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RESUMO

A Piper tuberculatum Jacq. pertence a familia Piperaceae e € conhecida
popularmente como pimenta d’ardo, jaborandi falso ou jamburana. Embora seja
utilizada popularmente como estimulante digestivo e na redugdo dos gases
intestinais, até o momento ndo havia nenhum estudo cientifico que
comprovasse seu uso popular como gastroprotetor. Dessa forma, o presente
estudo teve como objetivo avaliar a possivel atividade protetora gastrica e
esofagica da fracao diclorometano obtida dos frutos de Piper tuberculatum
(DCM) e de seu composto isolado a piplartina, assim como esclarecer
possiveis mecanismos de acdo envolvidos. A administracdo oral da DCM
reduziu a extensao das les6es gastricas agudas induzidas por etanol e crénicas
induzidas por acido acético em ratas. Além disso, a administracao da DCM pela
via intraperitoneal também reduziu as lesées gastricas induzidas por etanol.
Quando administrada pela via oral, A DCM foi capaz de restaurar os niveis de
muco e prevenir a diminuicdo nos niveis de GSH, além de promover a
proliferacao celular. Com relacdo a secrecao acida gastrica, no ensaio in vitro a
DCM inibiu a atividade da H*,K*-ATPase. In vivo, a DCM foi capaz de diminuir o
volume e a acidez total da secrecdo gastrica basal, bem como aquela
estimulada por pentagastrina, mas n&o por histamina e betanecol.
Experimentos com o modelo de doenga do refluxo gastroesoféagico revelaram
que a DCM também foi capaz de diminuir a extensado da lesdo provocada pelo
refluxo de acido, além de diminuir os niveis da MPO. A piplartina também
diminuiu a extensdo da lesdo géastrica provocada por etanol, assim como
restaurou os niveis de GSH. De maneira similar a DCM, a piplartina inibiu a
acao da H*,K*-ATPase in vitro e in vivo diminuiu a secre¢do e acidez do
conteudo gastrico em niveis basais, assim como quando da estimulacdo com
pentagastrina. Em conjunto, os resultados obtidos sugerem que no efeito
protetor gastrico e esofagico da DCM e da piplartina parece envolver a redugao
da secrecao acida gastrica, possivelmente pela inibicao da via gastrinérgica,
promovendo um aumento na proliferagcdo celular e um restabelecimento de

sistemas de protecao.

Palavras-chave: Piper tuberculatum, piplartina, gastroprotetor, anti-secretor,
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ABSTRACT

Piper tuberculatum Jacq. belongs to Piperaceae family and is popularly
known as pimenta d'ardo, false jaborandi or jamburana. Although is popularly
used as a digestive stimulant and in reducing intestinal gas, until now there was
no study that confirms neither this popular use as gastroprotective agent. In this
way, this present study aimed to evaluate the gastric and esophagic protective
effect of dichloromethane fraction obtained from fruits of Piper tuberculatum
(DCM) and its isolated compound piplartine, as well as to clarify the possible
mechanisms of action involved. Oral administration of DCM reduced the
extension of acute gastric lesions induced by ethanol and chronic ulcers
induced by acetic acid. Besides, intraperitoneal treatment also reduced the
gastric injury caused by ethanol. When DCM was administered by oral route, it
was able to restore the mucus levels and prevent the decrease of GSH levels,
besides promoting cell proliferation. In vitro, DCM inhibited the H*,K*-ATPase
activity. In vivo, DCM was able to decrease the volume and total acidity of basal
gastric secretion, as well as that stimulated by pentagastrin, but not by
histamine and bethanechol. On the model of gastroesophageal reflux disease,
DCM was also able to reduce the extension of injury caused by acid reflux and
the myeloperoxidase levels. Piplartine was also able to reduce the extension of
gastric lesions caused by ethanol, so as to restore the levels of GSH. Similarly
to DCM, piplartine inhibited the H",K*-ATPase activity in vitro and in vivo
contributed to the reduction of basal gastric secretion contents and total acidity,
also when stimulated by pentagastrin. Collectively, these results suggest that in
the gastric and esophagic protective effect of DCM and piplartine seem to
involve the reduction of gastric acid secretion, possibly by gastrinergic pathway,
promoting the increase of cellular proliferation and the restoration of protection

systems.

Keywords: Piper tuberculatum, piplartine, gastroprotection, anti-secretory,

gastrin, gastroesophageal reflux.



1. INTRODUCAO

A utilizacao de plantas medicinais € uma das mais antigas estratégias empregadas
para o tratamento de diversas doencas, tanto que até o inicio do século XIX a maioria dos
medicamentos utilizados pelo homem era basicamente de origem natural (BARROS,
2006). Atualmente, de acordo com a Organizacdo Mundial de Saude, 80% da populacao
mundial utilizam plantas medicinais, sendo o0 maior uso por pessoas de paises em
desenvolvimento (GURIB-FAKIM, 2006).

E sabido que a natureza oferece uma fonte inesgotavel de estruturas quimicas a
serem descobertas e, como consequéncia deste fato, hd uma grande possibilidade de
desenvolvimento de alternativas terapéuticas para o tratamento de doencas que ainda
nao apresentam cura ou um tratamento efetivamente adequado, justificando o grande
interesse farmacol6gico nas pesquisas que envolvem plantas medicinais. De fato, as
plantas e seus derivados s&o as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30%
do mercado farmacéutico (KIRKPATRIC, 2002). De acordo com Newman e colaboradores
(2003), entre os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado,
em torno de 49% eram substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos,
derivados de produtos naturais, ou entdo moléculas sintetizadas tomando como modelo
estruturas de origem natural. Além disso, de acordo com Calixto (2003), as pesquisas
envolvendo produtos naturais auxiliaram na compreensdo de muitos fendmenos
complexos envolvendo estruturas biolégicas como enzimas, receptores e canais iénicos.

Existem no mundo cerca de 250.000 a 300.000 espécies de plantas, sendo o Brasil
detentor de cerca de 20% da flora mundial (CALIXTO, 2005). Nesse cenario o Brasil
poderia se sobressair na producédo de fitomedicamentos, entretanto, ndo se destaca no
aproveitamento de seus recursos naturais para a producao de fitoterapicos, estando esse
fato relacionado a falta de investimentos nos diferentes segmentos da cadeia produtiva de

plantas medicinais que impulsionam a pesquisa para o desenvolvimento de novos



2
farmacos. Além de grandes financiamentos para a utilizagdo de alta tecnologia, faltam
também parcerias entre universidades, centros de pesquisa e as industrias (CALIXTO,
2001; CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2004).

Um ponto importante a ser considerado na realizacdo de pesquisa com plantas
medicinais relaciona-se ao critério de selecdo das espécies vegetais para se obter
sucesso na investigacao farmacolégica. Sendo o Brasil um pais com rica biodiversidade e
conhecimentos tradicionais abundantes, a escolha da espécie vegetal com base no
conhecimento popular ou etnofarmacolégico aumenta a possibilidade de se encontrar
novos compostos (HOLETZ et al, 2002). Por outro lado, a selecdo com base nos
constituintes quimicos (potencialmente ativos) encontrados em um dado género ou familia
aumenta ainda mais a possibilidade de se encontrar grandes quantidades de compostos
ativos de interesse.

O programa de Pés-Graduacdo do Departamento de Farmacologia do Setor de
Ciéncias Biologicas da Universidade Federal do Parana (UFPR) contribui para a validagcao
pré-clinica do uso de plantas medicinais por meio da pesquisa cientifica com
metodologias internacionalmente padronizadas. Desta forma, os estudos realizados em
nosso laboratério visam demonstrar a eficacia, a seguranca e o mecanismo de acao de
plantas medicinais com atividades sobre o trato gastrointestinal (TGl). Sendo assim,
considerando informagdes etnofarmacoélogicas, foram iniciados os estudos para
investigacdo das atividades da espécie vegetal denominada Piper tuberculatum, planta
conhecida popularmente como “pimenta d’ardo, jaborandi-falso, ou ainda como
jamburana”, concentrando as pesquisas na avaliacdo dos efeitos desta planta sobre o

trato gastrointestinal e os possiveis mecanismos de acao envolvidos nesse efeito.



1.1 Revisao Bibliografica

1.1.1 Afamilia Piperaceae

A familia Piperaceae € classificada entre as mais primitivas familias de
angiospermas, sendo constituida por 10 a 12 géneros com um grande e incerto numero
de espécies, estimado entre 1.400 e 2.000, que habitam lugares umidos e sombrios das
regides tropicais (CRONQUIST, 1981; JOLY, 1991). No Brasil, a familia Piperaceae é
encontrada praticamente em todos os estados, sendo a principal espécie, a Piper nigrum,
popularmente conhecida como pimenta do reino, introduzida no pais por volta do século
XVII pelos portugueses (GUIMARAES e GIORDIANO, 2004).

Muitas piperaceas tém sido utilizadas na alimentacao e principalmente na medicina
popular para o tratamento de patologias do aparelho respiratério, incluindo asma,
bronquite e tosse; e do aparelho digestivo, tais como dores abdominais e diarréias. Além
disso, diversas propriedades biolégicas da familia Piperaceae ja sdo bem conhecidas,
destacando-se as atividades anti-inflamatoria, antimicrobiana (antibacteriana, antifingica,

tratamento de feridas), antileucémica e anti-helmintica (LEAL, 2000).

1.1.2 O género Piper

O género Piper agrega mais de 1.000 espécies que se distribuem geograficamente
pelas regides subtropicais, tropicais e temperadas de ambos os hemisférios (DYER et al.,
2004). Muitas plantas deste género crescem em florestas quentes, Umidas e com alto
indice pluviométrico (GUIMARAES e GIORDIANO, 2004). Na América Central, ha
ocorréncia de cerca de 90 espécies na Peninsula Osa na Costa Rica, como também em
alguns paises da América do Sul (DYER et al., 2004). No Brasil ocorrem cerca de 266

espécies do género Piper (GUIMARAES e GIORDIANO, 2004). Em geral apresentam-se
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como sub-arbustos, arbustos ou pequenas arvores com 1 a 5 metros, podendo atingir até
10 metros de altura. Os caules sdo mais ou menos lignificados, nodosos e ramosos. As
folhas possuem peciolo longo e se apresentam alternas no caule. O limbo € simples e a
sua margem € inteira, apresentam diferentes formas e tamanho variavel, podendo atingir
em algumas espécies até 40 cm de comprimento. As flores sdo sésseis, dispostas em
espigas opostas as folhas, variando de comprimento e espessura, e os frutos sdo drupas
globosas com pericarpo pouco espessado (MOREIRA et al, 2000; REITZ, 2003;
GUIMARAES e GIORDIANO, 2004).

Investigagdes fitoquimicas realizadas com espécies do género Piper permitiram o
isolamento de vérias classes de compostos ativos, tais como: amidas, alcaldides,
profenilfendis, lignanas, neolignanas, terpenos, esterdides, chalconas, dihidrochalconas,
flavonas e flavononas (PARMAR et al., 1997). Quanto as suas propriedades medicinais,
sabe-se que algumas plantas pertencentes a esse género sao utilizadas no sistema
indiano de medicina Ayurvédica, sendo que as raizes de Piper syfvaticum sao
empregadas como antidoto para veneno de cobra (KIRTIKAR e BASU, 1933). Na
Jamaica a Piper aduncum e Piper hispidum sao listadas como remédios para dores de
estbmago e como repelentes de insetos (ASPREY e THORNTON, 1954). No México e no
Brasil, as folhas de Piper amalago sao utilizadas para aliviar dores estomacais e no
combate de diversas infecgdes, assim também como as folhas e talos de Piper
marginatum e Piper tuberculatum sao utilizadas na Paraiba como antidoto contra picada
de cobra e como sedativo (CHAVES et al., 2006; ARAUJO-JUNIOR et al., 1999).

As raizes e frutos de Piper chaba encontram inUmeras aplicagées na medicina,
sendo uteis na asma, bronquite, febre, dor abdominal, como estimulante, e nas aflicbes
hemorroidarias (KIRTIKAR e BASU, 1933). Piper brachystachyum apresenta propriedades
inseticidas (JACOBSON e CROSBY, 1975), enquanto o caule de Piper futokadsura,

conhecido como haifengteng, é amplamente utilizada na medicinal tradicional chinesa,
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com prescricoes para o tratamento de doencas como asma e artrite (MATSUI e
MUNAKATQ, 1975). Outra espécie de relevante valor comercial é a Piper hispidinervum
por apresentar um éleo essencial rico em safrol, um fenilpropandide, muito utilizado nas
industrias de cosméticos e inseticidas (BERGO et al., 2005). Recentemente, a atividade
larvicida contra o Aedes aegypti do 6leo essencial de quatro espécies de Piper da regiao
Amazénica (Piper gaudichaudianum, Piper permucronatum, Piper humaytanum e Piper
hostmanianum) foi relatada por Moraes e colaboradores (2007).
Algumas espécies do género Piper ja demonstraram eficacia gastroprotetora. A
Piper betel, cujas indicacbes populares sdo como estimulante digestivo e das lipases
pancreaticas (PRABHU et al., 1995), demonstrou importante efeito protetor em Ulceras
induzidas por indometacina em ratos (BHATTACHARYA et al., 2007) diminuindo a leséo e
aumentando os niveis de mucina, formadora do muco protetor estomacal, assim como
promovendo um aumento na atividade das enzimas superoxido dismutase (SOD) e
catalase (CAT). Também ja foi observado que a Piper chaba apresentou atividade
gastroprotetora em modelos de Ulcera induzida tanto por etanol quanto por indometacina
(MORIKAWA et al., 2004). Em adicao, a Piper betel também reduziu a Ulcera induzida por
indometacina, promovendo aumento na atividade da SOD e CAT e nos niveis de muco
(MAJUNDAR et al., 2003). Outro efeito gastroprotetor interessante foi demonstrado pela
Piper carpunya, pela inibicdo da atividade da bomba H*,K*-ATPase e de acao bactericida

contra a Helicobacter pylori (QUILEZ et al., 2010).

1.1.3 Piper tuberculatum

A Piper tuberculatum (Figura 1) conhecida popularmente como pimenta d’ardo,

jaborandi-falso, ou jamburana, apresenta-se como arbustos com 2 a 2,5 m de altura e

ramos pubérulos. As folhas possuem bainha alada, lamina oblongo-eliptica ou ovado-
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eliptica, base assimétrica e apice agudo, de textura papiraceo-membranécea, brilhante,
nervuras ascendentes em numero de 8-10 pares, perinérveas, dispostas até o apice da
lamina (LORENZI e MATOS, 2002; GUIMARAES e GIORDIANO, 2004). As espigas sao
eretas, com 4-7 cm de comprimento, bractéolas triangular-subpeltadas, marginalmente
franjadas e a drupa é tetragonal, ovada ou subovada, lateralmente comprimida

(GUIMARAES e GIORDIANO, 2004).

Figura 1. Folhas e frutos de Piper tuberculatum em seu ambiente natural (Cortesia Dra.

Rosely Valéria Rodrigues).

Sua distribuicdo geografica estende-se por todo Continente Americano e Antilhas.
No Brasil, & encontrada nos estados do Amazonas, Rondénia, Pard, Maranhao, Piaui,
Ceara, Paraiba, Pernambuco, Rio de Janeiro e Mato Grosso. Cresce em altitudes
aproximadas aos 550 m, em encosta Umida, em capoeira e em locais brejosos (LORENZI
e MATOS, 2002).

A Piper tuberculatum é uma planta medicinal utilizada popularmente como

estimulante digestivo e na reducao dos gases intestinais, além de sedativo, antidoto para
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veneno de cobra, analgésico para dor de dente (ARAUJO-JUNIOR et al., 1999) e para
tratar problemas estomacais (CHAVES et al., 2006).

