).

Através de uma extracdo aquosa a frio, de partes aéreas de S. officinalis foi
possivel isolar um complexo polissacarideo composto de galactose (17.9%), 3-O-
metil-galactose (3.0%), glicose (15.5%), manose (8.3%), arabinose (30.4%), xilose
(7.6%), fucose (2.6%), ramnose (6.7%), e acidos urbnicos (8.0%) (CAPEK e

HRIBALOV, 2004).
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caA = Acido carndsico

Figura 6. Estrutura quimica do acido carndsico (CA) e carnosol (CS),

encontrados na Salvia officinalis.

\ Atividades biolégicas

Inumeros sao os trabalhos que relatam o potencial antioxidante do género
Salvia (CUVELIER et al, 1994 e 1996; YINRONG LU, et al, 2001; MILIAUSKAS,
2004; BEKTAS TEPE, 2007). As propriedades antioxidantes estdo relacionadas
com os maiores constituintes quimicos da Salvia como acido carndsico (AC) e seu
produto de oxidagdo carnosol (CS). Além de propriedade antioxidantes estes
compostos também apresentam propriedades antiinflamatérias, antiproliferativas e
neuroprotetoras (POECKEL et al, 2008).

Bektas Tepe, 2007, mostrou que o acido rosmarinico encontrado em grande
quantidade no extrato metandlico de Salvia verbenaca, € o principal responsavel
pela potente atividade antioxidante, avaliada em ensaios in vitro de DPPH (2,2-
difenil-1-picrilhidrazil). Em 2007, BOZIN e colaboradores avaliaram a capacidade
antioxidante e antimicrobiana do 6leo essencial de Salvia officinalis e Rosmarinus
officinalis. Ambas apresentaram importante atividade sobre cepas bacterianas de
Escherichia coli, Salmonella typhi, S. enteritidis e Shigella sonei. A atividade

antioxidante foi avaliada através de ensaio de DPPH e peroxidagao lipidica (LPO).
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Os dleos investigados apresentaram reducgéo na formacgéao do radical DPPH (IC50=
3,82 pug/mL para o 6leo rosmarinico e 1,78 pg/mL para salvia). O éleo rosmarinico
em especial, apresentou forte inibicdo nos niveis de LPO.

Acdo imunomoduladora também ja foi identificada em complexos
polissacarideos extraidos da S. officinalis. O estudo revelou a capacidade deste
polissacarideo em induzir a proliferacdo de timécitos em ratos (CAPEK e
HRIBALOV, 2004).

A atividade antiinflamatoria da Salvia officinalis € relatada em inumeros
trabalhos. RAU e colaboradores (2006) demonstraram que PPARYy (receptor de
proliferagéo de peroxissomo) € um alvo seletivo tanto para o acido carnésico como
carnasol. A ativagcdo de PPARy em longo prazo causa alteragbes na expressao de
genes inflamatorios. Em Poeckel et al (2008) foi demonstrado a habilidade do acido
carndsico e carnosol de agirem diretamente em agentes pro-inflamatérios, inibindo
células polimorfonucleares (PLM), formagao de leucotrienos e geragao de espécies
reativas de oxigénio.

Pouco sao os estudos sobre os efeitos biolégicos da Salvia officinalis no
trato gastrointestinal. Os trabalhos existentes relatam atividade da infusdo e 6leo
essencial de S. officinalis sobre figado (LIMA, 2004 e 2005; AMIN E HAMZA,
2005). Em 2005 Maryam e colaboradores demonstraram o efeito hipoglicemiante
do extrato metandlico de folhas de S. officinalis em ratos diabéticos induzidos por
estreptozotocina.

Estudo com alguns diterpenos isolados promoveram gastroprotecdo em
Ulceras induzidas por etanol/HCI em camundongos. Citotoxicidade em células
epiteliais humanas gastricas foi identificada em alguns destes compostos

(SEPULVEDA et al, 2005). Em 2003, Rodriguez e colaboradores demonstraram o
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potencial cicatrizante do acido oleandlico em ratos com ulceras induzidas por acido
acético. Em 2007, Mayer e colaboradores demonstraram que atividade
gastroprotetora do extrato da Salvia officinalis € decorrente da inibi¢ao da atividade

da H+, K+-ATPase.
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2. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo consistiu em verificar o potencial cicatrizante do

extrato bruto hidroalcodlico de Salvia officinalis em Ulceras ja estabelecidas através

do modelo do acido acético e possiveis mecanismo envolvidos.

2.10Objetivos especificos:

Avaliar o curso temporal do processo de cicatrizagdao da ulcera gastrica
induzida por acido acético durante um periodo de 13 dias;

Avaliar macroscopicamente e microscopicamente os efeitos do extrato de
Salvia officinalis na cicatrizacdo de lesdes induzidas com acido acético em
ratos no periodo estabelecido;

Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis no processo inflamatério por
meio de um método indireto que quantifica a migragdo de neutrdfilos e
macréfagos para o tecido (determinagdo da atividade enzimatica da
Mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) respectivamente);
Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis na infiltracdo de leucdcitos
através do modelo “air-pouch” induzido pela carragenina;

Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis na producao intracelular de
radicais livres;

Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis nos niveis de peroxidacao
lipidica da mucosa gastrica;

Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis na quantificagdo de grupos

sulfidrilicos nao protéicos (GSH-glutationa);
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e Avaliar o efeito do extrato de Salvia officinalis na atividade de enzimas
antioxidantes (catalase-CAT, superoxido dismutase-SOD e glutationa S-

transferase-GST).
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MATERIAL E METODOS
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3. MATERIAL E METODOS

3.1 Material Botanico

As folhas de Salvia officinalis foram fornecidas pela Chamel Industria e
Comércio de Produtos Naturais Ltda, PR-Brasil. O extrato foi preparado pelo Prof.
Dr. Moacir Geraldo Pizzolatti, do Departamento de Quimica da Universidade
Federal de Santa Catarina (UFSC). Um exemplar da planta foi depositado no

Herbario da Universidade Federal do Parana sob o nimero 1156a.

3.2 Animais

Foram utilizados ratos (Ratus norvegicus, variedade Wistar) adultos, fémeas,
com peso variando entre 150 a 300 g fornecidos pelo Biotério da Universidade
Federal do Parand mantidos sob condicbes controladas de temperatura e
iluminagao (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 Experimentacéo

Animal da UFPR, com o numero de protocolo 318.

3.3 Métodos fitoquimicos
< Obtengao do extrato bruto hidroalcoélico da Salvia (EHS)

O extrato de Salvia officinalis (EHS) foi obtido a partir de uma quantidade de
2 kg de folhas secas e moidas, utilizando o método de percolagdo (2 vezes a
temperatura ambiente). Etanol 85% foi utilizado como solvente e foram obtidos 10
litros de percolado, o qual foi concentrado em rotaevaporador na temperatura de 45

°C rendendo 154,8 g (7,74%) de um extrato seco hidroalcodlico amarelo escuro.
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\ Obtengao das solugdes do extrato para sua utilizagdo nos ensaios
O extrato foi diluido em agua destilada para doses de 0,003; 0,03; 0,3 e 3

mg/Kg.

3.4 Métodos Farmacoldgicos in vivo

3.4.1 Lesoes gastricas induzidas por acido acético

As lesdes gastricas induzidas por acido acético seguem a metodologia
originalmente proposta por Okabe et al (1971), com leves modificagdes (WALLACE
et al, 2007).

As ratas (grupos de 8 animais) foram submetidas a jejum sdlido por 18 hs
anterior a inducao. Os animais anestesiados com xilazina e cetamina (7,5 mg/Kg e
60 mg/Kg, via i.p) foram submetidos a cirurgia para a indugdo das ulceras. A
parede abdominal foi aberta e o estdmago exposto. A figura 8 ilustra a metodologia,
na qual, um cilindro de vidro de 6 mm de didmetro foi aplicado sobre a serosa do
estdmago. Dentro do cilindro foi injetado 500 ul de acido acético 80%. Apos 1
minuto o acido foi aspirado e salina foi injetada dentro do cilindro. Apds a salina ser
aspirada secou-se a regiao com o auxilio de um cotonete e o cilindro foi retirado da

superficie do estdbmago para que a parede abdominal fosse suturada.
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(A)

Figura 7. Metodologia de indugédo de ulcera por acido acético. (A) aplicagao
de 500 yL de acido acético 80% no interior de um cilindro, (B) retirada do
excesso de acido com o auxilio de um cotonete (Adaptado de KONTUREK et

al, 2008).

Apds a recuperagao da anestesia, os animais retornaram ao biotério e
permaneceram sob regime de restricdo alimentar com consumo livre de agua até o
dia seguinte. A partir dai, seguiu-se uma dieta alimentar (racao duas vezes ao dia
por uma hora) durante todo o periodo do tratamento que consistiu na administragao
por gavagem de veiculo (agua - 0,5 mL/200g), omeprazol (40 mg/kg) e as

diferentes doses do extrato.

O tratamento, iniciado no segundo dia apds a cirurgia, foi administrado trinta
minutos apos o consumo da ragao e teve duragao de sete dias (2x ao dia). Ao final
do tratamento, os animais foram mortos, o estdbmago removido e esticado para

posterior inspecado da mucosa e determinagao da cicatrizacéo.

A avaliagéo das lesbes gastricas induzidas por acido acético foi realizada por

meio de uma régua graduada (mm).
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3.5 Métodos Bioquimicos in vitro

Concentragao de proteina nas amostras

A concentragao de proteina foi determinada em placa de 96 pocos através
do método “BCA™ protein assay kit” (PIERCE, Rockford, IL), utilizando albumina
bovina como padréao e realizado segundo as instru¢des fornecidas pelo fabricante.
Preparagao do tecido ulcerado para os ensaios bioquimicos

Depois das analises macroscopicas, foram determinadas as atividades
enzimaticas de MPO NAG, SOD e CAT, além das quantidades de GSH e radicais
livres na mucosa gastrica. Para isto, as amostras (porgao ulcerada, incluindo base
e margem da ulcera) foram utilizadas para o preparo de homogenato. As ulceras
foram pesadas (~200 mg) e homogeneizadas em 0,6 mL de tampao fosfato 200
mM pH 6,5. Este homogenato foi utilizado imediatamente para o ensaio de GSH.

Para as andlises de SOD, CAT, GST, MPO e NAG o homogenato foi
centrifugado por 20 minutos a 9000 x g utilizando uma ultracentrifuga. O pellet
contendo 95% do total da atividade de MPO do tecido foi utilizado para o ensaio de
MPO e o sobrenadante para as outras enzimas.

Para a determinacao dos niveis de radicais livres e peroxidacao lipidica, as
amostras foram homogeneizadas em tampao TRIS-EDTA e metanol P. A

respectivamente.
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3.5.1 Determinagao da atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO)

Estdbmagos previamente submetidos ao acido acético foram utilizados para
verificar o efeito protetor do EHS na mucosa, através da participacdo da enzima
mieloperoxidase (MPO), método de Bradley et al (1982) modificado por De Young
et al (1989). MPO é uma enzima encontrada primariamente nos granulos
azurofilicos dos neutréfilos (PMN) e comumente usada como um marcador do
conteudo tecidual de PMN que migram para o local do estimulo inflamatério. O
homogenato produzido com a parte ulcerada adicionado de tampao fosfato de
potassio (200 mM) pH 6,5 foi centrifugado a 9000 x g durante 20 min. O pellet
obtido foi ressuspendido com 1 mL de tampao fosfato de potassio 80 mM na
presencga de 0,5% de hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Apds a homogeneizagéo as
amostras s&o centrifugadas a 11000 x g por 20 min a 4 °C. Em placas de 96 pogos
foram adicionados em ftriplicata 30 yL do sobrenadante, acrescido de 220 uL de
uma solucdo contendo: 100 pyL de tampéo fosfato de potassio 80 mM, 85 uL de
tampéo fosfato de potassio 22 mM e 15 uL de H,O, 0,017%. A reacéo foi iniciada
com a adi¢ao de 20 pL de tetrametilbenzidina. HCI (TMB) e amostra foi incubada
por trés minutos a 37 °C. A reagao foi interrompida com 30 pL de acetato de sédio
e a atividade enzimatica foi determinada em espectrofotdbmetro a 620 nm.

Para verificar se o extrato possui acao diretamente sobre a atividade da
enzima, quando os leucdcitos ja migraram para o local do estimulo inflamatdrio,
decidiu-se realizar outro experimento, no qual o extrato foi incubado diretamente

com a amostra tecidual, ap6s esta ser adicionada a placa.
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3.5.2 Determinacgao in vitro da atividade enzimatica de mieloperoxidase (MPO)

As amostras foram separadas em dois grupos: grupo nao lesado (sem
Ulcera) e grupo lesado e foram preparadas conforme o protocolo descrito
anteriormente. O grupo lesado representa amostras de Ulceras obtidas dos animais
controle sem tratamento prévio e, portanto com grande quantidade de PMN e
consequentemente elevados niveis de MPO. Para realizagao do teste foi utilizada
placa de 96 pocos, onde foram adicionadas 30 pL/poco de cada amostra, e em
seguida foi acrescentado o extrato (EHS) nas seguintes concentragdes (0,3; 1,0; 10
e 30 ug/mL) em cada grupo de amostra. Apds a adigao do extrato, fez-se pausa
para incubacdo de 15 min em temperatura ambiente e procedeu-se a metodologia
conforme o protocolo anterior, com a adigdo de perdxido de hidrogénio e TMB. A

atividade enzimatica foi determinada em espectrofotébmetro a 620 nm.

3.5.3 Determinagao da atividade enzimatica da N-acetilglucosaminidase (NAG)

A atividade de NAG é baseada na hidrolise do p-nitrofenil-N-acetil-B-D
glucosamina (substrato) pela N-acetil-B-D-glucosaminidase liberando p-nitrofenol
(Bailey,1988).

Amostras contendo 25 pL (sobrenadante resultante do processo de
centrifugacéo descrito anteriormente) foram incubadas com 100 pL de tampao
citrato (60 mM, pH 4,5) na presenga do substrato (2,24 mM). As placas foram
incubadas por um periodo de 60 min a 37° C e a reagdo foi interrompida com
tampéo glicina (200 mM, pH 10,4) e mensurada em espectrofotdmetro a 405 nm.
Os resultados foram expressos como unidade de densidade optica (D.O)/mg de

proteina.
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3.5.4 Determinacgao in vivo da migragao leucocitaria: modelo “air pouch”

Este modelo consiste da formacao de uma cavidade artificial no dorso dos
animais a partir da injegao subcutanea de ar estéril.

Neste estudo seguiu-se o procedimento descrito por Ribeiro e colaboradores
(1991). Inicialmente, injetou-se 20 ml de ar estéril no dorso de animais sedados
com éter. O dia da injecao foi considerado como o primeiro dia e a partir dai até o
quarto dia foram administrados 10 mL de ar dentro da bolha para manter a
cavidade. O experimento foi realizado entdo, no quinto dia apds a primeira injecao
de ar. Os ratos foram divididos em cinco grupos: o primeiro grupo recebeu somente
1 mL de salina estéril dentro da bolha e foi denominado de grupo normal, os outros
grupos foram pré-tratados oralmente com agua destilada (0,1 mL/100 g de peso) -
grupo controle; 84 mg/Kg de extrato de Salvia officinalis (EHS) e 40 mg/Kg de
Omeprazol. O quinto grupo recebeu 5,0 mg/kg de dexametasona através de
administracao intraperitoneal. A dose do EHS foi escolhida de acordo com a EDsg
(dose 50% efetiva) determinada previamente (MAYER et al, 2009) em ensaios de
atividade aguda de gastroprotecéo.

Duas horas apo6s os pré-tratamentos com agua, EHS e omeprazol e uma
hora depois da administracdo da dexametasona, os grupos 2, 3, 4 e 5 receberam
subcutaneamente (dentro da bolha de ar) 1 mL de carragenina 0,5% dissolvida em
tampéo fosfato-salina (PBS) pH 5,4.