Varios compostos ja foram isolados da Piper tuberculatum, entre eles podemos
citar: 4,5-dihidropiperlonguiminina (BERNARD et al., 1995), piplartina (FILHO et al., 1981),
dihidropiplartina (HADORN e JUNGKUNS, 1951), o acido 3,4-metilenodioxicindmico e o
acido 3,4,5-trimetoxidihidrocinamico (FILHO et al., 1981). Dentre esses compostos 0 mais
estudado, e que tem apresentado resultados interessantes em diferentes sistemas
biolégicos é o alcal6ide piplartina. Cicero Bezerra Felipe e colaboradores (2007)
demonstraram que a piplartina apresentou efeito ansiolitico e antidepressivo em
camundongos. Mais recentemente, Rodrigues e colaboradores (2008), demonstraram que
a piplartina foi responséavel pelo efeito antinociceptivo do extrato bruto e de diversas
fracoes de Piper tuberculatum. Além disso, estudos realizados por Bezerra e
colaboradores (2007, 2008) demonstraram que o referido composto tem a capacidade de
inibir a proliferacdo de células leucémicas. Outros alcaldides de Piper tuberculatum
também apresentaram atividade antitumoral devido a acdo citotoxica em diferentes
linhagens celulares (TSAI et al., 2005). Estudos mais recentes demonstraram que a
piplartina também apresenta efeito esquistossomicida (MORAES et al., 2010), e inibidor a
agregacao plaguetaria de maneira semelhante a aspirina (FONTENELE et al., 2009).

Além disso, os Oleos essenciais das partes aéreas da Piper tuberculatum,
coletadas em diferentes localidades da regidao Amazbnica, apresentaram grandes
concentracdes do fenilpropandide dilapiol, o qual foi considerado o responsavel pelo efeito

inseticida relatado por Maia e colaboradores (1998).



1.1.4 Anatomia e fisiologia do trato gastrointestinal

O trato gastrointestinal (TGl) € um tubo muscular, com epitélio especializado, que
se estende desde a faringe posterior até o anus. Além de serem responsaveis pela
digestdo, absorcao e excrecao das substancias ingeridas, os 6rgaos pertencentes ao trato
gastrointestinal também coordenam o maior niumero de glandulas enddcrinas e células
imunes do organismo (ALHMAN et al., 2001).

Compondo o TGl encontra-se o es6fago, caracterizado por ser um 6rgao tubular
que tem como fungdo conduzir o alimento da faringe até o estémago. O esbfago se
localiza posteriormente a traquéia, comecando na altura da 72 vértebra cervical. Perfura o
diafragma pela abertura chamada hiato esofagico e termina na parte superior do
estdbmago. Mede cerca de 25 centimetros de comprimento, e é formado por trés porgdes:
cervical, toracica e abdominal. E composto por trés camadas: uma mucosa, uma
submucosa e uma muscular. A camada mucosa é composta por um revestimento epitelial
pavimentoso estratificado, e uma lamina prépria de tecido conjuntivo, além de vasos
sanguineos e glandulas mucosas. Ja a camada submucosa contém pequenas glandulas
que lancam suas secrecoes em direcdo a luz do esb6fago, sendo essas secrecoes
importantes no combate a agentes infecciosos do meio externo. Sua principal funcao é
conduzir o alimento até o estébmago, ao qual se liga através do esfincter esofageano
inferior, também denominado cérdia (NETTER, 2000).

Situado logo abaixo do es6fago, encontra-se o estdmago, um 6rgdo com paredes
musculosas, cuja principal funcéo é a digestao dos alimentos pela agdo do suco gastrico.
Anatomicamente é dividido em trés por¢des: fundo, corpo e antro pilérico, sendo limitado
por dois sistemas de esfincteres: o esfincter esofagiano inferior, na parte superior ou
proximal do estébmago; e o esfincter pilérico ou piloro, na parte inferior ou distal do

estébmago (Figura 2) (HOGBEN et al., 1974).
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Figura 2. Anatomia do estdbmago

(Fonte: http://reforcociencias.blogspot.com/2008/04/doencasrelacionadas-aoestomago.html)

Funcionalmente, a mucosa gastrica pode ser dividida em duas regides
glandulares: a mucosa oxintica e a mucosa antral. A mucosa oxintica & mais extensa,
ocupando as regides do corpo e do fundo, e é o sitio da secrecdo de &cido cloridrico. E
formada por glandulas oxinticas, constituidas por diversos tipos celulares, como: células
parietais (ou oxinticas) responsaveis pela regulacao da secrecao acida, células principais
(produtoras de pepsinogénio), células produtoras de somatostatina (células D) e células
do tipo enterocromafins (ECL) que liberam histamina. No colo glandular, predominam as
células produtoras de muco, que atuam protegendo a mucosa gastrica da acao corrosiva
das secrecoes originadas pela glandula (JAIN et al., 2007).

As glandulas da mucosa antral apresentam os mesmos tipos celulares que as
glandulas oxinticas, exceto pela auséncia das células principais, e inclusao das células G,
produtoras de gastrina. (HOGBEN et al., 1974).

O trato gastrointestinal é frequentemente exposto a estimulos nocivos que podem
causar lesdes e levar as diferentes patologias desse sistema. Estes estimulos podem ser

enddgenos (producao fisiologica de acido gastrico), ou ocorrer por alteracbes da mucosa
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provocadas por estresse, uso de anti-inflamatoérios ndo esteroidais, ingestao de alcool ou
de alimentos em temperaturas extremas, infeccées por Helicobacter pylori, lesdes
relacionadas a isquemia, etc. Em contrapartida a estes estimulos nocivos, a mucosa
gastrointestinal apresenta diferentes fatores de protecdo (pré-epitelial, epitelial e

subepitelial) (DONG e KAUNITZ, 2006).

1.1.4.1 Secrecao acida gastrica

Uma das mais importantes funcées do estdbmago é a producédo de acido. O acido
cloridrico facilita a digestao de proteinas e a absorcédo de ferro, célcio e vitamina B12, e
age também impedindo a entrada de bactérias no organismo. Quando mecanismos
homeostaticos estdo prejudicados, tanto o volume quanto a acidez gastrica podem
aumentar desproporcionalmente, superando assim as defesas da mucosa gastrica, o que
leva a formacgéo de ulcera duodenal, Ulcera gastrica, gastrite e doenca do refluxo gastro-
esofagico (SCHUBERT, 2004).

A H" K"-ATPase é a enzima responsavel por bombear ions H* contra um gradiente
de concentracdo, exercendo um papel fundamental na secrecao acida gastrica. Essa
enzima é formada por duas subunidades: a subunidade a, que é a responsavel pela troca
de H" por K* com gasto energético fornecido pela catalisacdo do trifosfato de adenosina
(ATP); e a subunidade B, que é altamente glicosilada, e atua protegendo a enzima de
degradacao, sendo necessaria para o deslocamento da enzima entre o citoplasma e a
membrana da célula. Nas células parietais em repouso, a H",K*-ATPase é armazenada
em tubulovesiculas citoplasmaticas. Quando os receptores das células parietais sao
estimulados por seus agonistas sdo gerados segundos mensageiros, que através de
cascatas de fosforilacdo fazem com que as tubulovesiculas contendo as enzimas se

fundam com a membrana apical, permitindo que a enzima, agora transmembranica, se
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torne ativa. Na auséncia do estimulo as bombas sdo recicladas de volta para o
compartimento citoplasmatico (SCHUBERT, 2004). A H",K*-ATPase promove a secre¢do
do H" no lumen gastrico, trocando-o por K*. O CI" é expelido através de canais ativados
por AMPc. O ion bicarbonato (HCOy), formado pela dissociacdo do acido carbénico
(H.CO3) é expelido por antiporte na membrana basolateral das células parietais que
trocam o HCO, pelo ion cloreto (CI') (GANOG, 2003).

Estimulos originados dentro e fora do estémago convergem a neurbnios gastricos
eferentes que constituem a regulacado primaria da secreg¢do acida. A secrecao de acido
gastrico € um processo continuo e complexo controlado por multiplos mecanismos
centrais (neurais) e periféricos (endocrino e paracrino). Os mecanismos neuronais sao
regidos pela acetilcolina (ACh), os paracrinos pela histamina e os endécrinos pela
gastrina e todos desempenham papéis importantes na regulacdo da secrecao acida

(HOOGERWERF e PASRICHA, 2003).

1.1.4.2 Mecanismos que estimulam a secrecao gastrica

A secrecao 4acida pela célula parietal envolve a elevagdo dos niveis
intracelulares de caélcio e adenosina 3',5-monofosfato ciclico (AMPc), seguido pela
translocacdo da H",K'-ATPase das tubulovesiculas citoplasmaticas para a membrana
apical da célula parietal (Revisado por HOU e SCHUBERT, 2006).

A gastrina, produzida pelas células G, é o principal horménio estimulante de
secrecdo acida durante a ingestdo de alimentos (SCHUBERT, 2005). Foram
caracterizadas duas classes de receptores CCK para a gastrina, CCK-1 (especificos para
colecistocinina) e CCK-2 (com grande afinidade para a gastrina). A gastrina atuando
através dos receptores CCK-2 estimula as células parietais diretamente e indiretamente,

sendo a estimulacdo indireta a que ocorre através de sua acao em receptores CCK-2
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presentes nas células do tipo enterocromafins (ECL), resultando na liberacdo de
histamina. A histamina liberada se difunde para as células parietais vizinhas e estimula a
secrecdo acida pela interagcdo com os receptores H, expressos na superficie das células
parietais (POMMIER et al., 2003). O segundo mensageiro responsavel pela acdo da
gastrina € o célcio, liberado a partir da ativacao da fosfolipase C (SCHUBERT e PEURA,
2008). Existem indicativos de que a principal acao da gastrina sobre as células parietais €
de sensibilizacdo para outros secretagogos agindo como cross talk ou como uma
interacao sinérgica entre as vias de sinalizacdo (SCHUBERT e PEURA 2008).

Acetilcolina (ACh), peptideo liberador de gastrina (GRP), secretina, agonistas de
receptores B2/B3 adrenérgicos e calcio, estimulam a secrecdo de gastrina, enquanto que
somatostatina, galanina, e adenosina inibem essa secre¢cdo. No antro, neurbnios
colinérgicos estimulam a secrecao de gastrina diretamente nas células G, e indiretamente,
pela supressdo de somatostatina nas células D. Além disso, proteinas ativam neurénios
nao colinérgicos que liberam o GRP, responsavel por estimular diretamente a secrecao de
gastrina pelas células G (SCHUBERT e PEURA 2008).

A ACh liberada a partir de neurbnios colinérgicos do sistema nervoso entérico
estimula diretamente a secrecdo de acido através da ativacdo dos receptores
muscarinicos M3 presentes nas células parietais, e que sado acoplados a proteina G e
induzem a ativagao de fosfolipase C com geracgao de inositol trifosfato (IP3) e liberacao de
calcio intracelular. Atua também indiretamente pela eliminagdo do efeito inibitério que a
somatostatina exerce, tanto nas células parietais como nas células ECL, assim como em
receptores muscarinicos presentes nas células ECL, estimulando a liberacado de histamina
(JAIN et al., 2007).

As células ECL no estdbmago produzem histamina, que é estocada em vesiculas
secretoras, sendo somente liberada apo6s estimulos, principalmente de gastrina e

acetilcolina (MOSSNER e CACA, 2005). A histamina liberada estimula as células parietais
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diretamente pela ligagcdo em receptores H,. Estes receptores sao acoplados a proteina G,
e quando ativados, estimulam a adenilato ciclase com geracdo de AMPc. A histamina
também estimula a secrecédo acida indiretamente através da sua ligacdo a receptores Hs,

que inibem a secrecao de somatostatina (KAZUMORI et al., 2004).

1.1.4.3 Mecanismos que inibem a secrecao gastrica

A somatostatina € o principal fator inibitério da secrecédo acida, e consiste de um
peptideo inibitério liberado pelas células D localizadas nas areas do antro e do fundo do
estbmago. Seu efeito antisecretor pode ser atribuido a dois mecanismos, sendo o primeiro
devido a interacdo direta sobre as células parietais, e o outro devido a inibicdo da
liberacao de histamina pelas células ECL e sobre a liberacdo de gastrina pelas células G.
Ambos 0s mecanismos ocorrem através da ativacdo de receptores de somatostatina do
tipo SST, localizados tanto em células ECL como em células parietais (KOMASAKA et al.,
2002). O receptor SST, é acoplado a proteina G inibitéria (Gi) (ATHMANN et al., 2000) e
também atua na inibicdo da secrecdo acida estimulada pelos agonistas que liberam Ca?",
assim como inibe a liberacao de histamina pelas células ECL (KUTCHAI, 1996). A inibicao
da liberacdo de histamina por parte da somatostatina pelas células ECL tem um papel
mais importante na inibicdo da secrecao acida gastrica do que o seu efeito inibitorio direto
sobre as células parietais (KOMASAKA et al.,, 2002). A somatostatina produzida pelas
células D esta altamente presente nas regides que contém a glandula pilérica, e exerce
uma retencao paracrina na secrecao de gastrina pelas células G (SCHUBERT e PEURA,
2008).

As prostaglandinas (PGs) atuam inibindo a secrec¢édo de acido por acao direta nas
células parietais ou de forma indireta pela inibicdo da secrecdo de gastrina. Assim,

prostaglandina E, (PGE.) e prostaciclina (PGl,) ao atuarem em seus respectivos
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receptores acoplados a uma proteina Gi, promovem a inibicdo da adenilato ciclase,
resultando na inibicado da secreg¢do acida (KUTCHAI, 1996). Além disso, PGE, e PGl;
também inibem a secrecdo acida através da inibicdo da secrecdo de histamina pelas

células ECL (ATAY et al., 2000).

1.1.4.4 Fatores protetores da mucosa

A defesa da mucosa gastrica pode ser dividida em fatores pré-epiteliais, epiteliais e
sub-epiteliais, sendo essa subdivisdo arbitraria, pois todos os fatores atuam em conjunto
para prevenir a mucosa das lesées (FLEMSTROM et al., 1999).

O primeiro nivel de defesa consiste de fatores secretados no interior do limen e
inclui: acido, bicarbonato, muco, imunoglobulinas e outras substancias bactericidas, assim
como fosfolipidios ativos de superficie (WALLACE e GRANGER, 1996).

A barreira muco-bicarbonato é formada por um gel mucoso, bicarbonato e
fosfolipidios surfactantes, os quais cobrem a superficie da mucosa. Esta camada retém o
bicarbonato secretado pelas células epiteliais superficiais para que o microambiente
permaneca neutro, prevenindo a penetragcdo da pepsina, e a digestdo proteolitica da
superficie epitelial (LAINE et al., 2008). O muco produzido pelas células localizadas na
regidao do pescoc¢o das glandulas gastricas e pelas células epiteliais é secretado em todo
o trato gastrointestinal desde o estdbmago até o colon, formando um gel aderente na
regido da mucosa e do limen, protegendo a mucosa contra agentes nocivos. E
armazenado em granulos no citoplasma apical dessas células e liberado por exocitose. A
secrecdo de muco € estimulada por horménios gastrointestinais, incluindo gastrina e
secretina, bem como PGE;, e agentes colinérgicos. Substancias ulcerogénicas como os
anti-inflamatérios nao esteroidais e sais biliares causam a dissipacao do muco, levando a

lesdo gastrica (LAINE et al, 2008). Ele é constituido de 95% de agua e 5% de
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glicoproteinas, denominadas mucinas. Os carboidratos compdem 80% do peso das
mucinas, que se constituem de quatro monbémeros similares, ligados por pontes de
dissulfeto. A polimerizagdo destas unidades de mucina forma um gel viscoso que adere a
superficie do estbmago, mas que esta sujeito a protedlise pelas pepsinas, que clivam as
ligagbes proximas aos centros dos tetrdmeros. Esse processo libera fragmentos que ndo
formam géis e, desta forma, a pepsina atua dissolvendo a camada mucosa de protecéo. A
manutencdo da camada de mucina protetora demanda sintese de novas mucinas para
substituir aguelas mucinas que foram clivadas pelas pepsinas (BERNE et al., 2004).