A segunda dose dos tratamentos foi repetida seis horas apds o primeiro
tratamento. Vinte e quatro horas depois da injecao da carragenina, os ratos foram
anestesiados com éter e 5 mL de uma solugédo contendo 10 mL de PBS, 1mL de
albumina 3% e 0,2 mL de heparina (500 U/mL) foram injetados dentro da bolha que

foi entdo cuidadosamente aberta com uma pequena incisdao e o exudato foi
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coletado. Para a contagem global das células empregou-se uma diluicdo de 1:20
dos conteudos das bolhas de ar em solugédo de Turk (acido acético 2%), e a
quantificacao foi feita em camara de Neubauer com auxilio de um microscépio 6tico
comum (aumento de 100 vezes).

Para a contagem diferencial, parte dos lavados das bolhas foi centrifugada e
o sedimento diluido em 300 uL de albumina 3%. Aliquotas de 100 pL foram
utilizadas para a confec¢do dos esfregagos que foram corados pelo método de
May-Grunwad-Giensa. A contagem celular diferencial (polimorfonucleares e
mondcitos) foi realizada em microscépio 6tico comum (aumento de 400 vezes),

contando-se 100 células por lamina.

3.5.5 Determinacgao intracelular de radicais livres (RL)

A determinacdo de radicais livres foi realizada de acordo com Keston e
Brandt (1965), Driver et al (2000) e Song et al (2008).

O ensaio consiste na oxidagdo de DCFH - 2’,7’-diclorfluoresceina- (depois da
hidrolise da forma diacetato) a fluoresceina por espécies reativas de nitrogénio e/ou
espécies reativas de oxigénio, onde a fluorescéncia gerada pode ser medida
(TSUCHIYA et al, 1994). As ulceras foram pesadas (~100 mg) e homogeneizadas
em 2 mL de tampao TRIS-EDTA (1mM - 5mM) pH 8,5. O homogenato (500 uL) foi
incubado com 25 uL de DCFH-DA (2’,7’-diclorfluoresceina-diacetato) (1 mM) por 40
min ao abrigo da luz. Depois da incubagéo, a fluorescéncia gerada foi mensurada
em espectrofluorimetro usando uma cubeta de quartzo.

Todas as medidas foram feitas utilizando comprimento de onda para

excitacdo: 488 nm e emissao: 520 nm.
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3.5.6 Determinagao de hidroperéxidos lipidicos (LOOH)

A taxa de peroxidacdo lipidica foi mensurada pelo método FOX2,
aperfeicoada do método descrito por JIANG et al, 1991. Este método quantifica a
formagdo de LOOH durante a peroxidagdo lipidica. O método €& baseado na
oxidagdo do ion ferroso em ion férrico pelos LOOH sob condigdes &cidas. ions
férricos formam um complexo com o xilenol laranja, que € um indicador desses
ions, gerando um complexo azul purpura em uma absorbancia maxima de 550-600
nm (SODERGREN et al, 1998).

O reagente de FOX2 foi preparado pela dissolugéao de xilenol laranja (1 mM),
H2SO4 (25 mM), FeSO4. NH4 (250 mM) e BHT (4 mM) em metanol 90%. O tecido
lesado (~0,2 g) foi homogeneizado em metanol P.A (1:4) e centrifugado por 20 min
a 9000 g (4 °C). O sobrenadante foi colocado em triplicata (60 uL) em placas de 96
pocgos, na qual foram adicionados 240 pL do reagente de FOX2. As placas foram
incubadas por 30 min a temperatura ambiente e lidas em espectrofotdbmetro a 560
nm. A concentragdo de LOOH foi obtida com base em 1 mg de proteina de

amostra.

3.5.7 Quantificacdo de grupos sulfidrilicos nao protéicos - glutationa

reduzida (GSH)

Estdbmagos previamente submetidos ao acido acético foram utilizados para
verificar o efeito do extrato bruto da S. officinalis sobre os grupamentos sulfidrilicos

nao protéicos na mucosa gastrica.

Os niveis de GSH na mucosa gastrica foram determinados através do
método de Sedlak e Lindsay (1968). A parte ulcerada da mucosa gastrica foi

pesada e diluida em tampao fosfato de potassio 200 mM (pH 6,5), no qual foi
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preparado um homogenato. Em 50 yL deste homogenato foi adicionado 40 L de
acido tricloroacético (ATC) 12%, agitados por dez minutos e centrifugados por 15
min a 3000 rpm. Aliquotas de 10 pL do sobrenadante foram adicionadas a 290 pL
de tampao TRIS 0,4 M (pH 8,9) e depositadas em placa de ELISA. A reagao foi
iniciada com a adigédo de 5 uL de DTNB (5,5 -ditiobis 2-acido nitrobenzdéico) 0,01 M,
5 min antes da leitura espectrofotométrica (415 nm). Os procedimentos foram
realizados a 4 °C e os valores individuais interpolados numa curva padrao de GSH

e expressos em ug GSH/g tecido.

3.5.8 Determinagao da atividade enzimatica da Glutationa S-Transferase (GST)

Estdbmagos previamente submetidos ao acido acético foram utilizados para
verificar a participagao da enzima GST na protegdo da mucosa pelo extrato da
Salvia.

O método para a determinagao da atividade da GST presente na mucosa
gastrica foi realizado com base no método de Habig et al (1974). A atividade
especifica da GST é determinada pela conjugacdo do dicloro-nitro-benzeno
(CDNB) com a glutationa reduzida (GSH), formando um tioéter que pode ser
monitorado pelo aumento de absorbancia. Assim, em microplacas de 96 pogos,
100 uL da amostra (sobrenadante proveniente da centrifugagédo a 9000 x g) foram
adicionados a 200 pL de solugéo-reagdo contendo 3 mM de CDNB (diluido em
etanol PA) e 3 mM de GSH (diluida em tampao fosfato). A atividade da GST foi
quantificada em intervalos de 10 s durante 1 min, em espectrofotdmetro a 340 nm e

expressa em pmoles/mg/min.
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3.5.9 Determinagao da atividade enzimatica da Superéxido dismutase (SOD)

O método para determinacéo da atividade da enzima SOD foi realizado com
base no método de Marklund e Marklund (1974) e baseia-se na capacidade da
SOD em inibir a auto-oxidagdo do pirogallol. As reagdes foram realizadas em
tampéo Tris HCI 200 MM com 2mM de EDTA em pH 8,5 e temperatura ambiente.

Em um tubo foram adicionados Tampao Tris - EDTA e 20 pl de amostra.
Apos agitagdo em vortex, foram adicionados 25 L de pirogallol (1 mM) e a solugao
foi incubada por 20 minutos. Parar interromper a reagéo, 12,5 yL de HCI (1N) foram
adicionados. Os tubos foram centrifugados por 4 min a 14000 rpm e 300 pyL do
sobrenadante pipetados em microplaca para leitura em espectrofotdbmetro a 205
nm.

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

proteina.

3.5.10 Determinagao da atividade enzimatica da catalase (CAT)

Estdbmagos previamente submetidos ao acido acético foram utilizados para
verificar o efeito do EHS na participagado da catalase (CAT) durante o processo de
protecdo da mucosa.

A determinacdo da atividade da CAT presente na mucosa gastrica foi
realizada com base no método de Aebi (1984). A mucosa gastrica foi
homogeneizada em tampéo fosfato pH 6,5. Em uma cubeta de quartzo contendo

990 uL de uma solugéo reagdo a 20 mM (Tampéo Tris/ EDTA 5 mM, pH 8,0 +
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peroxido de hidrogénio 30% + agua miliQ) foram adicionados 10 yL da amostra
diluida. Foram realizadas 2 réplicas de cada amostra. A absorbancia foi medida em

comprimento de onda a 240 nm.

3.6 Analise histologica

Para avaliagdo histologica, as lesbes gastricas foram fixadas em solugao
ALFAC (85% de alcool 80%, 10% de formol e 5% de acido acético glacial). As
amostras foram desidratadas em alcool e xilol, emblocadas em parafina,
seccionadas em cortes de 5 ym e coradas com hematoxilina e eosina (RECIO et
al., 2000). As amostras foram observadas com o auxilio de uma lupa em aumento

de 16 vezes.

3.7 Andlise estatistica

Todos os dados foram expressos como média + erro padrdo da média de 8
animais por grupo. As comparacgdes entre os grupos foram realizadas utilizando
ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni. P<0,05 foi considerado

significante.
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4. RESULTADOS
4.1 Avaliagdao temporal da cicatrizagcdao das ulceras gastricas induzidas por
acido acético

A figura 8 demonstra os resultados da avaliagdo temporal das ulceras
gastricas (mm?) a partir do segundo dia apds a indugédo por acido acético 80%. A
area da ulcera mostrou-se significantemente elevada no quarto dia: 55,71% maior
que a area da ulcera no segundo dia. Nos dias cinco, seis € nove apds a indugao
observou-se um aumento de 63,10%, 64,80% e 62,63% nas areas das Ulceras
quando comparadas ao segundo dia. O tamanho das ulceras foi declinando com o
tempo a partir do nono dia apés a indugcédo. No décimo primeiro dia a area da ulcera
reduziu 47% em relagdo ao nono dia e no décimo terceiro a Ulcera apresentou-se

bem cicatrizada com uma area menor do que aquela observada no segundo dia.
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Figura 8. Avaliagdo da Ulcera gastrica (mm?) por 13 dias depois da indugao
por acido acético 80%. Os resultados estdo expressos como média + erro
padrao das médias (n=8) e representam a area das lesées. A diferenga entre
os grupos foi verificada através da analise de variancia (ANOVA) seguida do
Teste de Bonferroni onde *P < 0,05 e ***P < 0,001 quando comparados ao

2° dia e **P < 0,01 quando comparado ao 9° dia.
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As fotos (Figura 9) abaixo mostram o desenvolvimento e a cicatrizagédo
espontanea das ulceras cronicas a partir do primeiro dia apds a aplicacdo do acido

acético.

Figura 9. Fotos representativas do desenvolvimento e cicatrizagdo
espontanea das ulceras a partir do primeiro dia apds indugdo com acido

acético 80% até o décimo primeiro dia.

4.2 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis em uUlceras gastricas
induzidas por acido acético

A administragdo oral do extrato nas doses de 0,003, 0,03, 0,3 e 3 mg/kg,
duas vezes ao dia, do segundo ao oitavo dia apds indugao por acido acético 80%,
promoveu uma cicatrizacdo em 18,4%, 30,0%, 49,0% e 65,0% respectivamente
quando comparado ao grupo controle, onde a média da area da leséo foi de 118,3
+ 8,8 mm? (Figura 10). Omeprazol (Omep) na dose de 40 mg/kg foi utilizado como

controle positivo. A administragcdo oral do omeprazol, sob 0 mesmo regime de
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tratamento anterior, promoveu como era esperado, uma cicatrizacdo da ulcera em

55,5%.

150+

-
(=
<

. . 2
Area da ulcera (mm”)
an
(=}
1

Cc 0,003 0,03 0,3

*k* -
el
3 Omep

EHS mg/kg (p.o.)

Acido acético 80%

Figura 10. Efeitos do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis - EHS
(0,003; 0,03; 0,3 e 3 mg/kg), do Omeprazol (Omep: 40 mg/kg) e da agua (C:
0,1 ml/100g) apos sete dias de tratamento via oral em ratos fémeas

submetidos a lesbes gastricas por acido acético 80%. Os resultados estao

expressos como meédia + erro padrao das médias (n=8) e representam a

area das lesodes. 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; ** P<0,01 e *** P < 0,001.

A avaliagdo histologica também confirmou a presenga de uma profunda

lesdo na mucosa gastrica de animais controles, similar aquelas comumente

observadas em ulceras cronicas (Figura 11). Apds nove dias de lesao, os ratos

tratados com EHS e omeprazol apresentaram lesbes parcialmente cicatrizadas,

com regeneragdo da mucosa na base da ulcera e a margem recoberta por tecido

epitelial. Os ratos tratados somente com agua apresentaram profundas lesdes e

auséncia de cicatrizagao (Figura 11).
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Figura 11. Fotos representativas das avaliagbes macroscopica e

microscopica das lesdes gastricas induzidas por acido acético 80%.
Omeprazol (40 mg/kg), extrato de Salvia officinalis - EHS (3,0 mg/Kg) ou
agua (0,1 mL/100g) foram administrados oralmente duas vezes ao dia

durante sete dias, a partir do segundo dia de aplicagdo do acido. (A, D) ratos
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controle tratados com agua; (B, E) ratos tratados com EHS e (C, F) ratos
tratados com omeprazol.

4.3 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis sobre a atividade
enzimatica da Mieloperoxidase (MPO) em ulceras gastricas induzidas por
acido acético

A figura 12 representa a atividade da mieloperoxidase (MPO) na mucosa
gastrica de grupos néo lesados, grupo controle e grupo tratado com o extrato. No
nono dia apds a indugdo das lesbes, a atividade da MPO no grupo controle
apresentou-se significantemente elevada em 68,71% quando comparada com os
niveis basais do grupo normal (N). O tratamento com o extrato de Salvia officinalis
na dose de 3 mg/kg foi capaz de restabelecer completamente os niveis basais da

atividade da MPO apés a indugao de ulceras gastricas com acido acético 80%.
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Figura 12. Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis - EHS (3
mg/kg, vo), do Omeprazol (Omep: 40 mg/kg, vo) e da agua (C: 0,1 mL/100g,
v.0) sobre a atividade da MPO em ratos fémeas apds a inducao de lesbes
gastricas por acido acético 80%. Os resultados estdo expressos como
médias * erro padrdo das médias (n=8). A diferenga entre os grupos foi
verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do Bonferroni.
P < 0,01 quando comparado ao grupo normal (N) e ***P < 0,001 quando

comparado ao grupo controle (C).
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4.4 Efeito da incubacéo in vitro, do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis
sobre a atividade enzimatica da mieloperoxidase (MPO) em Ulceras gastricas
induzidas por acido acético

Os resultados abaixo indicam ligeira diminuigdo na atividade enzimatica da
MPO quando o tecido ulcerado e néo tratado foi incubado com o EHS. O grupo
controle na auséncia do extrato apresentou um aumento de 92% na atividade da
MPO ao ser comparado com os niveis basais da enzima do grupo normal (N). A
incubacao do extrato nas concentragdes de 1; 10 e 30 pg/ml reduziu a atividade da

MPO em 13%, 19,5% e 23,2% respectivamente.
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Figura 13. Efeito da incubacao do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis
- EHS, sobre a atividade da enzima MPO em Ulceras gastricas apds a
indugdo por acido acético. C: grupo controle (sem incubagdo), EHS: 0,3; 1;
10 e 30 pg/ml e N: grupo normal. Os resultados estdo expressos como
média + erro padrao da média (n=8). A diferenga entre os grupos foi
verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do Bonferroni.
##p < 0,001 quando comparado ao grupo normal (N), **P < 0,01 e ***P <

0,001 quando comparado ao grupo controle (C).
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4.5 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis sobre a atividade
enzimatica da N-acetilglucosaminidase (NAG) em ulceras gastricas induzidas
por acido acético

Os niveis de atividade da NAG apresentados pelo grupo controle no nono
dia ap6s a indugdo da ulcera aumentaram 18,38% em comparagdo aos niveis
normais (N). O tratamento das ulceras com omeprazol e EHS (3 mg/kg) foi capaz

de reverter esse aumento para niveis normais.