O bicarbonato ajuda a manter uma zona de pH neutro na mucosa, oferecendo uma
barreira protetora contra a difusao do acido (AOI et al., 2004; NAKASHIMA et al., 2004). A
secrecao pré-epitelial de bicarbonato consiste de uma secrecao estavel junto a camada
do gel aderente, criando um gradiente de pH perto da neutralidade na superficie das
células epiteliais, o qual promove a primeira linha de defesa da mucosa do estémago e do
duodeno contra o &cido secretado no lumen. Quando o alimento é ingerido, as taxas de
secrecdo tanto de muco quanto de bicarbonato aumentam (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/HCO,, que resulta numa
maior disponibilidade de bicarbonato. E sabido que para cada fon H* secretado pela
célula parietal, uma molécula de diéxido de carbono (CO,) € convertida em bicarbonato,
provocando o fendmeno conhecido como maré alcalina, que ocorre ap0s a secrecao de
acido gastrico, e apos as refeicdes (DONG e KAUNITZ, 2006).

A barreira muco-bicarbonato é uma das barreiras existentes entre o lumen e o
epitélio, e quando essa barreira € quebrada, a proxima etapa do mecanismo protetor inclui
a neutralizagdo do &cido intracelular, reparacdo epitelial rapida, e manutencdo e

distribuicdo do fluxo sanguineo da mucosa (LAINE et al., 2008). Um importante agente
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nesta etapa de protecdo sdo as prostaglandinas, que desempenham uma série de
eventos que promovem a prote¢cdo da mucosa gastrica.

As PGs sao sintetizadas a partir do acido araquidénico, através das enzimas
ciclooxigenases (COX), sendo a isoforma COX-1 (constitutiva), responsavel pela
producdo da maior parte de PG no estdmago normal e a isoforma COX-2 (induzivel), a
qual atua na producao de PGs quando ocorrem lesdes, e constitui um fator importante na
cicatrizacdo das ulceras. A geracao continua de PGE, e PGl é crucial para a manutencao
da integridade da mucosa e protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrotizantes.
Quase todos os mecanismos de defesa sao estimulados e/ou facilitados pelas PGs,
incluindo a inibicdo da secrecdo acida, estimulagdo da secrecdo de muco, bicarbonato e
fosfolipideos, aumento do fluxo sanguineo, aceleracdo da restituicao epitelial e
cicatrizagdo da mucosa. As PGs atuam também inibindo a ativacdo de mastocitos,
leucocitos, e a aderéncia plaquetaria no endotélio vascular (LAINE et al., 2008).

O préximo nivel de defesa € o epitélio, que oferece resisténcia a injuria induzida
pelo &cido gastrico, e forma uma barreira a difusdo passiva. O epitélio é especializado de
forma a manter sempre as suas fungdes como uma barreira ao acido e a outros agentes
agressores. A sua grande capacidade de proliferacdo Ihe confere a habilidade de reparar
o dano epitelial, o que contribui para a resisténcia da mucosa gastrica contra as lesées
(WALLACE, 2001). O epitélio encontra-se logo abaixo da barreira formada pelo muco.

A protegéo subepitelial do estbmago envolve a microcirculagdo, e é através dela
que o fluxo sanguineo age protegendo a mucosa por assegurar a chegada de uma
quantidade étima de oxigénio, nutrientes e bicarbonato, além de remover substancias
toxicas (WALLACE, 2001). As células endoteliais dos microvasos geram potentes
vasodilatadores como o 6xido nitrico (NO) e PGy, os quais protegem a mucosa gastrica
contra fatores agressores e se opdem a acado danosa de varios agentes vasoconstritores

como os leucotrienos C4, tromboxano A2 e endotelina. PGl e NO mantém a viabilidade
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endotelial e previnem a aderéncia de plaguetas e leucécitos nas células endoteliais de
microvasos, prevenindo assim o comprometimento da microcirculacdo (WALLACE, 2001;
LAINE et al., 2008). Quando a mucosa gastrica é exposta a agentes irritantes, ocorre um
rapido aumento do fluxo sanguineo, permitindo a remocdo e/ou diluicdo de agentes
lesivos.

Existem ainda células como macréfagos e outras células migratérias que sao
diretamente responséaveis pela resposta inflamatéria (WALLACE e GRANGER, 1996).
Elas sdo capazes de liberar uma grande quantidade de mediadores inflamatérios e
citocinas que sao responsaveis por alterar o fluxo sanguineo da mucosa e aumentar o
recrutamento de granulécitos para a regiao afetada (HAGABOAM et al., 1993).

Outro agente importante na protecdo e manutencao da integridade géastrica € o NO,
que € um gas volatil formado pela oxidagdo da L-arginina, catalisada pela enzima éxido
nitrico sintase (NOS). S&o conhecidas trés isoformas distintas de NOS, sendo duas
constitutivamente expressas, a 6xido nitrico sintase neuronal (nNOS ou NOS-1) e a éxido
nitrico sintase endotelial (eNOS ou NOS-3), e uma induzivel, conhecida como 6xido
nitrico sintase induzida (iINOS ou NOS-2). O NO quando gerado, liga-se ao grupo heme
da guanilil ciclase soluvel (GCs), que catalisa a conversdao de guanosina trifosfato (GTP)
para guanosina monofosfato ciclico (GMPc), aumentando assim a concentracao de GMPc
intracelular, que podera ligar-se a dominios especificos de proteinas, incluindo proteinas
quinases, canais ibnicos, e fosfodiesterases, promovendo dessa forma respostas
celulares. O NO é responséavel por ajudar a manter a integridade do epitélio gastrico e a
barreira de muco, além de ser vasodilatador, e atuar auxiliando na regulagdo do fluxo
sanguineo gastrico.

Finalmente, alguns sistemas antioxidantes também desempenham um papel na
protecdo e integridade da mucosa. Como exemplo, podemos citar a glutationa reduzida

(GSH), que é um tripeptideo com potente atividade antioxidante e com propriedade de co-
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fator enzimatico, ambos importantes para regulacdo da atividade celular. Sob condi¢ées
de estresse oxidativo, as espécies reativas de oxigénio sao reduzidas por GSH com
concomitante formacdo de GSSH (ou glutationa oxidada). Apesar de sua resisténcia a
oxidacao espontanea, o GSH reage rapidamente e de forma ndo enzimética com o radical
hidroxila, com o tri6xido de nitrogénio (N-O3) e o com peroxinitrito. Para manter o
equilibrio redox celular, 0 GSSH é exportado das células por proteinas de transporte
dependentes de ATP, ou seja, em condi¢ces severas de estresse ocorre uma diminuicao
nos niveis celulares de GSH. Esta deplecdo de GSH esta relacionada com a patofisiologia
de muitas doencas, entre elas a Ulcera péptica, sugerindo um importante papel do GSH

na manutencao da integridade dos sistemas fisiolégicos (CNUBBEN et al., 2001).

1.1.5 Disturbios do trato gastrointestinal

Nos ultimos anos, disturbios gastrointestinais como Ulceras pépticas, refluxo
gastroesofagico, sindrome de Zollinger-Ellison e gastrite tém assumido decididamente
altas proporcées nas populagdes, tornando-se um importante foco de investigacao
experimental e clinica. Nesse sentido, o estudo de produtos naturais que apresentem
acao sobre o TGl assume interesse social, terapéutico, botanico, empresarial e
académico na tentativa de obtencao de protdtipos para o desenvolvimento de novos
farmacos, bem como na validacdo da seguranca, eficacia e mecanismos de acdo de

plantas medicinais.

1.1.5.1 Ulcera péptica

A Ulcera péptica é um dos disturbios mais comuns que afetam o sistema

gastrointestinal, sendo sua incidéncia durante a vida superior a 10%, com um pico que
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ocorre entre 65 e 74 anos (JOSHUA, 2000). A ulcera é entendida como uma lesao
profunda da mucosa, na qual os componentes do tecido epitelial e conectivo, incluindo
miofibroblastos subepiteilias, células do musculo liso, vasos e nervos podem estar
destruidos (MILANI e CALABRO, 2001).

O termo ulcera péptica compreende tanto as Ulceras gastricas (estomacais) como as
duodenais. Em geral, as ulceras ocorrem mais comumente no duodeno, onde estado
localizadas cerca de 90% a 3 cm da juncao do piloro com a mucosa duodenal. No
estbmago as ulceras se localizam mais comumente no antro (60%) e na jungdo do antro
com 0 corpo na pequena curvatura (25%) (OFMAM, 2000; ABITOL, 2005).

A fisiopatologia das Ulceras pépticas € considerada um processo multifatorial, que
pode ser atribuido ao desequilibrio entre fatores agressores (como o acido cloridrico, a
pepsina, infeccdo por Helicobacter pylori além do uso de anti-inflamatérios nao
esteroidais, fumo e alcool) e defesas locais da mucosa (como a secrecédo de bicarbonato,
muco, prostaglandinas, fluxo sanguineo e Oxido nitrico). Embora o tratamento seja
frequentemente conduzido para a reducao dos fatores agressores, pode também ser
dirigido para o fortalecimento das defesas da mucosa do estdmago e duodeno
(VENKATARANGANNA et al., 1998; JAIN et al., 2006).

A Ulcera gastrica € uma lesdo que atinge a mucosa, submucosa e algumas vezes a
camada muscular externa. Histologicamente consiste de duas grandes estruturas: a
margem da ulcera, formada por tecido adjacente nao necrosado da mucosa, denominado
componente epitelial, e tecido de granulacdo na base da ulcera, denominado componente
tecidual conectivo (TARNAWSKI, 2005).

A infeccao por H. pylori e o uso de AINES contribuem enormemente para a
formagéo da Ulcera. A Ulcera duodenal é formada em 90% pela infecgdo de H. pylori e
10% pelo uso de AINES. Ja a ulcera gastrica é causada em 70% pela H. pylori e 30% por

AINES (KUSTERS et al., 2006).
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Os AINES sao amplamente utilizados para o tratamento da dor, febre e inflamacao.
Efeitos adversos dos AINES incluem dano da mucosa gastrintestinal, além de
agravamento de ulceragdes pré-existentes. Esses efeitos deletérios sdo atribuidos a sua
capacidade de reduzir a producao de PG, através da inibicdo da enzima COX (COX-1 e
COX-2), ativacao de neutréfilos e diminuicdo da microcirculacdo, mecanismos esses que
podem conduzir a uma oclusao de microvasos, € como conseqiéncia uma superproducao
de metabdlitos reativos ao oxigénio. Essas substancias sdo capazes de induzir a lesdo
tecidual oxidativa, que parece ter papel importante na patofisiologia da ulceracdo na
mucosa gastrica induzida por AINES (BRZOZOWSKI, 2003; FORNAI et al., 2005).

A cicatrizagdo da ulcera € um processo complexo, o qual envolve migragao celular,
proliferacdo, re-epitelizagdo, angiogénese e deposicdo da matriz, (TARNAWSKI, 2005;
WALLACE, 2001), sendo esses controlados por fatores de crescimento, fatores de
transcricdo e citocinas (TARNAWSKI, 2005). A cicatrizacdo das Ulceras requer
angiogénese no tecido de granulagdo na base da ulcera, juntamente com a proliferacéo
das células epiteliais na margem da Ulcera e consequente restabelecimento da arquitetura
glandular. O processo inicial de cicatrizacdo das Ulceras € acompanhada pelo aumento do
fluxo sanguineo na area ulcerada, dos niveis plasmaticos de gastrina e de citocinas pré-
inflamatérias como TNF-a (fator de necrose tumoral alfa) e IL-1B (interleucina do tipo 1
beta), mas que tém seus niveis reduzidos ao longo do processo de cicatrizacao. A
hipergastrinemia observada no periodo inicial da cicatrizacdo pode ser atribuida a
extraordinaria supressao acida gastrica e expressao de fatores de crescimento como fator
de crescimento endotelial (EGF), fator de crescimento transformador a (TGF-a) e fator de
crescimento de hepatocitos (HGF), que controlam a proliferacédo celular e sdo conhecidos
por exibirem atividade antisecretora (BRZOZOWSKI, 2003).

Os principais fatores que estimulam a proliferacao celular, divisdo, migracao e re-

epitelizacdo sao os fatores de crescimento. Inicialmente uma quantidade desses fatores é
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produzida localmente devido a prdpria ulceracao, ou seja, linhagens de células da mucosa
comegam a expressar genes que produzam esses fatores de crescimento - EGF, fator de
crescimento de fibroblastos basicos (bFGF) e fator de crescimento endotelial vascular
(VEGF). Esses fatores de crescimento produzidos localmente ativam a migracdo de
células epiteliais e proliferacao via acdes autocrinas e/ou paracrinas (TARNAWSKI, 2005).

Todos esses processos ocorrem com o intuito de restabelecer a integridade fisica
da mucosa gastrica, e a cicatrizacao pela consequente re-epitelizacdo € um processo
fundamental, visto que, o epitélio € uma barreira continua do tecido de granulacdo que
protege a mucosa contra agentes irritantes quimicos e contra infecgdes.

A descoberta da secrecao acida gastrica foi o primeiro passo para o entendimento
de doencas associadas com a secrecao acida gastrica. A inibicAo da secrecdo acida
gastrica ainda € a chave terapéutica tanto para as Ulceras pépticas como para a infecgéao
por Helicobacter pylori além das doencas de refluxo gastro-esofagico, sindrome de
Zollinger-Ellison e gastrite. As estratégias para o tratamento das Ulceras pépticas sao
variadas, e se estendem desde o0s antiacidos convencionais simples ao uso de
medicamentos mais complexos e eficazes como os inibidores da bomba de prétons
(IBPs).

Tém sido continua e importante a investigacdo de novas drogas para o tratamento
de doencas relacionadas a acdo do acido gastrico sobre érgaos do trato gastrintestinal. A
supressao da secrecao acida gastrica, que constitui o tratamento mais utilizado, mesmo
que em doses recomendadas, as vezes pode conduzir a uma acloridria (auséncia de
acido cloridrico) podendo desencadear infeccdes entéricas como a febre tiféide, cblera e

disenteria (JAIN et al., 2007).
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1.1.5.2 Doenca do refluxo gastroesofagico

O refluxo gastroesofagico (RGE) € um fenémeno decorrente de uma falha
anatdmica e/ou funcional dos mecanismos de contengdo do conteudo gastrico
(GAVAZZONI et al., 2002). A doenca do refluxo gastroesofagico (DRGE) pode ser definida
como uma afeccdo crénica decorrente do fluxo retrégrado do conteudo gastrico ou
duodenal para o es6fago e/ou érgaos adjacentes a ele, acarretando sintomas ou sinais
esofagianos e/ou extraesofagianos, que podem estar ou ndo associados a lesdes
teciduais (MORAES-FILHO et al., 2002).

Essa doenca se estabelece quando ha um desequilibrio entre fatores agressores
(refluxo gastrico ou gastroduodenal) e fatores de defesa (“barreira anti-refluxo”, depuracao
esofagica e resisténcia da mucosa) da regiao do es6fago (FORNARI, 2001). Apesar de a
DRGE possuir uma etiopatologia multifatorial, o fluxo retrégrado de contetudo gastrico
(pepsina e acido cloridrico) e eventualmente duodenal (sais biliares e pancreaticos) para o
eso6fago constitui o evento determinante no desenvolvimento da doenca.
Fisiologicamente, esse fluxo retrogrado nao ocorre, pois € prevenido pela “barreira anti-
refluxo”, que esta situada na juncao do es6fago com o estdmago, e constitui-se de um
complexo anatémico funcional que representa a somatéria da pressao intrinseca do
esfincter esofagico inferior (EEI), da compresséo intrinseca do EEI pelo diafragma crural,
da integridade do ligamento frenoesofagico e também da manutencédo do angulo de His
(ATTWOOD et al., 1992; RICHTER, 1999 e KAHRILAS, 1998). Além dessa “barreira anti-
refluxo”, a depuracéo esofégica realizada pela peristalse primaria esofagica associada a
degluticdo de saliva possui uma capacidade relativa de neutralizar o acido cloridrico
presente no suco gastrico refluido, pois a saliva é rica em bicarbonato (BARHAM et al.,
1995). Adicionalmente um terceiro recurso fisiolégico que previne a DRGE ¢é a resisténcia

da mucosa esofagica, alcancada pela presenca de um epitélio escamoso estratificado
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(BRETAN e TAGLIARINI, 2001).