0.100-
©
=
Q
-é' 0.075- —_ ” .
0 Q S—
< 2 0.050-
)
a
= 0.025-
0.000
N C Omep EHS

Acido acético 80%

Figura 14. Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis - EHS (3
mg/kg, vo), do Omeprazol (Omep: 40 mg/kg- vo) e da agua (C: 0,1 mL/100g,
v.0 ) sobre a atividade da NAG em ratos fémeas apds a indugao de lesées
gastricas por acido acético 80%. Os resultados estdo expressos como
médias * erro padrao das médias (n=8). A diferenga entre os grupos foi
verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do Bonferroni.
*p < 0,05 quando comparado ao grupo normal (N) e **P < 0,01 quando

comparado ao grupo controle (C).
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4.6 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis sobre a migragao
leucocitaria no modelo de bolha de ar (air pouch)

Como ilustrado na Tabela 1, o niumero de células por bolha de ar nos ratos
normais pré-tratados apenas com agua foi somente de 0,19 + 0,03 x10° células/ml,
enquanto o grupo controle carragenina apresentou 16,6 + 1,6 x10° células/ml, um
aumento de 98,8%. O tratamento com o Omeprazol, EHS e Dexametasona reduziu
em 69,8%; 71,6% e 95,1% respectivamente o numero de leucdcitos/bolha
recrutados. Esta reducdo foi representada principalmente pelo influxo de células
polimorfonucleares. O pré-tratamento com EHS (84 mg/kg) inibiu significativamente
o extravasamento de neutrofilos em 78,1% enquanto o tratamento com Omeprazol
e Dexametasona reduziu 66,3% e 97,4% respectivamente, comparado ao grupo
controle carragenina. Além disso, o numero de monocitos dentro da bolha de ar
também foi reduzido pelos mesmos tratamentos em 56,5 %, 52,1% e 89,1%
respectivamente em comparagéo ao grupo controle.

Tabela 1. Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis (EHS-84 mg/kg — v.0.),
Omeprazol (Omep: 40 mg/kg — v.0.) e Dexametasona (Dexa: 5 mg/Kg — i.p.) na
migracdo de leucécitos no modelo de bolha de ar (“air pouch”) induzida por

carragenina

Grupo Leucdcitos totais Neutréfilos Monécitos
(x10°® céls/ml) (x10° céls/ml) (x10°® céls/ml)
Normal 0,19+ 0,03 0,02+ 0,002 0,16 + 0,03
Controle 16,6+ 1,6 11,9+ 1,4 ## 4,6+ 0,6 "
Omep 50+12" 40+04 " 2,2+ 04"
EHS 47+08 " 2,6+05" 2,0+0,5°
Dexa 08+02" 0,3+0,1 0,5+0,1°"

Os resultados estdo expressos como médias + erro padrao das meédias (n=8). A
diferenga entre os grupos foi verificada através da analise da variancia (ANOVA)
seguida do Bonferroni. ###Pp<0.001 quando comparado ao grupo normal, 'P<0.05 e

""P<0.001 quando comparado ao grupo controle (carragenina).
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4.7 Efeito do extrato hidroalcoodlico de Salvia officinalis sobre a quantidade

intracelular de radicais livres (RL) em ulceras gastricas induzidas por acido
acético

Como pode ser observado na figura 15, nove dias apds a indugao da
ulcera, o grupo nao tratado (grupo controle) apresentou um aumento de 60% na
fluorescéncia (U), indicando um aumento na produgao de radicais livres em relacao
aos niveis basais do grupo n&o lesado (N). O grupo tratado com EHS (3 mg/kg) foi

capaz de reverter totalmente o aumento de RL provocados pelo acido acético.
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Figura 15. Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis - EHS (3
mg/kg, v.0.), do Omeprazol (Omep: 40 mg/kg- v.0.) e da agua (C: 0,1
ml/100g, v.0.) sobre a determinacgéo intracelular de radicais livres em ratos
fémeas ap6s a inducdo de lesbes gastricas por acido acético 80%. Os
resultados estdo expressos como médias * erro padrao das médias (n=8). A
diferengca entre os grupos foi verificada através da anadlise da variancia
(ANOVA) seguida do Bonferroni. **p < 0,001 quando comparado ao grupo

normal (N) e ***P < 0,001 quando comparado ao grupo controle (C).
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4.8 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis sobre os niveis de
hidroperéxidos lipidicos (LOOH) em ulceras gastricas induzidas por acido
acético

Os resultados apresentados na Figura 16 mostram o aumento dos niveis de
LOOH em 87% no grupo controle quando comparado ao grupo normal. O pré-
tratamento dos animais com EHS (3 mg/kg) reduziu em 38% os niveis de LOOH

enquanto a administragdo de omeprazol (40 mg/kg) nado alterou esses niveis.
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Figura 16. Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis - EHS (3
mg/kg, v.0.), do Omeprazol (Omep: 40 mg/kg- v.0.) e da agua (C: 0,1
ml/100g, v.0.) sobre os niveis de LOOH em ratos fémeas apos a indugéo de
lesdes gastricas por acido acético 80%. Os resultados estdo expressos
como médias + erro padrao das médias (n=8). A diferenga entre os grupos
foi verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do
Bonferroni. *#P < 0,001 quando comparado ao grupo normal (N) e *P < 0,05

quando comparado ao grupo controle (C).



72

4.9 Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis sobre as enzimas
antioxidantes (GST, SOD, CAT) e niveis de glutationa reduzida (GSH) e em
ulceras gastricas induzidas por acido acético

Os niveis de GSH e enzimas antioxidantes na mucosa gastrica dos grupos
experimentais estao representados na Tabela 2.

No presente estudo, a aplicagao de acido acético 80% reduziu os niveis de
GSH em 95,2% e aumentou a atividade da CAT em 48,7% em comparagdo aos
niveis basais do grupo normal. Quando o extrato (EHS) foi administrado na dose de
3 mg/kg, ele foi capaz de prevenir parcialmente a redugado dos niveis de GSH, no
entanto, ndo foi capaz de prevenir o aumento da atividade da CAT. Um aumento
das atividades da SOD (44,5%) e GST (54,8%) foi observado no grupo controle
quando comparado ao grupo normal, enquanto que o tratamento com Omeprazol
inibiu em 32,8% apenas a atividade da SOD. A administragédo de EHS foi capaz de
restabelecer os niveis normais de atividade da SOD e GST.

Tabela 2: Efeito do extrato hidroalcodlico de Salvia officinalis (EHS: 3 mg/kg) e Omeprazol
(Omep: 40 mg/kg) na atividade de enzimas antioxidante e niveis de GSH em Uulceras

gastricas induzidas por acido acético

Grupos SOD CAT GST GSH
(U/mg proteina) (mmol/min/ (nmol/mg/ (ng/g tecido)
mg proteina) proteina/min)
Normal 7,1+0,4 197,8 +24,3 3004 +27,9 337,9+ 18,7
Controle 12,8 + 0,5 " 385,7+39,4% 6659+ 131,27 16,1 + 4,1 "
Omep 86+0,3 228,0+259 3751 +56,2 280,0+19,3 "
EHS 6,7+07 290,0 +43,9 3084 +417 1541 +47,2°

Os resultados estao expressos como médias + erro padrdao das médias (n=8). A diferencga
entre os grupos foi verificada através da analise da variancia (ANOVA) seguida do
Bonferroni. *P<0,05 e *#P<0,001 quando comparado ao grupo normal, P<0,05 e

P<0,001 quando comparado ao grupo controle.
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5. DISCUSSAO

Algumas espécies de Salvia tém sido largamente cultivadas para uso na
medicina popular e na culindria. No Brasil a espécie de Salvia officinalis é
comumente usada para desordens do trato gastrointestinal, para dispepsia,
problemas de figado, diabetes, constipagdo, bem como, para infecgdes de pele,
boca, gengiva entre outros (LORENZI, 2002). Estudos prévios do nosso grupo
mostraram que esta espécie possui atividade gastroprotetora em ulceras gastricas
induzidas por etanol, principalmente devido a sua acao sequestradora de radicais
livres, bem como pela sua capacidade de inibicdo da bomba H* K'-ATPase
(MAYER et al, 2009).

Neste trabalho nés avaliamos o potencial cicatrizante do extrato
hidroalcodlico de S. officinalis (EHS) em ulceras gastricas induzidas por acido
acético 80% em ratos fémeas.

O primeiro modelo de ulcera cronica relatado na literatura consistia na
injecdo de 0,02 mL de &cido acético 20% com uma seringa, na subserosa da
por¢ao glandular anterior do estdbmago. Devido algumas desvantagens como a
grande aderéncia em outros orgaos, figado, por exemplo, e dificuldade no
manuseio da técnica, que outros modelos foram sendo padronizados ao longo dos
anos. O modelo proposto por Okabe et al, 1971, consistia na aplicacdo de acido
acético 100% (0,2 mL) na superficie da serosa por 30 a 60 segundos, com o auxilio
de um cilindro. Essa metodologia se caracterizava por ser de facil aplicagao,
determinando assim mais claramente o local da ulcera. A primeira etapa deste
estudo foi entdo constituida da adaptagdo desta técnica para as condigbes

existentes em nosso laboratorio.
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Para avaliar o inicio da formacgao da Ulcera e a sua cicatrizacao espontanea,
a partir do dia seguinte a cirurgia grupos de 4 animais foram eutanasiados todos os
dias até o 13° dia. De acordo com os resultados apresentados observou-se um
aumento significativo da area da lesao a partir do 4° apds indugéo por acido
acético. No 11° dia a ulcera ja estava bem cicatrizada, por isso decidimos conduzir
o tratamento crénico (7 dias) com o extrato de Salvia a partir do segundo dia apés
a inducao da lesao.

A administragéo oral do extrato hidroalcodlico de S. officinalis (EHS) na dose
de 3 mg/kg duas vezes ao dia, durante sete dias acelerou a cicatrizagao da ulcera
crbnica em 65,0%, enquanto a administracdo de Omeprazol promoveu uma
cicatrizagdo em 55,5%. Foi demonstrado que o EHS possui atividade inibidora da
bomba H* K'-ATPase, assim como o Omeprazol, contribuindo para a diminuicdo
de um dos principais fatores agressores da mucosa: o HCI (MAYER et al, 2009)
Portanto, é possivel que o tratamento com EHS tenha reduzido a area da ulcera
por apresentar essa importante atividade. No entanto inUmeros outros fatores
incluindo aumento de mecanismos de protecdo da mucosa podem estar
envolvidos.

Microscopicamente foi possivel observar a lesdo na mucosa gastrica
caracterizada pelas duas estruturas principais da ulcera crdnica: margem da ulcera
e base da ulcera. Os animais controle apresentaram uma profunda lesédo enquanto
os animais tratados com Omeprazol e EHS apresentaram redugcédo dessa lesao
caracterizada por um aumento do componente epitelial na margem da ulcera.

O unico modelo de ulcera gastrica que permite avaliar o processo de
cicatrizacido é o modelo apresentado neste trabalho, em que a leséo é induzida por

acido acético, introduzido pela primeira vez por Takagi et al,1969.
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As lesdes gastricas provocadas por acido acético s&do induzidas por
alteragdo de varios fatores incluindo fatores de crescimento, aderéncia de muco,
microcirculagdo, oOxido nitrico, citocinas além da producdo de prostaglandinas
derivadas da enzima ciclooxygenase-2 (KOBAYASHI et al 2001; SHAHIN et al
2001). Portanto, a cura da ulcera € um processo complexo que envolve a migragao
e proliferacéo de células epiteliais e inflamatorias, envolve a sintese e degradacao
de moléculas da matriz extracelular e componentes de tecido conectivo, além da
sintese de fatores de crescimento e citocinas que, juntos fazem da cicatrizagdo um
processo bem orquestrado (TARNASWSKI et al, 1995).

Sabe-se que a fase inicial da ulcera gastrica é caracterizada por necrose
tecidual e liberagdo de leucotrienos B, os quais atraem macréfagos e leucdcitos
polimorfonucleares que liberam citocinas pro-inflamatérias como TNFa, IL-la, e IL-
IB. Essas citocinas sédo responsaveis pela ativacao de fibroblastos locais e células
endoteliais e epiteliais (ANDRZEJ e TARNAWSKI, 2005). A cicatrizagdo termina
quando o tecido de granulacdo se forma acima da depresséao ulcerosa (HALTER et
al, 1995).

A inflamagdo na mucosa gastrica € um fator crucial para a recorréncia da
ulcera péptica (KAZUSHI et al, 2005). Portanto, para analisar o processo
inflamatoério que ocorre durante o processo de cicatrizagdo da ulcera gastrica,
decidimos avaliar a infiltracdo de neutrofilos e macréfagos nos estdmagos através
da atividade das enzimas mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG)
respectivamente.

A atividade da mieloperoxidase (MPO) é um marcador indireto da resposta
inflamatodria em uma variedade de modelos experimentais (BRADLEY et al, 1982) e

serve para avaliar a fungao normal dos neutréfilos quando estes sdo estimulados.
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A MPO é uma enzima cuja funcao é promover a formagao de espécies reativas de
oxigénio auxiliando na destruicdo de agentes patogénicos. (ARNHOLD, 2003). O
aumento da atividade da MPO observado no grupo controle devido ao acido
acético indica uma consideravel quantidade de neutréfilos ativos sugerindo a
presenca de uma resposta inflamatéria no tecido ulcerado (MATSUI, et al, 2001). O
grupo de animais tratado com o extrato na dose de 3,0 mg/Kg, apresentou
significativa redug¢ao na atividade da MPO, a qual pode ser resultante da atenuagéo
do processo inflamatério na mucosa.

O protocolo utilizado para a medida da MPO avalia a presenga de enzima
ativa no tecido, desta forma, um tratamento que apresente diminuicdo deste
parametro pode ter agido de duas formas: através da inibicdo dos neutréfilos para o
sitio inflamatorio, ou por impedir a atividade desta enzima, seja por uma agao direta
ou por meio de uma inibicdo de seu substrato, o peréxido de hidrogénio. Em
decorréncia disso, optou-se por analisar o efeito “in vitro” da incubagdo do EHS
sobre a atividade da MPO, utilizando-se apenas o grupo controle de animais
lesados com acido acético que nao receberam tratamento com EHS.

Nossos resultados mostraram uma pequena redugcao na atividade da MPO
quando o tecido ulcerado (n&o tratado) foi incubado com EHS nas concentragdes
de 1, 10 e 30 pg/mL, sugerindo alguma agao do extrato sobre a enzima. Como o
extrato de Salvia officinalis apresenta uma atividade sequestradora de radicais
livres (MAYER et al, 2009) é possivel que ocorra sequestro de H,O,, substrato
essencial para a atividade da MPO. No entanto esse efeito do EHS sobre a enzima
€ muito pequeno comparado a enorme redugao da atividade da MPO observada no
ensaio “in vivo”, o que nos indica a possibilidade de alguma acg&o do extrato sobre a

infiltracdo de neutrdfilos.
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N-acetilglucosaminidase (NAG) é uma enzima lisossbmica produzida por
mondcitos ativados (macrofagos) e é utilizada como um indicador de infiltragao
dessas células em sitios infamatorios (ARNHOLD, 2003; BRADLEY et al, 1982).
Nossos dados mostraram aumento da atividade da NAG no grupo controle,
indicando infiltracdo de macréfagos no tecido. A redugao de NAG no grupo tratado
com EHS, além da diminuicio da MPO sugere redugcdo da infiltragcdo de
macréfagos e neutrdfilos respectivamente, indicando melhora no processo
inflamatdrio das ulceras gastricas.

Para complementar a investigacdo do EHS sobre o processo inflamatério na
cicatrizagdo da ulcera gastrica optou-se por utilizar o modelo de bolha de ar (“air-
pouch”), modelo que tem sido extensivamente utilizado pra induzir inflamagao
subaguda e avaliar os efeitos de drogas experimentais na formagao do processo
inflamatdrio e infiltragao leucocitaria (SALVEMINI et al, 1995). No presente estudo,
a administracdo de EHS reduziu a infiltracdo de neutréfilos e mondcitos no modelo
induzido por carragenina.