A DRGE apresenta-se sobre uma grande variedade de manifestagcbes clinicas,
sendo os sintomas divididos em tipicos e atipicos, e de acordo com a frequéncia.
Sintomas habitualmente provocados localizam-se no TGI, e incluem pirose, dor
retroesternal, regurgitacdo, eructagdo, disfagia e odinofagia (LOCKE et al, 1997).
Contudo, devido a acao do material refluido sobre alguns érgaos adjacentes ao eséfago,
ou devido a uma exacerbacao dos reflexos mediados pelo nervo vago, podem ocorrer
sintomas extra esofagicos, também conhecidos como atipicos, entre eles: tosse crdnica,
rouquidao, disfonia (decorrente da acao crbénica sobre a laringe), sensacao de corpo
estranho (globus) na garganta, halitose, otalgia, anormalidades no paladar e desgaste do
esmalte dentario, além de estenose laringea e traqueal (GAVAZZONI et al., 2002;
FREITAG, 2003).

A DRGE pode apresentar-se como erosdes na mucosa esofagica, percebidas no
exame endoscépico do esbfago. Essa forma € classificada como forma erosiva. Outra
forma da doenca pode ocorrer sem a presenca dessas erosdes, sendo designada como a
forma nao erosiva da doenca, conhecida como doencga do refluxo ndo erosivo, do inglés

non-erosive reflux disease (NERD).

1.1.5.3 Tratamento das Ulceras pépticas e da doenca do refluxo gastroesofagico.

O tratamento das Ulceras pépticas, assim como da DRGE visa a eliminacao dos
sintomas e correcao dos fatores propiciadores.

Por mais de um século, as ulceras pépticas e as demais doencas gastricas foram
controladas cirurgicamente, com altas taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento
farmacolégico resumia-se em neutralizar a acidez gastrica estomacal com a utilizacao de

antiacidos, como bicarbonato de sodio (NaHCO3), carbonato de calcio (CaCOs3), hidréxido
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de aluminio (AI(OH)3) e hidréxido de magnésio (Mg(OH).) ou associacdes. Porém, por
alterar o pH gastrico e urinario, os antiacidos tem a capacidade de interagir com uma
variedade de farmacos através de interacdes farmacocinéticas de dissolugdo e absorcgao,
biodisponibilidade e eliminagcdo renal. Alguns podem também quelar outras drogas
presentes no trato gastrointestinal, formando complexos insoluveis que passam pelo TGl
sem serem absorvidos. Além disso, dependendo do paciente, os efeitos associados ao
uso de antidcidos minerais incluem constipacao ou diarréia, sendo utilizados hoje em dia
principalmente para o alivio rapido dos sintomas da ulcera péptica (YUAN et al., 2006;
BRUNTON et al., 2006).

Antagonistas muscarinicos como a pirenzepina inibem a secre¢édo acida bem como
diminuem a motilidade intestinal, contudo o uso clinico destas drogas € baixo devido aos
efeitos parassimpaticos secundarios como boca seca e constipacdao, além da
disponibilidade de medicamentos anti-secretores mais eficazes (JAIN et al., 2007).

Em seguida surgiram os antagonistas do receptor de histamina (H2), que foram
utilizados extensivamente para a supressao acida por mais de 25 anos (JAIN et al., 2007),
sendo 0 mais conhecido e utilizado atualmente a ranitidina.

Os inibidores da bomba de prétons (IBPs) sdo pro-farmacos, necessitando ativagéao
em ambiente acido. Acumulam-se em canaliculos secretores de acido das células
parietais, e sdo ativados por um processo catalisado por prétons que resulta na formacao
de uma sulfonamida tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio de
ligacdo covalente com o grupo sulfidrila de cisteinas presentes no dominio extracelular da
H* K*-ATPase, resultando em uma inativacao irreversivel da bomba. A secrecao do acido
s6 se reinicia apés a sintese e insercdo de novas moléculas de H',K'-ATPase na
membrana luminal (YUAN et al., 2006; BRUNTON et al., 2006). O tratamento com IBPs
para as ulceras tém sido considerado o padrdao ouro, com associagées com antiacidos ou

antagonistas H.. Entretanto, no tratamento da DRGE tem sido observada faléncia
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terapéutica em alguns pacientes tratados com IBPs, constituindo um grande desafio
clinico o tratamento dessa doenca (PICHE e GALMICHE, 2005).

Outros agentes terapéuticos utilizados no tratamento da DRGE sédo os
procinéticos, como o0s antagonistas dopaminérgicos metoclopramida e domperidona, ou
agonistas serotoninérgicos como a cisaprida. Esses medicamentos facilitam a motilidade
gastrointestinal, agindo diretamente na musculatura lisa ou no plexo mioentérico e,
portanto, sdo utilizados no tratamento da DRGE no intuito de aumentar a motilidade
esofagica e gastrica. O uso desses procinéticos € muitas vezes associado ao IBPs.
Entretanto, estudos ja demonstraram que farmacos procinéticos sao relativamente
ineficazes na DRGE, ou estdo associados a efeitos colaterais, como os riscos cardiacos
relacionados ao uso de cisaprida (FINIZIA et al., 2002).

Atualmente, quase duas décadas apéds a introdugédo do primeiro IBP, comecam a
ser relatados inconvenientes envolvendo o uso desses farmacos, tornando-se de extrema
importdncia a continua investigacdo e desenvolvimento de novas drogas para o

tratamento de doengas envolvendo as doengas acido-pépticas.
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2. OBJETIVOS

2.1 Objetivo geral

Avaliar os efeitos da fracdo diclorometano de Piper tuberculatum sobre o trato
gastrointestinal e as possiveis vias envolvidas no mecanismo de acao gastroprotetor

utilizando técnicas farmacolégicas.

2.2 Objetivos especificos

J Avaliar o efeito gastroprotetor da fracao diclorometano da Piper tuberculatum e da
piplartina contra lesdes agudas induzidas por etanol em ratas;

J Verificar a acdo da fracao diclorometano da Piper tuberculatum e da piplartina
sobre a quantidade de muco e da glutationa da regido glandular gastrica ap6s a inducao
de lesbes agudas por etanol;

o Investigar o efeito cicatrizante da fracdo diclorometano da Piper tuberculatum
contra lesdes crbnicas induzidas por acido acético em ratas;

J Avaliar a atividade da fracao diclorometano da Piper tuberculatum sobre os niveis
de mucina e o processo de regeneracao tecidual em estdbmagos com lesdes crbnicas
induzidas por acido acético;

o Avaliar o efeito da fracao diclorometano da Piper tuberculatum e da piplartina sobre
a atividade da enzima H*,K*-ATPase in vitro;

o Analisar o efeito da fracdo diclorometano da Piper tuberculatum e da piplartina
sobre a secrecao acida gastrica basal e estimulada em ratas;

. Verificar o efeito protetor da fracdo diclorometano de Piper tuberculatum contra

lesbes esofagicas induzidas pelo refluxo gastroesofagico;
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J Avaliar a atividade da fracdo diclorometano de Piper tuberculatum sobre a
migracdo de neutréfilos na mucosa esofdgica de ratas submetidas ao refluxo

gastroesofagico.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Material botanico

3.1.1 Preparacao do extrato e da fracao diclorometano

Os frutos de Piper tuberculatum foram coletados em setembro de 2005. A
identificacdo botanica das plantas foi realizada pelo Dr. José Gomes do herbario do
Instituto Nacional de Pesquisa da Amazbnia (INPA), onde uma exsicata encontra-se
depositada sob o niumero 211724.

Os frutos devidamente secos e triturados (1,1 kg) foram extraidos com etanol (3 | x
3) a temperatura ambiente. O solvente foi destilado sob presséo reduzida e forneceu 36 g
de uma massa de coloracao marrom. Parte deste material (30 g) foi adsorvida em silica
gel (90 g) e a mistura, foi colocada em uma coluna cromatografica e eluida com

diclorometano (CH.Cl,) fornecendo 21,3% de fragao (6,4 g) (RODRIGUES et al., 2009).

3.1.1.1 Isolamento da piplartina

Uma parte da fragdo diclorometano (5,1 g), que denominaremos DCM, foi
submetida a uma coluna cromatografica e eluida com misturas de hexano e acetato de
etila com crescentes polaridades, resultando em 15 fracées. A fracdo de numero 9 foi
novamente submetida a coluna e eluida com os mesmos gradientes de hexano e acetato
de etila em crescentes polaridades, resultando em 7,1 mg de um sélido branco amorfo,
com um rendimento calculado de 14%, identificado como composto 1.

Através de andlise espectral por ressonancia magnética nuclear (RMN) 'H e 3C uni

e bidimensional, espectrometria de massa e comparagdo com dados da literatura de 'H e
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3C foi possivel elucidar a estrutura do composto 1 obtido como sendo: piplartina {N-
(3,4,5-trimethoxi cinnamoil-D3-piridina-2-um} (Figura 3). A caracterizacdo quimica do
extrato de Piper tuberculatum foi realizada sob a responsabilidade do professor Valdir

Facundo do departamento de Quimica da Universidade Federal de Ronddnia em 2008.

- OCH,

OCH
OCH,

3

Figura 3. Estrutura quimica da piplartina (RODRIGUES et al., 2009; FACUNDO et al.,

2008).

3.1.1.2 Diluicao da DCM e da piplartina

A DCM foi diluida com agua destilada com a adicdo de Tween 80° (0,5%) e a

piplartina foi diluida com agua destilada.

3.2 Animais

Foram utilizadas ratas (Ratus norvegicus), variedade Wistar albino, adultas,
pesando de 180 a 220 g fornecidas pelo Biotério do Setor de Ciéncias Bioldgicas da
UFPR. Foi utilizado o estbmago de coelho (Oryctolagus cuniculuc) albino, com peso
variando entre 1 a 2 kg, oriundo do Biotério da Pontificia Universidade Catdlica do Parana
(PUC-PR).

Os animais foram mantidos em condi¢cdes controladas de temperatura e



30
iluminacao, tendo livre acesso 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 Uso Animal do Setor de Ciéncias Bioldgicas da UFPR, sob os nimeros 446 e

500.

3.3 Lesao gastrica aguda induzida por etanol

As lesdes gastricas induzidas por etanol foram realizadas segundo metodologia
descrita por Robert e colaboradores (1979). Os animais foram mantidos em jejum de 24
horas com acesso livre a agua, separados em diferentes grupos de 8 animais cada,
tratados com veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g, v.0., ou solucdo salina 0.9%
i.p.), omeprazol (40 mg/kg, v.0.), ou diferentes doses da DCM (10, 30 ou 100 mg/kg para o
tratamento v.o. e 1, 3 e 10 mg/kg quando o tratamento foi realizado i.p.). Sessenta
minutos apds o tratamento v.o., e trinta minutos apds o tratamento i.p. foi administrado
etanol PA (0,5 ml/200 g — v.0.), um agente necrotizante para inducao da lesdo gastrica.

A eficacia do composto isolado da fracdo, a piplartina, em realizar gastroprotecao
também foi avaliada através da lesédo induzida por etanol. Os animais foram pré-tratados
pela via oral com piplartina (4,5 mg/kg, dose calculada de acordo com o DEs; da DCM
nesse modelo), omeprazol (40 mg/kg) ou veiculo (agua), e como descrito anteriormente,
apds sessenta minutos receberam etanol PA (0,5 ml/200 g — v.0.).

Uma hora apdés a administracdo do agente necrotizante, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos removidos, abertos pela curvatura menor e estendidos para a
analise das lesbes gastricas. A avaliacdo dessas lesdes foi realizada através do programa
ImageTool® Versdo 3.0, no qual foi possivel mensurar a area total lesionada de cada

estdbmago em mm?. Os resultados foram expressos em mm? de &rea lesionada.
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3.3.1 Verificacao do ciclo estral

O ciclo reprodutivo das ratas é chamado de ciclo estral e é divido em fases como:
proestro, estro, metaestro (ou diestro |) e diestro (ou diestro Il) (LONG e EVANS, 1922;
FREEMAN, 1988).

Em estudos sobre o sistema reprodutivo, bem como estudos sobre a influéncia do
ciclo estral em fungbes ndo reprodutivas (RODRIGUEZ et al., 1995; MARCONDES,
1995), a citologia oncédtica vaginal é utilizada para a determinacdo das fases do ciclo
estral (LONG e EVANS, 1922; HOAR e HICKMAN, 1975). Com o objetivo de verificar se o
ciclo estral apresenta ou nao influéncia na formacao de Ulcera nas ratas realizou-se um
lavado vaginal nos animais submetidos a lesdo com etanol PA. Imediatamente antes do
sacrificio dos animais, procedeu-se a lavagem vaginal com 50 ul de solugcédo salina. O
material obtido do lavado foi colocado em uma Iamina para microscopia e analisado em
microscopio éptico, observando-se os tipos de células presentes e classificando as fases
do ciclo estral em: proestro, estro, diestro, e metaestro (LONG e EVANS, 1922;

FREEMAN, 1988).

3.4 Quantificacao do muco gastrico

Apéds a avaliacao das lesbes induzidas por etanol, as regiées do fundo e do antro
do estbmago foram descartadas e a parte glandular (corpo) foi dividida em duas partes.
Uma parte da mucosa gastrica glandular foi pesada e incubada em 4 ml de solugcdo de
Alcian Blue 0,1% preparada em uma solucéo de sacarose 0,16 mM e acetato de sddio 50
mM (pH 5), onde permaneceu corando por 2 horas em temperatura ambiente. O excesso
de Alcian Blue foi removido através de duas lavagens sucessivas com sacarose 250 mM,

a primeira por 15 minutos e a segunda durante 45 minutos. O corante entdo complexado
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com o muco da parede glandular foi extraido com 4 ml de cloreto de magnésio 500 mM,
agitando-se intermitentemente cada segmento por 1 minuto a cada 30 minutos durante 2
horas. Apds esse periodo, 3 ml da solugdo sobrenadante azul foi misturada com 3 ml de
éter dietilico e agitados vigorosamente até a formacédo de uma emulséo. Essa emulsao foi
centrifugada por 10 minutos a 3.600 rpm para a separagao da fase aquosa, descartando-
se o residuo. A partir da fase aquosa obtida procedeu-se a leitura espectrofotométrica em
598 nm. A metodologia descrita seguiu os protocolos de determinagdo de muco descritos
por Corne e colaboradores (1974). Sendo assim, a quantidade de Alcian Blue ligado ao
muco foi determinada por interpolacdo em uma curva padrao de Alcian Blue (6,25-100

MQ), € os resultados foram expressos em ug de Alcian Blue/g de tecido.

3.5 Ulcera gastrica cronica induzida por acido acético

As lesbes gastricas induzidas por acido acético foram realizadas de acordo com a
metodologia originalmente proposta por Okabe e colaboradores (1971), com poucas
modificacoes (WALACE et al., 2007).

Para inducdo das lesdes gastricas cronicas por acido acético, as ratas foram
mantidas em jejum de 18 horas com acesso livre a agua, separadas em grupos de 6
animais. Os animais foram anestesiados com uma mistura de xilazina e cetamina (10 e 5
mg/kg, i.p., respectivamente). Apds a anestesia os animais tiveram a parede abdominal
aberta e o estdbmago exposto. A figura 4 ilustra a metodologia de inducéo de Ulceras, na
qual um cilindro de vidro de 6 mm de didmetro foi aplicado sobre a serosa do estdmago, e
nesse cilindro injetados 500 pl de acido acético 80%. Apds 1 minuto, o acido foi aspirado e
substituido por salina para limpeza do local. Em seguida a solugéo salina foi aspirada, o

local seco com o auxilio de uma haste com algodao, o cilindro retirado, o estbmago
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recolocado no interior da regido abdominal, e em seguida a parede abdominal foi

suturada.

|
PN _Jl

Figura 4. Metodologia de inducao de Ulcera por acido acético (adaptado de KONTUREK

et al., 2008).