A carragenina, um polissacarideo sulfatado de origem vegetal, isolado da
alga Chondrus crispus € amplamente utilizado como agente edematogénico (EMIM,
1996). Na fase inicial observa-se liberagdo de mediadores como histamina,
serotonina, bradicinina; a segunda fase € mantida pela liberacdo de
prostaglandinas, fator de agregacao plaquetaria (PAF), substancia P, proteases,
citocinas (TNF-a, IL-1B, IL-8) e lisossomos do tecido inflamado (ORHAN et al,
2007). Portanto, compostos capazes de inibirem o processo inflamatorio
desencadeado pela carragenina, podem estar interferindo com qualquer um dos

elementos que compde este tipo de resposta.
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Os resultados apresentados no modelo de bolha de ar mostraram aumento
significativo da infiltragdo de leucdcitos no grupo controle que nao recebeu
tratamento em comparagéo ao grupo normal. O controle positivo utilizado para este
modelo foi a Dexametasona, um antiinflamatério da classe dos glicorticéides que
possui efeitos antiinflamatérios e imunossupressores. O mecanismo de agao
destes farmacos depende da interagdo com receptores intracelulares (complexos
esterdides) que resulta na indugédo da sintese de proteinas, como a lipocortina-1.
Os glicorcoticoides também promovem a inibicao de fatores de transcricdo como
NF-kB (fator nuclear kappa B), resultando na supressao da transcrigdo de genes da
COX-2 e de interleucinas (TAMAOKI et al, 2008). Os potentes efeitos da
Dexametasona foram observados no presente estudo através da reducéao
significativa da infiltragao tanto de neutréfilos quanto mondcitos no tecido ulcerado
no modelo de bolha de ar induzido por carragenina. Animais tratados com
Omeprazol também apresentaram reducdo na infiltragdo leucocitaria. Nossos
resultados corroboram com dados da literatura que demonstram propriedade
antiinflamatéria do Omeprazol. Yoshida e colaboradores (2000) mostraram que
apos a incubacao de neutrofilos humanos e células endoteliais com inibidores de
bomba de prétons IBP (lanzoprazol e omeprazol) ou drogas anti-secretoras
(famotidina e ranitidina), apenas os IBP foram capazes de atenuar a aderéncia de
neutréfilos nas células endoteliais via inibicdo da expressdo de moléculas de
adesdo (CD11b e CD18 nos neutrdfilos e ICAM-1 e VCAM-1 nas células
endoteliais). Handa et al (2006) apontam para redugao da atividade de NFkB em
células endoteliais vasculares e modulacdo da concentracdo de calcio nos
polimorfonucleares (PMN) como mecanismos para a agao antiinflamatéria dos IBP.

Em nosso trabalho os animais tratados com EHS apresentaram redugédo da
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infiltracao leucocitaria representada especialmente pela diminuicdo da infiltragdo de
neutréfilos. Redugao na infiltragdo de mondcitos também foi observada no grupo
tratado com o extrato.

Coletivamente com os resultados da determinacédo de MPO e NAG, parece
que o extrato de Salvia officinalis apresenta expressiva agao antiinflamatéria, talvez
por alterar a agdo de fatores enddégenos (VAJJA et al, 2004) envolvidos na
migracao de neutréfilos e mondcitos para o sitio inflamatério.

A atividade antiinflamatdria da Salvia officinalis parece estar relacionada com
0os seus dois maiores constituintes: o acido carndsico e carnosol. Poeckel e
colaboradores (2008) demonstraram a habilidade destes compostos agirem
diretamente em agentes pro-inflamatérios, inibindo células polimorfonucleares
(PLM), formacgéo de leucotrienos e geragéo de espécies reativas de oxigénio. A
supressado destes PLM esta correlacionada com a mobilizacdo de Ca*? intracelular
e inibicdo da enzima lipoxigenase (5-LPO) responsavel pela formagéo dos
leucotrienos especialmente em células inflamatérias como leucdcitos
polimorfonucleares, macréfagos e mastocitos (WERZ, 2007 e RADMARK et al,
2007).

Outra possibilidade para explicar a acdo antiinflamatéria pode ser
determinada pela capacidade destes mesmos compostos ativarem receptores
PPARYy, propriedade esta relatada em Rau et al (2006). A ativacdo de PPARYy pelo
seu agonista seletivo — Pioglitazona demonstrou potente acdo gastroprotetora e
cicatrizante de ulceras gastricas em animais. O envolvimento de prostaglandinas
enddgenas e Oxido nitrico, expressdo e liberacdo atenuadas de citocinas

préinflamatérias como TNF-a e IL-1 além do aumento da angiogénese na margem
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da ulcera foram determinantes para os efeitos gastroprotetores e cicatrizantes
(BRZOZOWSKI et al, 2005).

Durante a infiltracdo de neutrofilos para o sitio inflamatério, além da
mieloperoxidase outras substancias sao liberadas para o espacgo extracelular, como
radicais livres e proteinas citotdéxicas (SULLIVAN et al, 2000; REITER et al, 2000).
O peréxido de hidrogénio é considerado o primeiro produto responsavel pela
citotoxicidade dos neutroéfilos, evidente quando a enzima é liberada fora do vacuolo
lisossémico (DYKE e SERHAN, 2003; PACHER et al., 2007). Esta citotoxicidade &
proveniente da producao de poderosas cloroaminas oxidantes. Somado ao seu
ataque oxidativo direto, os radicais de oxigénio também podem modular varias
atividades celulares, importantes mediadores na sequiéncia de eventos que leva a
leséo tecidual (DYKE e SERHAN, 2003).

Desde a década de noventa que inumeros trabalhos sugerem a contribuicéo
de espécies reativas de oxigénio (EROS) no processo ulcerogénico em diversos
modelos experimentais (TAKEUCHI et al, 1991; SMITH et al, 1992; YOSHIKAWA
et al, 1990). Motilva et al (1996) e Hamaishi et al (2006) relatam o importante papel
de EROS gerados por neutrofilos ativados nas lesdes da mucosa gastrica
induzidas pelo acido acético, contribuindo para o atraso na cicatrizagao.

Os neutrdfilos constituem uma das maiores fontes enddgenas de radicais
livres durante o processo inflamatério em humanos (SATOH et al, 1991; DIXON,
1994) ou animais (WATANABE et al, 1997; TAKAHASHI et al, 1998). Nestas
células a ativacdo de sistemas enzimaticos como NAPH oxidase, éxido nitrico
sintase e mieloperoxidase geram espécies reativas de nitrogénio e oxigénio,
precursores da produgdo de hipoclorito e peroxinitrito, com efeitos oxidativos e

citoliticos na mucosa gastrica (DEKIGAI et al, 1995; YOSHIKAWA e NAITO, 2000).
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Por isso, a reducao do processo inflamatério aliado a diminuicdo de neutrdfilos
ativados no sitio inflamatério sugere um decréscimo na produgao de RL liberados
por estas células. Portanto, a préxima etapa do estudo foi avaliar in vivo a producao
de RL na mucosa gastrica dos grupos experimentais apds a indugao da ulcera
gastrica pelo acido acético 80%.

A producéo intracelular de radicais livres pelas células pode ser investigado
usando 2’,7’-diclorfluoresceina-diacetato (DCFH-DA), um componente ja bem
estabelecido para detectar e quantificar espécies reativas de nitrogénio e oxigénio
(027, Hy07), das quais a fluorescéncia pode ser mensurada (CATHCART et al,
1983; TSUCHIYA et al, 1994). Nossos resultados mostraram um aumento de 60%
na geracao de fluorescéncia no grupo controle, indicando consideravel quantidade
de espécies reativas nesse grupo induzidas pelo acido acético. No entanto, animais
tratados com S. officinalis apresentaram significativa redugdo desses radicais.
Acredita-se que essa importante reducdo seja em decorréncia da inibicdo do
processo inflamatorio, representado pela diminuicdo da infiltragdo de neutréfilos
observado no ensaio do “air pouch”. Além disso, pode-se sugerir a capacidade
sequestradora de radicais livres pelo EHS, ja que estudos prévios do nosso grupo
mostraram in vitro essa atividade pelo extrato de S. officinalis (MAYER et al, 2009).