Ap6s a recuperacdo da anestesia, os animais retornaram ao biotério e
permaneceram sob regime de restricdo alimentar com consumo livre de agua até o dia
seguinte. Entdo, seguiu-se uma dieta alimentar, na qual a racao foi oferecida aos animais
duas vezes ao dia, por uma hora em cada periodo do dia (manha e tarde) durante o
periodo de tratamento, o qual teve duracdo de 7 dias. O tratamento consistiu na
administracdo v.o. de veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g), omeprazol (40
mg/kg) ou diferentes doses da DCM da Piper tuberculatum (10, 30 e 100 mg/kg).

Os tratamentos tiveram inicio no segundo dia ap6s a cirurgia, sendo realizados 30
minutos ap6s o consumo da racdo. Ao final dos tratamentos, os animais foram
sacrificados, o estdbmago removido e esticado para posterior analise da ulcera. A
avaliacdo da 4area ulcerada foi feita pela medida do comprimento x altura (mm?),

utilizando-se para isso uma régua graduada.



34

3.6 Quantificacao de grupos sulfidrilicos nao protéicos

Metade da regido glandular do estémago submetida a lesédo por etanol e metade da
Ulcera induzida por acido acético foram utilizadas para verificar o efeito protetor da fracao
DCM na mucosa gastrica pela determinacdo dos niveis de glutationa (GSH). Os niveis de
GSH na mucosa gastrica foram determinados pelo método de Sedlak e Lindsay (1968).
As regides de lesdo foram pesadas e homogeneizadas em tampéao fosfato de potassio
200 mM (pH 6,5). Em 50 pl deste homogenato foram adicionados 40 ul de &cido
tricloroacético (ATC) 12,5% e os tubos foram agitados em um agitador de tubos (Vortex) e
centrifugados por 15 minutos a 3.000 rpm. Posteriormente, aliquotas de 10 ul do
sobrenadante foram adicionadas a 290 ul de tampao TRIS 0,4 M (pH 8,9) em placa de 96
pocos. A reacdo foi iniciada com a adicdo de 5 ul de DTNB (5,5-ditiobis 2-acido
nitrobenzdico) 1 mM, 5 minutos antes da leitura espectrofotométrica em comprimento de
onda de 415 nm. Os procedimentos foram realizados a 4 °C e os valores individuais
interpolados em uma curva padrao de GSH (0,375-3 ug), com os valores expressos em

ug de GSH/g de tecido.

3.7 Avaliacao dos niveis de mucina

O ensaio histoquimico para mucina foi realizado de acordo com o descrito por
Mowry e Winkler (1956), e foi realizado a fim de verificar as alteragdes no conteudo de
muco da mucosa gastrica apds a ulcera induzida por acido acético. As laminas contendo
os cortes histolégicos foram desparafinizadas, re-hidratadas, oxidadas em acido periddico
0,5% por 5 minutos e lavados em agua destilada. Em seguida, os cortes foram corados
com reativo de Schiff por 20 minutos, e posteriormente lavados em agua sulfurosa (3

vezes, 2 minutos cada) e em agua corrente por 10 minutos. Finalmente, as laminas
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contendo os cortes foram contracoradas com hematoxilina por 20 segundos, desidratadas
e montadas com Balsamo do Canada. A quantificacdo foi realizada de acordo com a

intensidade de reacao, seguindo uma pontuacgéo de 0 a 3 (modificado de LEKNES, 2009).

3.8 Avaliacao da proliferacao celular

A analise imunohistoquimica da expressdo de PCNA (antigeno nuclear de
proliferacdo celular) foi realizada para avaliar os efeitos da DCM sobre a proliferagéo
celular da mucosa gastrica ulcerada, e foi feita de acordo com a técnica descrita por Athar
e colaboradores (2004). A area ulcerada foi emblocada em parafina e os cortes foram
feitos em micrétomo. Os cortes foram desparafinizados, re-hidratados e tratados com
peroxido de hidrogénio em metanol 3% por 10 minutos. Em seguida, foram incubados
com tampao fosfato (PBS) com 1% de albumina sérica bovina (BSA) por 30 min para
reducdo de marcacao nao especifica e permeabilizacédo celular. Procedeu-se a incubacao
com anticorpo primario anti-PCNA em temperatura ambiente em camara umida por 2
horas. Depois de lavados com PBS/BSA 1%, os cortes foram incubados com anticorpo
secundario conjugado a peroxidase em temperatura ambiente em camara umida por 1
hora. Os sitios de ligacao para peroxidase foram identificados por coloragéo utilizando-se
para isso o cromdgeno diaminobenzidina (Kit de substrato DAB) com o qual foram
incubadas por 15 minutos, sendo o excesso de cromogeno removido em agua corrente.
Finalmente, as laminas contendo os cortes foram contracoradas com hematoxilina por 5
minutos, desidratadas, clareadas com xilol e montadas com Balsamo do Canada. Para
avaliacdo da marcacgao dos cortes foi utilizada lente ocular graduada e a marcacao foi
avaliada em areas representativas com aumento de 400 x. A quantificacdo de células com
marcagao positiva para PCNA foi realizado em 4 cortes histologicos distintos de cada

grupo, observando-se 5 campos diferentes em cada corte. Os resultados foram expressos
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com o nimero de células marcadas positivamente utilizando o programa ImageJ® versao

1.41 (Instituto Nacional de Saude, EUA).

3.9 Avaliacao da secrecao acida gastrica

Esse protocolo experimental foi realizado de acordo com a técnica de Ligadura do
Piloro, descrita por Shay e colaboradores em 1945. Os animais foram mantidos em jejum
de 18 horas com acesso livre a agua. As ratas foram anestesiadas e, através de uma
incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, foi localizado o estbmago para a ligadura do
esfincter pilérico com auxilio de um fio de sutura. Por via intraduodenal, os animais
receberam veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g), DCM (10, 30 ou 100 mg/kg),
piplartina (4,5 ou 15 mg/kg) ou por via oral, omeprazol (40 mg/kg) 1 hora antes do inicio
da cirurgia. A seguir, a parede abdominal foi suturada e 4 h apds a cirurgia, os animais
foram sacrificados sob anestesia e seus estbmagos removidos apds pingamento do
es6fago para evitar perda do conteudo acido secretado. O estdbmago foi lavado com agua,
sSeco com uma gaze e aberto ao longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 ml
de agua destilada, recolhendo-se o suco gastrico e o conteudo proveniente da lavagem
da mucosa em tubos de ensaio para a centrifugacédo (1.500 rpm, durante 20 minutos).
Apés a centrifugagéo, o volume gastrico (ml) foi quantificado em proveta e a acidez total
(mEqQ[H™)/mI) foi quantificada por titulagdo simples com NaOH 0,1 N, utilizando
fenolftaleina 2% como indicador 4cido-base (DOMER, 1971).

Para avaliar qual o mecanismo de ag¢édo envolvido na reducédo da secrecao acida
gastrica, a secrecao foi estimulada com betanecol, um agonista de receptores
muscarinicos; histamina, um agonista dos receptores histaminérgicos; e pentagastrina,

um agonista do receptor CCK-2.
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Aleatoriamente, os animais foram distribuidos nos seguintes grupos experimentais:
betanecol + salina; betanecol + atropina; betanecol + DCM; pentagastrina + salina;
pentagastrina + DCM; histamina + salina, histamina + ranitidina; histamina + DCM;
betanecol + piplartina; histamina + piplartina; pentagastrina + piplartina. No momento da
ligadura, os animais receberam um dos seguintes tratamentos: veiculo (agua + Tween 80
0,5% - 0,1 ml/100g, i.d.), DCM (100 mg/kg, i.d.), piplartina (15 mg/kg, i.d.), ranitidina (50
mg/kg, i.d.) ou atropina (1 mg/kg, s.c.). A seguir, a parede abdominal foi suturada e apés 1
hora da ligadura os animais receberam os secretagogos por via subcutanea: histamina
(20 mg/kg), pentagastrina (0,4 mg/kg) ou betanecol (2,5 mg/kg). Quatro horas apéds a
cirurgia, os animais foram sacrificados e procedeu-se a quantificacdo do volume e acidez

do conteldo estomacal conforme descrito anteriormente.

3.10 Avaliacao da atividade da H*,K*-ATPase in vitro

Para o isolamento e verificagdo da atividade da H*,K*-ATPase foi utilizado o
estbmago de coelho (Oryctolagus cuniculus) albino. O animal foi sacrificado através de
concussao cerebral. O estdmago foi removido, colocado imediatamente em banho de
gelo, aberto pela curvatura maior, lavado e teve descartadas as regiées do antro e do
fundo. Realizou-se a separagdo da mucosa da regido glandular e procedeu-se 0
isolamento dos microssomos gastricos através da homogeneizacao do tecido da mucosa
em tampao de homogeneizacao: Tris.HClI 50 mM (pH 7,4) contendo sacarose 250 mM,
MgCl, 10 mM, KCI 5 mM, EDTA 1 mM e coquetel de inibidores de protease 0,01%,
utilizando-se 5 volumes de tampao/g de tecido. O homogenato foi centrifugado a 5.000
rom durante 20 minutos, o precipitado descartado e 0 sobrenadante novamente
centrifugado a 30.000 rpm durante 1 hora. Todos os procedimentos foram realizados a

temperatura de 4 °C .
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A préxima fase foi a de purificacdo da H',K*-ATPase e foi realizada por
centrifugacdo em gradiente descontinuo de sacarose. O precipitado obtido da
centrifugacéo de 30.000 rpm contendo as vesiculas com H* K*-ATPase foi ressuspendido
em 3 ml de sacarose 250 mM, cuidadosamente transferido para um tubo com sacarose
30% e centrifugado novamente a 30.000 rpm por 1 hora. Duas bandas pequenas € um
precipitado foram obtidos. As membranas sedimentadas na superficie da solugdo de
sacarose 30% foram coletadas obtendo-se, assim, os microssomos purificados contendo
a enzima H*,K*-ATPase gastrica (KUBO et al., 1995). O material enzimatico foi, entao,
congelado e guardado a -70 °C até ser utilizado.
O conteudo de proteina presente na amostra foi determinado em placa de 96 pocos
com o reagente de Bradford, utilizando uma curva padrao de albumina (0,0625-1 mg/ml).
Na fase de caracterizagcdo da H*,K"™-ATPase, realizou-se o blogueio especifico da
bomba de prétons pelo inibidor omeprazol (345 pg/ml), e a fim de descartar a presenca de
Na*K*-ATPase utilizou-se a ouabaina (728 ug/ml) (inibidor especifico de Na*,K*-ATPase).
Finalmente a atividade ATP4&sica foi determinada mediante quantificacao do fésforo
inorganico (Pi) liberado da hidrélise de ATP exdégeno, na presenca de K*, pela enzima. A
reacao foi iniciada pela adicao de 37,5 ug de proteina enzimatica a 500 pl de tampao
Tris.HCI (pH 7,4) contendo cloreto de magnésio 2,5 mM, cloreto de potassio 20 mM e ATP
1 mM, na auséncia e na presenca das drogas a serem testadas. A reacéo foi encerrada
apo6s 20 minutos de incubacédo a 37 °C pela adicao de 50 pl de ATC 50% e esfriamento
rapido em banho de gelo (MURAKAMI et al., 1992). O fosfato inorganico produzido foi
determinado através da adicdo as amostras de 1,5 ml da solugcédo reagente contendo de
agua (4,7 ml), acido sulfarico 10 N (0,7 ml), molibdato de aménio 2,4% (0,6 ml) e acido
ascérbico 10% (3 ml). As amostras foram incubadas por 20 minutos em banho-maria a 37
°C e a leitura da placa realizada em espectrofotbmetro a 820 nm. O reagente foi

preparado no momento do uso (FISKE e SUBBAROW, 1925; TERSARIOL, 1989). A
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atividade enzimatica foi calculada usando o coeficiente de extincdo do Pi (¢ =
11.000/M/cm). Para se verificar a agdo da DCM sobre o funcionamento da enzima foram
utilizadas as concentracées de 100, 300 e 1000 ug/ml, e a piplartina nas concentragdes

de 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml.

3.11 Esofagite induzida por refluxo gastroesofagico

Os animais foram mantidos em jejum de 18 horas com acesso livre a agua. As

ratas foram anestesiadas com xilazina e cetamina (10 e 5 mg/kg, i.p., respectivamente), e
colocadas em decubito dorsal. Ap6s assepsia da regiao abdominal com solucéo de iodo-
povidine e tricotomia dos pélos foi feita uma incisdo de cerca de 2 cm no abdémen, o
estbmago foi localizado e procedeu-se as ligaduras para inducdo de esofagite. Foram
realizadas duas ligaduras utilizando fio de sutura, sendo uma na regiao pilérica e outra na
regido de transicdo entre o fundo e o corpo do estdmago, para impedir a saida do
conteudo gastrico secretado pelo duodeno e permitir o acesso do conteudo gastrico ao
esb6fago, respectivamente (NAKAMURA et al., 1982). Imediatamente apds o procedimento
cirurgico, os animais receberam por via intraduodenal o veiculo (agua + Tween 80 0,5%,
0,1 ml/100 g) ou trés doses da DCM (30, 100 e 300 mg/kg). A seguir, a parede abdominal
foi suturada e os animais foram colocados em caixas para a recuperac¢ao da cirurgia. O
tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.) foi realizado uma hora antes da cirurgia. Seis
horas depois, os animais foram sacrificados e os es6fagos retirados. A area total das
lesbes desenvolvidas pela esofagite foi analisada e classificada de acordo com a seguinte
escala proposta por Okabe et al. (1995), com poucas modificagdes:

1- sem lesdes visiveis

2- poucas lesdes

3- area total da lesdo < 30 mm?
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4 - &rea total da lesdo = 30 mm?

5 — perfuracao

3.12 Determinacao dos niveis da mieloperoxidase

A mieloperoxidase (MPO) é uma enzima encontrada primariamente nos granulos
azurofilos dos neutréfilos e comumente usada como um marcador do conteudo tecidual
de leucdcitos polimorfonucleares que migram para o local do estimulo inflamatério. O
principio do método baseia-se na liberacdo de MPO para o tecido lesado. A determinacao
dos niveis de MPO foi realizada de acordo com a técnica descrita por Hillegass e
colaboradores (1990).

Apéds a analise da lesdo, os es6fagos foram isolados, pesados e homogeneizados
em 0,6 ml de tampao fosfato 200 mM pH 6,5. O homogenato foi centrifugado por 20
minutos a 3.000 rpm para determinagao dos niveis enzimaticos da MPO.

O precipitado obtido foi ressuspendido com 1 ml de tampéo fosfato de potassio 80
mM na presenca de 0,5% de hexadeciltrimetilamonio (HTAB). Apés a homogeneizagéao as
amostras foram centrifugadas a 4.000 rpm por 20 minutos a 4 °C. Em placas de 96 poc¢os
foram adicionados em triplicada 30 pl do sobrenadante, acrescido de 220 pl de uma
solucao contendo: 100 pl de tampéo fosfato 80 mM, 85 uL de tampéao fosfato 22 mM e 15
pl de H2O, 0,017%. A reacao foi iniciada com a adicao de 20 ul de tetrametilbenzidina
(TMB). A amostra foi entdo incubada por 3 minutos a 37 °C e a reacao interrompida pela
adicdo de 30 uyL de acetato de sédio 1,46 M (pH = 3,0). Os niveis enzimaticos foram
determinados em espectrofotdometro a 620 nm. Os resultados foram expressos como

unidade de densidade 6ptica (D.O.)/mg de proteina.
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3.13 Expressao dos dados e analise estatistica

Os dados estao representados como as médias = erro padrdao das médias. As
diferengas entre as médias foram determinadas por analise de variancia (ANOVA) de uma
via seguida do teste de Bonferroni, ou teste ndo paramétrico de Kruskal Wallis seguido
pelo teste de Duns. As analises foram realizadas utilizando o Programa para Windows,
GraphPad Prism versao 5.0 (GraphPad Software, San Diego, EUA). Um valor de P menor

que 0,05 foi considerado significante.



42

4. RESULTADOS

4.1 Efeito da DCM sobre as lesGes gastricas agudas induzidas por etanol PA em

ratas

A administracdo de etanol PA pela via oral produziu lesbes gastricas que
comprometeram 101,9 + 11,3 mm? da mucosa gastrica. O pré-tratamento dos animais
com DCM nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg, pela via oral, 1 hora antes da administracéo
do etanol reduziu o aparecimento de lesbes na mucosa gastrica de maneira dose-
dependente em 35, 67 e 88%, respectivamente, com uma DEs, calculada de 29 mg/kg
(Figura 5 A).

De maneira similar, a administracdo intraperitoneal de doses menores de DCM,
correspondente a 1, 3 e 10 mg/kg também promoveu a reducao das lesdes gastricas
induzidas por etanol para 58,9+ 9,9; 38,8 + 11,4 e 31,9 + 5,8 mm? respectivamente (grupo
controle com 109,4 + 12,5mm? de area de lesdo) (Figura 5 B). O tratamento com
omeprazol (40 mg/kg, v.0.), utilizado como controle positivo do teste, reduziu

significativamente a area de incidéncia de lesédo induzida pelo etanol (Figuras 5 A e 5B).
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Figura 5. Efeito da DCM administrada oralmente (A, 60 min antes) ou
intraperitonealmente (B, 30 min antes) sobre as lesdes gastricas agudas induzidas por
etanol em ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml /100 g,
v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (10, 30 e 100 mg/kg, v.0. ou 1, 3 e 10 mg/kg,
i.p.) antes da administragdo do etanol PA (0,5 ml/200 g, v.0.). Cada coluna representa a
média + EPM da éarea gastrica lesionada (n= 8 animais por grupo). Asteriscos denotam
*P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo

teste de Bonferroni).

Na figura 6, € possivel observar pela avaliacdo macroscopica da mucosa gastrica
que a administracao oral de etanol PA induziu lesdes gastricas hemorragicas na mucosa
gastrica dos animais controle (Figura 6, A). Contudo, houve uma reducdo na area da
lesdo em animais tratados com omeprazol (40 mg/kg; Figura 6, B) e com DCM 100 mg/kg,

v.o. (Figura 6, C), de acordo com o resultado apresentado na Figura 5 A.
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Figura 6. Andlise macroscoépica de lesdes agudas gastricas induzidas pela administracao
oral de etanol PA. Os animais foram pré-tratados pela via oral com veiculo (dgua + Tween
80 0,5% - 0,1 ml/100 g; A), omeprazol (40 mg/kg; B) ou DCM (100 mg/kg; C). Escala de 1

cm.
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4.1.1 Relacao entre o ciclo estral e a inducao de lesdes gastricas agudas induzidas

por etanol PA em ratas

A administracdo de etanol PA pela via oral produziu lesbes gastricas em animais
que se encontravam em diferentes fases do ciclo estral. A andlise do lavado vaginal dos
animais do grupo controle, ou seja, tratados com veiculo, mostrou que os animais que
estavam nas fases de estro, proestro, diestro e metaestro apresentaram areas de leséo
semelhantes, correspondentes a 36,4 = 5,3; 22,8 + 45; 20,8 + 1,8 e 193 £ 3,7%
respectivamente. Embora a proporcao da area ulcerada em animais na fase de estro seja
maior do que a observada nas demais fases, ndo houve diferenca estatistica entre os

grupos (Figura 7).

Area da lesdo

-

proestro estro diestro metaestro

Etanol

Figura 7. Relacao entre as fases do ciclo estral e a inducéo de lesdes gastricas por etanol
PA em animais do grupo controle (tratados com veiculo). Cada coluna representa a média
+ EPM da area gastrica lesionada (n= 5 animais por grupo) (ANOVA de uma via seguida

pelo teste de Bonferroni).
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4.2 Efeito da DCM sobre a quantidade de muco gastrico e de GSH apds as lesoes

gastricas agudas induzidas por etanol

A administragcdo de etanol reduziu os niveis de muco da mucosa gastrica em 47%
nos animais tratados apenas com veiculo, quando comparados a mucosa de animais
naive (108,9 + 8,7 ug de Alcian Blue/g de tecido) (Figura 8 A). O tratamento com
omeprazol (40 mg/kg, v.0.) preveniu o decréscimo nos niveis de muco em 35% quando
comparado com animais tratados apenas com veiculo (58,1 + 4,2 ug de Alcian Blue/g de
tecido). A administracdo v.0. de DCM nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg foi capaz de
restabelecer o conteudo de muco para 79,6 + 3,6; 80,6 £ 4,1 e 87,5 = 4,1 ug de Alcian
Blue/g de tecido, respectivamente.

Quando administrada por via i.p., apenas a dose de 1 mg/kg da DCM foi capaz de
restabelecer os niveis de muco 77,5 £ 6,9 ug de Alcian Blue/g de tecido, reduzidos em
39% no grupo controle. O grupo tratado com omeprazol (40 mg/kg, v.0.) apresentou um
aumento na quantidade de muco de 56% em relacdo ao grupo tratado apenas com o

veiculo (Figura 8 B).
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Figura 8: Efeito da DCM, administrada oralmente (A, 60 min antes) ou
intraperitonealmente (B, 30 min antes), sobre a quantidade de muco da mucosa gastrica
apos as lesdes gastricas agudas induzidas por etanol. Os animais receberam veiculo (C:
agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (10, 30
e 100 mg/kg, v.o. ou 1, 3 e 10 mg/kg, i.p.) antes da administracéo do etanol (0,5 ml/200 g,
v.0.). Cada coluna representa a média + EPM de pg de Alcian blue/ g de tecido (n= 8
animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo naive e
*P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo

teste de Bonferroni).

A exposicdo da mucosa gastrica ao etanol PA diminuiu os niveis de GSH em
aproximadamente 49% quando comparado a uma mucosa gastrica nao lesada (Naive:
504,9 + 27,6 ug de GSH/g de tecido). O tratamento dos animais com DCM nas doses de
30 e 100 mg/kg, v.o., preveniu parcialmente a reducao nos niveis de GSH induzida pelo
etanol em 84 e 72%, respectivamente, quando comparados com o grupo controle (253,0 =
13,7 ug de GSH/g de tecido) (Figura 9 A). O tratamento dos animais com DCM nas doses
de 1, 3 e 10 mg/kg pela via intraperitoneal também preveniu a diminuicdo dos niveis de

GSH em 74, 82 e 82%, respectivamente, quando comparados com o0 grupo controle
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(300,7 £ 18,5 ug de GSH/g de tecido) (Figura 9 B). Da mesma forma, o tratamento com

omeprazol (40 mg/kg, v.0.) também restaurou os niveis de GSH (441,2 + 17,8 ug de

GSHY/g de tecido).
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Figura 9: Efeito da DCM, administrada pela via oral (painel A) ou intraperitoneal (painel
B), sobre a quantidade de GSH da mucosa gastrica ap6s as lesdes gastricas agudas
induzidas por etanol. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5% - 0,1
ml/100 g, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (30 e 100 mg/kg, v.0. ou 1,3 e 10
mg/kg, i.p.) antes da administragdo do etanol. Cada coluna representa a média + EPM de
ug de GSH/g de tecido (n= 8 animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05 quando
comparado com o grupo naive e “P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C)

(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3 Efeito da DCM sobre as ulceras gastricas cronicas induzidas por acido acético

80% em ratas

A administracdo oral da DCM de Piper tuberculatum nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg, duas vezes ao dia, do segundo ao oitavo dia apds a indugéo de Ulceras por acido
acético 80%, promoveu uma cicatrizacdo de 51, 34 e 41%, respectivamente, quando
comparado ao grupo controle tratado com veiculo (125,6 + 5,4 mm?). O controle positivo
deste ensaio, omeprazol (40 mg/kg, administrado duas vezes ao dia durante sete dias)

também reduziu as Ulceras gastricas induzidas por acido acético em 50% (Figura 10).
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Figura 10. Efeito da DCM sobre as Ulceras gastricas crbénicas induzidas por acido acético
80% em ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g,
v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.) durante 7 dias, a
partir do 2° dia apds a inducao da lesao gastrica. Cada coluna representa a média £+ EPM
da area gastrica lesionada (mm?) (n= 6 animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Bonferroni).
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Figura 11. Analise macroscépica das Ulceras gastricas cronicas induzidas por acido
acetico em ratas. Os animais foram tratados pela via oral com veiculo (4gua + Tween 80
0,5% - 0,1 ml/100 g; A), omeprazol (40 mg/kg; B) ou DCM (100 mg/kg; C) durante 7 dias,

a partir do 2°dia apds a inducao da lesdo géastrica. Escala de 1 cm.



51

Conforme demonstrado na figura 11, a observacdo macroscopica da mucosa
gastrica dos animais com Ulceras cronicas revelou uma reducdo na area da lesdo dos
animais tratados com omeprazol (40 mg/kg; Figura 11, B) e com DCM (100 mg/kg, Figura

11, C), quando comparados aos animais do grupo controle (Figura 11, A).

4.4 Efeito da DCM sobre a proliferacao celular de ulceras gastricas cronicas

induzidas por acido acético 80%

A figura 12 mostra a imunohistoquimica utilizada para avaliar a expressao de PCNA
nas células da mucosa gastrica ulcerada, a qual € caracterizada pela coloragdo marrom,
indicativo de células em proliferacdo. No grupo controle, a imunorreatividade foi
quantificada em 27,0 £ 3,7 células e nos grupos omeprazol e DCM 100 mg/kg observou-
se um aumento significativo na marcacdao desse antigeno de 243 e 230%,

respectivamente (Figura 13).
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Figura 12. Imunorreatividade para PCNA (antigeno nuclear de proliferagédo celular) em
cortes histolégicos de ulceras crénicas induzidas por acido acético 80%. Os animais foram
tratados pela via oral com veiculo (4gua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g; A), omeprazol
(40 mg/kg; B) ou DCM (100 mg/kg; C) durante 7 dias, a partir do 2° dia apds a inducao da
lesdo gastrica. Imagens representativas da seccdo de estdmagos de 4 animais,

observando-se 5 campos diferentes em cada corte (aumento de 400x, escala 150 pm).
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Figura 13. Quantificacdo da imunorreatividade para PCNA em Ulceras gastricas crénicas
induzidas por acido acético 80%. Os animais foram tratados pela via oral com veiculo
(agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g) omeprazol (O: 40 mg/kg) ou DCM (100 mg/kg)
durante 7 dias, a partir do 2° dia ap6és a inducdo da lesdo gastrica. Cada coluna
representa a média £+ EPM do numero de células em proliferacdo (n= média de 5
campos). Asteriscos denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C)
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni). Dados referentes ao observado

nos campos representados na Figura 12.

4.5 Efeito da DCM sobre os niveis de mucina de Uulceras gastricas cronicas

induzidas por acido acético 80%

A avaliacdo de mucina nos estdbmagos submetidos a ulcera crbnica induzida por
acido acético 80% demonstrou uma baixa quantidade das glicoproteinas que compde o

muco nos animais tratados apenas com veiculo (Figura 14, A). Os animais que receberam
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omeprazol e DCM 100 mg/kg tiveram um aumento na marcagdo para glicoproteinas
correspondentes a mucina, 0 que mais uma vez indica um importante fator protetor
gastrico da fracdo DCM de Piper tuberculatum (Figura 14, B e C, respectivamente e

Tabela 1).

Figura 14. Avaliacdo dos niveis de mucina pelo método de coloragdo PAS de Ulceras
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crdnicas induzida por &acido acético 80%. Os animais foram tratados pela via oral com
veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g A), omeprazol (40 mg/kg; B) ou DCM (100
mg/kg; C) durante 7 dias, a partir do 2° dia ap6s a indugcdo da lesao gastrica. Imagens
representativas da seccdo de estdbmagos de 4 animais, observando-se 5 campos

diferentes em cada corte (aumento de 400x, escala 150 um).

Tabela 1. Quantificagdo dos niveis de mucina de Ulceras gastricas crénicas induzidas por

acido acético 80% em ratas.

Grupo PAS
Controle Lesado 0-1
Omeprazol 40 mg/kg 2"
DCM 100 mg/kg 3*

Os resultados sdo expressos em uma escala para demonstracdo da intensidade da
reacao, sendo: 3 — intenso; 2 — moderado; 1 — fraco e 0 — ausente. Asteriscos denotam
*P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (teste ndo paramétrico de Kruskal

Wallis seguido pelo teste de Duns).

4.6 Efeito da DCM sobre a quantidade de GSH de ulceras gastricas cronicas

induzidas por acido acético 80%

A exposicado da mucosa gastrica ao acido acético 80% diminuiu os niveis de GSH

em aproximadamente 58% quando comparado a uma mucosa de um animal naive (557,9
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* 41,9 ug de GSH/g de tecido). O tratamento com DCM nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
(v.0.), 2 vezes ao dia durante 7 dias, restabeleceu os niveis de GSH em 64, 60 e 50%
respectivamente, quando comparados com o grupo controle tratado com veiculo. O
tratamento com omeprazol também restaurou os niveis de GSH em 58% quando
comparado aos niveis observados no grupo controle lesado (232,5 + 12,1 ug de GSH/g de

tecido) (Figura 15).
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Figura 15: Efeito da DCM sobre a quantidade de GSH de ulceras gastricas crénicas
induzidas por acido acético 80%. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80
0,5%, 0,1 ml/100 g, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (10, 30 e 100 mg/kg, v.0.)
durante 7 dias, a partir do 2° dia ap6és a inducdo da lesdo gastrica. Cada coluna
representa a média + EPM de ug de GSH/g de tecido (n= 6 animais por grupo). Asteriscos
denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo naive, e *P<0,05 quando comparado

com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.7 Efeito da DCM sobre a atividade da H*,K*-ATPase in vitro
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A porcentagem de inibigcao da atividade da H",K*-ATPase foi avaliada considerando

o grupo controle como 100% de atividade. O omeprazol (345 pug/ml) inibiu a atividade da
enzima em 97%, enquanto que a DCM, apenas nas maiores concentracoes,
correspondentes a 300 e 1000 pg/ml inibiu a atividade da enzima em 43 e 55%,

respectivamente (Figura 16).

3-
. T
2 —
8
=g
< £ s
22 x
5 Z1-
=
wd
<

0- %

Cc u o 100 300 1000

DCM (pg/ml)

Figura 16: Efeito da DCM sobre a atividade da enzima H*,K*-ATPase in vitro. Cada
coluna representa a média + EPM da atividade da enzima. Asteriscos denotam *P<0,05
quando comparado com o grupo Controle (C). O: omeprazol 345 ug/ml; U: ouabaina 728

pug/ml. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.8 Efeito da DCM sobre a secrecao acida gastrica basal em ratas

A administracao de omeprazol (40 mg/kg, v.0) e da DCM nas doses de 10, 30 e 100
mg/kg pela via intraduodenal (i.d), apds realizacdo de ligadura pilérica, foi capaz de
reduzir significativamente o volume do conteldo gastrico secretado em 43, 30, 30 e 33%
respectivamente, quando comparado aos animais do grupo controle tratados com veiculo
(9,1 £0,5 ml) (Figura 17 A).

A acidez da secregao gastrica mensurada nos animais tratados com o veiculo foi
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de 0,068 £ 0,007 mEq[H+])/ml. A administracdo de omeprazol e DCM, apenas na dose de

100 mg/kg, reduziu a acidez o conteudo secretado em 75 e 47%, respectivamente (Figura

17 B).
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Figura 17. Efeito da DCM sobre o volume (A) e a acidez total (B) da secrecao acida
gastrica basal em ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5%, 0,1
ml/100 g, i.d.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (10, 30 e 100 mg/kg, i.d.). Cada
coluna representa a média £+ EPM (n= 8 animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05
quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Bonferroni).