Radicais livres como o radical hidroxil (OH’) ou anion superéxido (Oy) e
espécies consideradas nao-radicais como o peréxido de hidrogénio (H»0O;) sao
produzidos por NADPH oxiredutase em neutrdfilos ativados e geram
constantemente estresse oxidativo e peroxidacéo lipidica com consequente dano
aos tecidos (ZIMMERMAN et al., 1997; HALLIWELL e GUTTERIDGE, 1998).

O processo oxidativo pode ser caracterizado, entre outros fatores, pela

peroxidacao lipidica da membrana das células do tecido lesado. O estresse
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oxidativo pode ser descrito como resultado de um desequilibrio dos mecanismos de
defesa do organismo (moléculas antioxidantes), em relagdo ao numero de
substancias oxidantes produzidas pelo agente indutor da lesdo ou ainda por
alteragdes bioquimicas do préprio organismo (LIH-BRODY et al, 1996). A taxa de
peroxidagao lipidica neste trabalho foi mensurada pelo método FOX2, aperfeigoada
do método descrito por JIANG et al (1991). Este método quantifica a formacao de
hidroperéxidos durante a peroxidacéo lipidica.

No presente estudo um aumento de hidroperéxidos lipidicos foi observado
no grupo controle, enquanto os ratos tratados com o extrato de Salvia officinalis
apresentaram reducao da peroxidacgao lipidica, resultando na melhora do dano na
mucosa gastrica. Nossos dados sugerem que redugao na peroxidagao lipidica nos
animais tratados esta diretamente relacionada com a diminuicdo de RL gerados na
mucosa. Estes resultados corroboram com dados da literatura que também
apontam para esta relagdo (SAIRAM et al, 2002; KAZUSHI et al, 2005;
GONZALEZ-SEGOVIA et al, 2008).

E bem estabelecido que as células de mamiferos possuem mecanismos de
defesa antioxidantes elaborados, a fim de neutralizar os efeitos deletérios desses
RL (MANOHARAN et al, 2005). O estresse oxidativo pode ser impedido por
defesas antioxidantes enzimaticas e quimicas.

Glutationa reduzida (GSH) € encontrada em altas concentragbes na mucosa
gastrica de ratos e humanos (BODY et al, 1979) e é considerada uma molécula
muito importante para a manutencdo da integridade da mucosa, onde a sua
deplecdo induz ulceragdes que podem ser visualizadas macroscopicamente na
mucosa (HOPPENKAMPS et al, 1984). Sob condigbes de estresse oxidativo, as

espécies reativas de oxigénio sdo reduzidas por GSH com concomitante formacao
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do dissulfito oxidado: a GSSG (ou glutationa oxidada) (CNUBBEN et al, 2001). Os
resultados aqui apresentados mostraram uma diminuicdo nos niveis de GSH
depois da administracdo de &cido acético. O tratamento com EHS 3 mg/Kg e
omeprazol (40 mg/kg) preveniu a redugdo nos niveis de GSH provocados pela
administragdo do acido acético. As enzimas antioxidantes incluindo superoxido
dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-
transferase (GST) possuem um papel importante na patogénese das lesdes por
acido acético (REPETTO AND LLESUY, 2003). Altas concentragdes de anion
superoxido (O,") ativam a SOD, a qual catalisa a dismutagdo do radical em um
composto menos nocivo, o peroxido de hidrogénio (H»0;), que é inativado pela sua
degradacdo em agua pela CAT ou GPx (KWIECIEN et al. 2004). A aplicacdo do
acido acético promoveu um aumento na atividade da SOD, sugerindo altas
concentracdes de anion superoéxido no tecido ulcerado. A atividade da enzima GST
também se apresentou elevada no grupo controle. GST atua nas reagdes de
conjugacao juntamente com GSH. Quando ligada no estado ativo, permite o GSH
de formar ligagbes tio-éter com o agente oxidante em seu sitio eletrofilico,
resultando em um composto menos reativo quimicamente (SCHULTZ et al, 1997).
A elevada atividade da glutationa-S-transferase (GST) no grupo lesado com acido
aceético confirma com os baixos niveis de GSH encontrados neste mesmo grupo. O
tratamento com EHS foi capaz de reverter o aumento de SOD e GST para os niveis
basais, semelhantes aos niveis apresentados pelos animais ndo lesados com acido
acético. Esses dados sugerem baixos niveis de radicais livres na mucosa gastrica
de animais tratados com EHS, ndo havendo assim, a necessidade de ativar

enzimas antioxidantes
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A atividade da CAT aumentada nos animais lesados com &cido acético
também sugere elevados niveis de peréxido de hidrogénio (H,O;) formados pela
SOD. Acredita-se que mesmo apresentando niveis elevados da catalase, esta ndo
foi capaz de neutralizar o H,O,, que ao ser acumulado foi capaz de gerar
peroxidagao lipidica e consequente dano na mucosa. Por outro lado os niveis da
CAT nao apresentaram uma reducao significativa nos animais tratados com EHS,
quando comparados com o grupo controle.

Os resultados das enzimas antioxidantes apresentados nos animais tratados
com S. officinalis parecem mais uma vez indicar uma reducdo de radicais livres,
seja por uma inibigdo do processo inflamatério como pela atividade antioxidante da
prépria planta.

A atividade antioxidante de S. officinalis tem sido descrita em varios
trabalhos (CUVELIER et al, 1994 e 1996; YINRONG LU, et al, 2001; MILIAUSKAS,
2004 and BEKTAS TEPE, 2008). E bem estabelecido que a propriedade
antioxidante apresentada por diversas plantas esta diretamente relacionada com as
atividades gastroprotetora (KAHRAMAN et al, 2003) e citoprotetoras
(MAHAKUNAKORN et al, 2003). A literatura reporta que flavondides podem ser os
principais componentes responsaveis pela atividade antitlcera de certas plantas
(HAVSTEEN, 2002). Nao somente os flavondides, mas também outras substancias
fendlicas sdo conhecidas por sua atividade antioxidante (REPETTO e LLESUY,
2003). Salvia officinalis é rica em polifendis, 160 ja identificados e alguns deles sao
unicos do género. Um dos maiores componentes desta espécie € um difenol do
tipo diterpeno, o acido carndsico (CA) e seu produto de oxidagéo, o carnosol (CS)

(BENTAYEB et al, 2007; NINOMIYA et al, 2004). Estes componentes sao
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conhecidos por suas propriedades antioxidantes e antiinflamatérias (CHAN et al,
1995; PENG et al, 2007).

Coletivamente, os resultados até aqui apresentados nos levam a sugerir que
propriedades antiinflamatéria e antioxidante apresentadas pela Salvia officinalis
podem levar ao processo de cicatrizagao das ulceras gastricas induzidas pelo acido

aceético.
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6. CONCLUSOES

v' Finalmente, podemos concluir que o extrato hidroalcodlico de Salvia
officinalis (EHS) possui potente capacidade de cicatrizagdo das ulceras
gastricas induzidas por acido acético 80%, observada macroscopicamente e
microscopicamente.

v" De acordo com os resultados obtidos, o tratamento com o extrato
hidroalcodlico de Salvia officinalis (EHS) apresentou redugéo de infiltragao
de neutrdfilos e mondcitos e conseqlente reducdo das enzimas
Mieloperoxidase (MPO) e N-acetilglucosaminidase (NAG) no tecido ulcerado
indicando inibicdo do processo inflamatério.

v' O tratamento com EHS promoveu reducdo de radicais livres capazes de
lesar o tecido através da peroxidacgao lipidica, a qual também foi inibida pela
administragao do extrato.

v Os niveis das enzimas antioxidantes superéxido dimsutase (SOD) e
glutationa-S-transferase (GST) foram preservados durante o tratamento com

EHS.

Uma possivel acao antiinflamatéria do extrato hidroalcodlico de S. officinalis
(EHS) parece contribuir para a cicatrizagdo da ulcera gastrica, para tanto,
experimentos adicionais devem ser realizados para esclarecer melhor o

mecanismo de agao envolvido no processo cicatrizante da ulcera gastrica.
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