4.9 Efeito da DCM sobre a secrecao acida gastrica estimulada por betanecol,

histamina e pentagastrina em ratas

A administracdo subcutadnea dos secretagogos betanecol (agonista dos receptores
muscarinicos, 2,5 mg/kg), histamina (agonista dos receptores histaminérgicos, 20 mg/kg)
e pentagastrina (agonista dos receptores CCK-2, 0,4 mg/kg) aumentou o volume da
secrecao acida gastrica basal de 9,8 + 0,6 ml para 12,5 + 0,6 ml, de 8,4 + 0,9 ml para 11,7
+ 0,9 ml e de 8,3 + 0,5 para 10,7 = 0,7 ml, respectivamente. O pré-tratamento com

atropina (antagonista dos receptores muscarinicos, 1 mg/kg, s.c.) e ranitidina (antagonista
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dos receptores histaminérgicos Hp, 50 mg/kg, i.d.) impediram o aumento do volume do
conteudo gastrico estimulado por betanecol e histamina, respectivamente, alcancando
valores de 4,8 + 0,5 e 5,6 £ 0,5 ml, respectivamente.

A administracdo de DCM (100 mg/kg, i.d.) ndo foi capaz de impedir o aumento do
volume de secrecdo acida gastrica estimulada por betanecol (12,5 £ 0,6 ml) e nem por
histamina (9,9 = 0,9 ml) (Figuras 19 A e C). Contudo, quando da estimulacdo com
pentagastrina, a administracdo de DCM 100 mg/kg (i.d.) foi capaz de impedir o aumento
de secrecao acida gastrica em 50% (Figura 18 E).

Os secretagogos betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20 mg/kg) e pentagastrina (0,4
mg/kg) foram capazes de aumentar a acidez da secregao gastrica basal em 26, 59 e 33%
quando comparados com 0s animais tratados com veiculo (0,074 = 0,001; 0,064 + 0,007 e
0,067 + 0,004 mEq[H"])/ml), respectivamente. O aumento da acidez do conteldo gastrico
estimulado por betanecol e por histamina foi impedido pela administracdo de atropina (1
mg/kg, s.c.) e de ranitidina (50 mg/kg, i.d.), alcancando valores de 0,036 + 0,006 € 0,038 *
0,009 mEq[H*])/ml, respectivamente. O tratamento com DCM (100 mg/kg, i.d.) também nao
foi capaz de diminuir a acidez da secrecdo gastrica estimulada por betanecol e por
histamina, mas impediu o aumento da acidez gastrica estimulada pela pentagastrina

(0,047 £+ 0,007 mEqQ[H*)/mI) (Figuras 18 B, D e F).
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Figura 18. Efeito da DCM sobre o volume (A, C, E, respectivamente) e a acidez total (B,

D, F, respectivamente) da secrecao acida gastrica estimulada por betanecol, histamina e
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pentagastrina em ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5% - 0,1
ml/100 g, i.d.), atropina (ATR: 1 mg/kg, s.c.), ranitidina (RAN: 50 mg/kg, i.d.) ou DCM (100
mg/kg, i.d.). Cada coluna representa a média + EPM (n= 8 animais por grupo). Asteriscos
denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) e *P<0,05 quando
comparado com o grupo controle estimulado (C) com betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20
mg/kg) ou pentagastrina (0,4 mg/kg) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de

Bonferroni).

4.10 Efeito da DCM sobre a esofagite induzida por refluxo gastroesofagico em ratas

A ligadura da regiao pilérica e da regido de transicdo entre o fundo e o corpo do
estbmago foi empregada como modelo para inducdo de refluxo gastroesofagico pelo
contato do conteudo gastrico com a mucosa do eséfago. A administracdo da DCM nas
doses de 30, 100 e 300 mg/kg pela via intraduodenal (i.d), reduziu significativamente as
lesbes causadas pelo refluxo do conteludo gastrico para o es6fago, assim como o
tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.), utilizado como controle positivo para este
teste (Figura 19). A avaliacdo das lesdes foi realizada por escores, de acordo com a

escala proposta por Okabe et al. (1995), com poucas modificagdes (Figura 20).
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Figura 19. Analise macroscépica das lesbes no esbdfago induzidas por refluxo
gastroesofagico. Os animais foram tratados pela via intraduodenal com veiculo (agua +

Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g; A), omeprazol (40 mg/kg; B) ou DCM (100 mg/kg; C).
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Figura 20. Efeito da DCM sobre a esofagite induzida por refluxo gastroesofagico em
ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g, i.d.),
Omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (30, 100 ou 300 mg/kg, i.d.). Cada coluna
representa a média + EPM do indice de lesdo (n= 8 animais por grupo). Asteriscos
denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (Teste ndo paramétrico de
Kruskal Wallis, seguido pelo teste de Duns). O escore da lesdo seguiu a seguinte escala:
0 - sem lesdes visiveis, 1 - poucas erosdes, 2 - area total da lesdo < 30 mm?, 3 - &rea total

da lesdo = 30 mm?, 4 - perfuracéo.
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4.11 Efeito da DCM sobre os niveis da enzima mieloperoxidase na esofagite
induzida por refluxo gastroesofagico

A migracdo de neutrofilos observada em eséfagos lesados foi determinada
indiretamente pela atividade da MPO. A atividade da MPO foi aumentada
significativamente em 171% em animais com lesdes esofagianas induzidas pelo refluxo
do conteudo acido gastrico, quando comparado aos niveis basais do grupo nao lesado
(Figura 21). O tratamento dos animais com DCM (100 e 300 mg/kg, i.d.) impediu
significativamente o aumento da atividade da MPO em 76 e 69%, respectivamente. Os
animais tratados com omeprazol apresentaram uma reducdo de 66% na atividade da

MPO quando comparado com o grupo controle (Figura 21).
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Figura 21. Efeito da DCM sobre os niveis de MPO na esofagite induzida por relfuxo
gastroesofagico. Os animais receberam veiculo (C: agua + Tween 80 0,5%, 0,1 ml/100 g,
i.d.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou DCM (100 e 300 mg/kg, id.). Cada coluna
representa a média + EPM dos niveis de MPO (n= 6 animais por grupo). Asteriscos
denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo naive, e *P<0,05 quando comparado

com o grupo controle (C) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.12 Efeito da piplartina sobre as les6es gastricas agudas induzidas por etanol PA e

a quantidade de muco e de GSH

O tratamento oral com piplartina na dose de 4,5 mg/kg (equivalente a DEsy da
fracdo DCM) inibiu em 81% a incidéncia de Ulceras gastricas induzidas pelo etanol. O
controle positivo, omeprazol (40 mg/kg, v.0.) reduziu a lesdo gastrica para 1,7 + 0,8% de
area de lesao quando comparado com o grupo controle (17,9 = 2,1%) (Figura 22 A).

A administracdo de etanol PA reduziu os niveis de muco em 43% nos animais
tratados com veiculo quando comparado ao grupo nao lesado (82,8 + 9,7 ug de Alcian
Blue/g de tecido) (Figura 22 B). O tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.) preveniu o
decréscimo nos niveis de muco em 66% quando comparado com o grupo controle lesado,
contudo, a administracdo de piplartina (4,5 mg/kg v.0) ndo foi capaz de aumentar ou
restabelecer o conteudo de muco.

Conforme o esperado, a exposicao da mucosa gastrica ao etanol PA diminuiu os
niveis de GSH em aproximadamente 48%, quando comparado com a mucosa gastrica
nao lesada (546,4 + 9,6 ug de GSH/g de tecido). O tratamento dos animais com piplartina
(4,5 mg/kg, v.0.) preveniu a diminuicao dos niveis de GSH em 75%, quando comparado
aos niveis reduzidos encontrados nos animais do grupo lesado (285,5 + 20,6 ug de GSH/
g de tecido) (Figura 22 C). O tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.) também foi

capaz de restaurar os niveis de GSH (612,9 + 63,8 ug de GSH/ g de tecido).
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Figura 22. Efeito da piplartina sobre as lesdes gastricas agudas induzidas por etanol em
ratas (A), sobre a quantidade de muco (B) e niveis de GSH (C) da mucosa gastrica
glandular, dosados ap6s a inducao de lesdo com etanol PA. Os animais receberam
veiculo (C: agua - 0,1 ml/100 g, v.0.), omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou piplartina (4,5
mg/kg, v.0.) antes da administracdo do etanol PA .Cada coluna representa a média £+ EPM
da area gastrica lesionada (n= 8 animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05 quando
comparado com o grupo naive e *P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C)

(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.13 Efeito da piplartina sobre a atividade da H*,K*-ATPase in vitro

A piplartina nas concentrac¢des de 1, 3, 10, 30 e 100 pg/ml inibiu a atividade da
enzima H*,K*-ATPase in vitro em 12, 25, 81, 92 e 94%, respectivamente, sendo a inibicao
de maneira dependente da concentracdo, com uma CEsy de 4,7 ug/ml. A inibicdo da

enzima pelo omeprazol na concentracao de 345 ug/ml foi de 97% (Figura 23).
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Figura 23. Efeito da piplartina sobre a atividade da enzima H*,K*-ATPase in vitro. Cada
coluna representa a média + EPM da atividade da enzima. Asteriscos denotam *P<0,05
quando comparado com o grupo Controle (C) (O: omeprazol 345 ug/ml; U: ouabaina 728

ug/ml) (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.14 Efeito da piplartina sobre a secrecao acida gastrica basal e estimulada por

betanecol, histamina e pentagastrina em ratas

A administracdo de omeprazol (40 mg/kg, v.0) e da piplartina apenas na dose de 15
mg/kg pela via intraduodenal (i.d), apds realizacdo de ligadura pilérica, foi capaz de

reduzir significativamente o volume do conteudo gastrico em 43 e 45% respectivamente,
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quando comparado aos animais do grupo controle tratados com veiculo (9,1 0,5 ml)
(Figura 24 A). A acidez da secrecao gastrica mensurada nos animais do grupo veiculo foi
de 0,065 = 0,004 mEq[H+]/ml, enquanto que a administragdo de omeprazol (40 mg/kg,
v.0.) e piplartina (15 mg/kg, i.d.,) reduziu a acidez o conteudo secretado em 75 e 69%,

respectivamente (Figura 24 B).
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Figura 24. Efeito da piplartina sobre o volume (A) e a acidez total (B) da secre¢éao acida
gastrica basal em ratas. Os animais receberam veiculo (C: agua - 0,1 ml/100 g, i.d.),
omeprazol (O: 40 mg/kg, v.0.) ou piplartina (4,5 e 15 mg/kg, i.d.). Cada coluna representa
a média + EPM da secrecao acida (A) e da acidez total (B) (n= 6 animais por grupo).
Asteriscos denotam *P<0,05 quando comparado com o grupo controle (C) (ANOVA de

uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

A administracdo subcutadnea dos secretagogos betanecol (agonista dos receptores
muscarinicos, 2,5 mg/kg), histamina (agonista dos receptores histaminérgicos, 20 mg/kg)

e pentagastrina (agonista dos receptores CCK-2, 0,4 mg/kg) aumentou o volume da
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secrecao acida gastrica basal de 7,2 £ 0,3 para 9,3 £ 0,6 ml, de 7,7 £ 0,3 para 11,2 £ 1,1
ml e de 7,2 £ 0,5 para 10,6 £ 0,5 ml, respectivamente.

A administracdo de atropina (antagonista dos receptores muscarinicos, 1 mg/kg,
s.c.) e ranitidina (antagonista dos receptores histaminérgicos H,, 50 mg/kg, i.d.) impediram
0 aumento do volume do conteudo gastrico estimulado por betanecol e histamina,
respectivamente, alcancando valores de 4,2 £ 0,4 e 5,6 £ 0,5 ml, respectivamente. No
entanto, a administracao de piplartina (15 mg/kg, i.d.) nao foi capaz de impedir 0 aumento
do volume de secrecao acida gastrica estimulada por betanecol (12,5 £ 0,6 ml) nem por
histamina (9,9 + 0,9 ml) (Figura 25 A e C). Por outro lado, a administracdo subcutanea de
pentagastrina (0,4 mg/kg) aumentou o volume da secrecdo acida gastrica basal de 7,2 *
0,5 para 10,6 £ 0,5 ml, e o tratamento com piplartina (15 mg/kg, i.d.) impediu o aumento
do volume secretado em 45% (Figura 25 E).

Os secretagogos betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20 mg/kg) e pentagastrina (0,4
mg/kg) foram capazes de aumentar a acidez da secregado géstrica basal em 44,5, 56,1 e
44,6% quando comparados com 0s animais tratados com veiculo (0,074 + 0,001; 0,073
0,007 e 0,065 + 0,004 mEq[H*]/ml), respectivamente. O aumento da acidez do contelido
gastrico foi impedido pela administracao de piplartina (15 mg/kg, i.d.) em 0,050 + 0,005

mEq[H*]}/ml apenas frente a estimulagdo com pentagastrina (Figura 25 F).
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Figura 25. Efeito da piplartina sobre o volume (A, C, E) e a acidez total (B, D, F) da

secrecao acida gastrica estimulada por betanecol, histamina e pentagastrina em ratas. Os
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animais receberam veiculo (C: agua - 0,1 ml/100 g, i.d.), atropina (ATR: 1 mg/kg, s.c.),
ranitidina (RAN: 50 mg/kg, i.d.) ou piplartina (15 mg/kg, i.d.). Cada coluna representa a
média £ EPM (n= 6 animais por grupo). Asteriscos denotam *P<0,05 quando comparado
com o grupo controle (C) e *P<0,05 quando comparado com o grupo controle estimulado
(C) com betanecol (2,5 mg/kg), histamina (20 mg/kg) ou pentagastrina (0,4 mg/kg)

(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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5. DISCUSSAO

Muitas plantas do género Piper tém sido utilizadas na alimentagao e principalmente
na medicina popular para o tratamento de diversas patologias. A Piper tuberculatum é
uma planta medicinal utilizada popularmente como estimulante digestivo e na reducao dos
gases intestinais, além de sedativo, antidoto para veneno de cobra, analgésico para dor
de dente (ARAUJO-JUNIOR et al., 1999) e para o tratamento de problemas estomacais
(CHAVES et al., 2006). Devido a esta indicacao popular, o objetivo desse trabalho foi de
avaliar o efeito protetor gastrico e esoféagico da fragao diclorometano (DCM) dos frutos da
Piper tuberculatum e do composto isolado piplartina, além de identificar os possiveis
mecanismos de acao envolvidos no seu efeito gastroprotetor.

A mucosa gastrica esta continuamente sujeita a acao de agentes agressores
enddgenos e exdgenos, e para combater a esses agentes, a mucosa possui mecanismos
de defesa que protegem o tecido contra danos e eventuais ulceracées (WHITTLE, 2003).
Diferentes modelos animais para a inducao de lesbes gastricas ja foram propostos, e
entre esses modelos, a indugdo de lesdo gastrica experimental pela administracdo de
etanol foi utilizada para avaliacdo da agcao gastroprotetora da DCM. Esse modelo permite
avaliar se a fragdo estudada estimula e/ou mantém a resisténcia da mucosa géstrica
frente as lesbes produzidas pelo etanol (WALLACE, 2001). Ja é sabido que a
administracdo do etanol absoluto provoca danos teciduais e celulares, incluindo edema,
hemorragia subepitelial e geracdo de espécies reativas de oxigénio (KOUNTOURAS et
al., 2001). Desta forma, as Ulceras aparecem devido a agao necrotizante do etanol na
mucosa gastrica, com participagdo, em menor grau, da secrecdo gastrica (LEWIS e
HANSON, 1991; EVANS, 1996).

Como nossos experimentos foram conduzidos em ratas, nos preocupou avaliar a
influéncia do ciclo estral do animal sobre a formagéo das Ulceras gastricas. Nesse sentido,

ndés comparamos a média da area de ulceracao produzida nas diferentes fases do ciclo
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em animais submetidos a indug¢édo de ulcera aguda com etanol e tratados apenas com
veiculo (agua + Tween 80%). Esta analise mostrou que ha um aumento nao significativo
estatisticamente na area de ulceracao de animais que se encontram na fase de estro.
Sendo assim, como a distribuicdo de animais entre os grupos foi randomizada e
considerando que nao existem diferencas entre a incidéncia de ulceracado nos diferentes
periodos estrais, os experimentos foram continuados utilizando-se fémeas.

Os dados experimentais obtidos através da avaliagdo da atividade gastroprotetora
da DCM pelo modelo de inducao de ulceras gastricas agudas por etanol demonstram que
a administracao oral de diferentes doses da DCM foi capaz de proteger efetivamente a
mucosa do estdmago contra as lesdes causadas pelo etanol, sugerindo uma acao
citoprotetora eficiente dos principios ativos presentes nessa fracdo. Essa atividade
citoprotetora é corroborada por resultados obtidos em experimentos envolvendo outras
espécies do género Piper, como P. longum, P. carpunya e P. chaba, que ja possuem
efeitos gastroprotetores descritos em diferentes modelos de lesdes gastricas agudas,
incluindo a inducdo com etanol, indometacina ou estresse (AGRAWAL et al.,, 2000;
MORIKAWA et al., 2004; QUILEZ et al., 2010).

Para garantir que a atividade citoprotetora gastrica da DCM nao fosse apenas uma
atividade protetora topica na mucosa gastrica, provavelmente pela formacao direta de
uma barreira fisica, a DCM foi administrada pela via intraperitoneal. Nesse experimento
também observamos que a administracdo de doses menores da DCM apresentou
atividade gastroprotetora similar ao do tratamento da DCM pela via oral, descartando a
hipétese da formagéo de uma barreira fisica protetora contra a acdo deletéria do etanol.

Para investigar os mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora da DCM,
administrada pelas vias oral e intraperitoneal, foi realizada a quantificacdo do muco
aderido a mucosa gastrica. Ja € sabido que o muco é um dos principais agentes de

citoprotecao da mucosa gastrica, por contribuir para a defesa da mucosa através de uma
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barreira fisica contra bactérias; ou por agir como lubrificante reduzindo os efeitos
abrasivos na mucosa, além de participar na protecao contra danos causados pelo acido e
toxinas no lumen gastrico (WALLACE et al., 2000; NAM et al., 2005; WALLACE, 2007).
Sua forma viscosa, elastica, aderente, como um gel transparente, que contém 95% de
agua e 5% de glicoproteinas recobre toda a superficie da mucosa gastrointestinal sendo
capaz de agir como antioxidante e reduzir danos da mucosa promovidos por radicais
livres (REPETTO et al, 2002). Nossos resultados mostram que a DCM, tanto
administrada pela via oral quanto pela via intraperitoneal, preveniu a diminuicdo da
quantidade de muco gastrico promovida pelo etanol. Esses dados indicam que, pelo
menos em parte, o efeito protetor visualizado com a DCM nas Ulceras gastricas induzidas
por etanol se deve a prevencao da deplecdo do muco protetor gastrico. De forma
interessante, este resultado também esta de acordo com dados obtidos por Agrawal et al.
(2000) que observaram um aumento na secre¢cao de mucina apds o tratamento com o
extrato aquoso da P. longum no modelo de Ulcera aguda induzida por estresse, AINEs
(aspirina) e ligadura pil6rica.

Dando continuidade na investigacdo dos mecanismos envolvidos no efeito
gastroprotetor da DCM, os niveis de GSH géstrico também foram quantificados. O GSH é
encontrado em altas concentragdes na mucosa gastrica de ratos e humanos (BODY et al.,
1979) e constitui outro importante mecanismo citoprotetor (CNUBBEN et al., 2001), pois
participa diretamente como um potente antioxidante e indiretamente como substrato para
varias enzimas antioxidantes, incluindo a glutationa S-transferase (GST), glutationa
peroxidase (GPx) e glutationa redutase (GR) (CNUBBEN et al., 2001). Diversos autores ja
descreveram que no modelo de inducdo de Ulceras gastricas por etanol hd uma
importante deplecdao nos niveis de GSH (SIEGMUND et al., 2003). De fato, em nossos
experimentos, os niveis de GSH foram diminuidos na mucosa ulcerada de animais que

receberam etanol e foram tratados apenas com veiculo. O tratamento dos animais com a
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DCM, em todas as doses testadas, preveniu essa deplecdo. Esse dado sugere uma
possivel modulagdo positiva no sistema de defesa antioxidante da mucosa géstrica
promovida pela fracao testada.

Uma vez que a DCM apresentou importante atividade gastroprotetora no modelo
de inducao de ulcera aguda por etanol, demonstrando eficacia em prevenir a deplecéao de
agentes citoprotetores como o0 muco e o GSH gastrico, fomos investigar a atividade da
fracdo em um modelo animal de Ulcera crénica gastrica, representado pela indugédo por
acido acético 80%. As ulceras produzidas por acido acético sdo similares as ulceras
humanas em termos de localizagdo, severidade e cronicidade, bem como no que diz
respeito ao processo de cicatrizacdo (TAKAGI et al., 1969). As lesdes gastricas
provocadas por acido acético sdo induzidas por alteracdo de varios fatores, incluindo
fatores de crescimento, aderéncia e muco, microcirculagcao, 6xido nitrico, citocinas, além
da producdo de PGs derivadas da enzima COX-2 (KOBAYASHI et al, 2001). Vale
ressaltar que a cicatrizagdo da ulcera € um processo complexo, que envolve migracao e
proliferacdo celular, replicacdo de células epiteliais junto a margem da Ulcera para
restabelecer a arquitetura glandular e angiogénese no tecido de granulacdo na base da
tlcera (TARNAWSKI, 2005). Em adicao aos resultados gastroprotetores no modelo agudo
de leséo gastrica, no modelo experimental de Ulcera crbénica a extensédo da lesdo induzida
por acido acético foi significativamente reduzida pelo tratamento crénico oral com DCM
indicando um efeito cicatrizante gastrico eficaz promovido pela fracdo. De acordo com
Vasconcelos e colaboradores (2008) o muco gastrico também é importante na protecao
das células da mucosa gastrica durante o processo de cicatrizacdo. Dado que este muco
€ constituido por 95% de agua e 5% de glicoproteinas, como as mucinas (BERNE et al,
2004), nés quantificamos a camada de muco presente nas mucosas gastricas expostas
ao 4cido acético pelo método histoquimico da coloracao pelo acido peridédico de Schiff

(PAS). Nessa reacao, o acido periddico oxida seletivamente os residuos de glicose,
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produzindo aldeidos que reagem com o reagente de Schiff e confere uma cor final
purpura-magenta, revelando a presenca de macromoléculas de carboidratos como
glicoproteinas, glicogénio e proteoglicanos, tipicamente encontrados no muco. Como
esperado, a exposicdo da mucosa gastrica ao acido acético 80% reduziu os niveis de
mucina e o tratamento com omeprazol e DCM foram capazes de impedir a diminui¢do da
quantidade de muco. Esse resultado aponta que a preservacdo da mucina, €
consequentemente do muco gastrico, estd envolvida tanto na atividade gastroprotetora
quanto na cicatrizacdo de Ulceras gastricas ja estabelecidas promovidas pela DCM. Esses
resultados vdao de encontro ao observado quando animais receberam um composto
fendlicol, o allylpirocatecol, obtido a partir da Piper betel, no qual foi observado que a
producdo de muco constituiu um fator preponderante para o processo de cicatrizacao de
Ulceras induzidas por indometacina em ratos (BHATTACHARYA et al., 2007).

Da mesma forma que no modelo experimental de lesdo gastrica aguda induzida por
etanol, também realizamos a quantificacdo dos niveis de GSH na mucosa gastrica de
animais submetidos ao modelo de ulcera crénica induzida por acido acético. Nesse caso,
conforme descrito por Marotta e colaboradores (1999), a exposicdo da mucosa gastrica
ao acido acético também promove uma diminui¢cdao no conteudo de GSH. A administracéao
oral da DCM também foi capaz de impedir a reducado dos niveis de GSH da mucosa
gastrica, indicando que a DCM é capaz de proteger a mucosa gastrica contra danos
causados pelos agentes ulcerogénicos utilizados, pelo menos em parte, pela manutencao
das defesas antioxidantes da mucosa gastrica.

Outro fator que desempenha um papel importante na manutencao da integridade
da mucosa gastrica é a proliferacdo celular, que constitui um processo essencial na
cicatrizacdo e remodelamento tecidual de lesdes gastricas. Diante disso, para investigar o
efeito da DCM sobre a proliferacao celular nas ulceras gastricas crénicas induzidas pelo

acido acético, utilizamos a determinagao imunohistoquimica dos niveis de PCNA, a partir
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do qual se pode observar um acumulo de coloracdo escura nos pontos reacionais da
diaminobenzidina (DAB) em células que apresentavam intensa proliferacdo na mucosa
gastrica. Neste ensaio, foi verificado que o tratamento oral com DCM (100 mg/kg)
promoveu um aumento na proliferacdo celular na mucosa gastrica exposta ao acido
acético, sugerindo que a fracao estimula a proliferacédo celular, intensificando o processo
de cicatrizagdo das lesdes gastricas e o estabelecimento de um tecido reparado no local.

Diante do fato de que a secrecédo acida constitui um fator agressor endoégeno da
mucosa gastrica, resolvemos verificar a acdo da DCM sobre a secrecdo acida gastrica.
Atualmente, a estratégia de diminuir a secrecdo acida gastrica constitui o principal efeito
dos medicamentos mais prescritos na terapia da uUlcera ou gastrite, entre os quais
destacam-se os antagonistas dos receptores H, (como a cimetidina e seus congéneres) e
os inibidores de bomba de prétons (como o omeprazol e seus congéneres). Iniciando a
avaliacdo dos efeitos da DCM sobre a secrecao acida, verificamos a atividade da fracao
sobre a atividade da H*,K*-ATPase in vitro.

Os ensaios com a bomba de prétons somente ocorreram apds a caracterizagao da
enzima, que foi realizada com a confirmacao de que a hidrélise do ATP nao foi produzida
pela presenca da Na',K*-ATPase da membrana celular, uma vez que a ouabaina, um
inibidor seletivo dessa isoforma nao afetou a atividade ATP&sica na preparacdo. Como
controle positivo foi utilizado o omeprazol, que é um inibidor especifico ndao competitivo da
H* K*-ATPase, que atuou por sua vez, inibindo a atividade ATP4ésica.

E importante ressaltar que até o momento, o Unico resultado cientifico encontrado
a respeito da acdo de plantas da familia Piperaceae na inibicdo da enzima H*,K*-ATPase
demonstrou uma inibicdo de até 90% da atividade da enzima quando na presenca da
isovitexina e da vitexina, flavonoides isolados a partir do extrato etandlico de P. carpunya

(QUILEZ et al., 2010).
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Uma vez que a DCM promoveu a inibicdo da atividade da H*,K*-ATPase, fomos
avaliar o efeito da fracdo sobre a secrecado acida gastrica in vivo e observamos que a
DCM, no modelo de hipersecrecao acida gastrica através da ligadura pil6rica nos animais,
reduziu o volume e a acidez da secregcdo gastrica. A H",K"-ATPase presente nas células
parietais € uma enzima responsavel pelo transporte de prétons de fluidos intracelulares
para o lumen gastrico (CAPLAN, 2007). A atividade fisioldgica desta enzima esté sujeita a
modulacéao (estimulacao ou inibicdo) por sinais moleculares neuronais e endécrinos, como
acetilcolina, gastrina, histamina e somatotatina (SACHS E SHIN 1995). A gastrina
circulante produzida e secretada pelas células G do antro estimula as células tipo
enterocromafins (ECL) presentes na mucosa oxintica do estdbmago através de receptores
CCK-2, como resultado dessa estimulagdo as ECL produzem e secretam a histamina, que
ird estimular a producdo de acido pelas células parietais através da sua ligacado aos
receptores H, (GOO et al., 2010). Apesar de a fragao inibir diretamente de forma discreta
a atividade da H*",K*-ATPase, a diminuicdo da secrecdo acida gastrica produzida por DCM
poderia estar relacionada a alteragdes nos estimulos secretagogos da célula parietal.
No intuito de esclarecer quais as vias envolvidas no efeito inibitério da DCM sobre
a secrecao acida gastrica, induzimos a producao da secrecao gastrica no modelo de
ligadura pilérica com a administracdo dos secretagogos: betanecol, histamina e
pentagastrina. Nossos resultados mostraram que a DCM inibe significativamente a
secrecao acida gastrica estimulada pela pentagastrina, mas ndo quando estimulada por
betanecol ou histamina, sugerindo uma acao inibitéria da DCM sobre a estimulacao
gastrinérgica nos receptores CCK-2 da célula parietal. Visto que quando da estimulagéao
com o betanecol e a histamina ndo ha uma diminuicdo na secrecao acida gastrica, €
possivel afirmar que a DCM nao esta apresentando acao inibitéria diretamente na enzima
H* K*-ATPase in vivo, e o fato da DCM estar diminuindo a secrecado estimulada por

pentagastrina e ndo por histamina pode significar que a sua agao esta se dando antes da
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estimulacdo da producdo de histamina promovida pela gastrina, ou seja, muito
provavelmente esteja atuando em receptores CCK-2, contudo essa afirmacdo somente
seria possivel depois de estudos complementares, entre eles a realizagao de um binding
para a confirmacéao de ligacao nesse receptor especifico.

Como mencionado anteriormente, um dos principais tratamentos das Ulceras
gastricas se da através da inibicdo da secrecao acida gastrica com os inibidores da
bomba de prétons. Esse tipo de medicamento também tem sido muito utilizado para o
tratamento da DRGE, mas com faléncia terapéutica em muitos casos (PICHE e
GALMICHE, 2005). Dessa maneira, devido ao interessante efeito gastroprotetor da DCM
contra lesdes gastricas induzidas por etanol e &cido acético e ao efeito inibidor da
secrecao acida gastrica, avaliamos se essa fragdo também apresentava um efeito protetor
do eséfago no modelo agudo de esofagite induzida por refluxo gastroesofagico. Em
nossos dados observamos que a DCM também é eficaz na protecdo da mucosa
esofagica. Nesse modelo observa-se um rapido aumento na migracao de neutréfilos no
espaco intersticial induzido por agentes quimiotaticos em resposta a lesdo esofégica
causada pelo material refluido do lumen gastrico. Esses neutréfilos promovem a liberacao
de espécies reativas de oxigénio e proteases, resultando em um dano tecidual
inflamatério dependente de neutréfilos (HUBER e WEISS, 1989), sendo os niveis da
mieloperoxidase um marcador indireto da resposta inflamatoria em diferentes modelos
experimentais. Como esperado, em nossos experimentos houve um aumento nos niveis
da enzima mieloperoxidase na mucosa esofagica com extensa esofagite, sugerindo a
ocorréncia de um infiltrado de neutréfilos no sitio da lesdo. Todavia, nas amostras
esofagicas de animais tratados com DCM, constatamos uma significante diminuicdo
desses niveis, indicando uma reducao do processo inflamatério local. Como foi observado
anteriormente que a DCM reduziu a secrecdo acida gastrica, podemos sugerir que a

protecdo da mucosa esofagica contra a lesdo provocada pelo material refluido do Iimen
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gastrico seja promovida, em parte, pela sua atividade anti-secretora acida basal.

Com o objetivo de identificar a participacdo da piplartina, uma alcamida isolada da
DCM nos efeitos gastroprotetores da P tuberculatum nés avaliamos a atividade
gastroprotetora do composto sobre lesdes gastricas agudas induzidas por etanol, a
atividade anti-secretora gastrica pela avaliagéo in vitro sobre a atividade da enzima H*,K*-
ATPase e de parametros in vivo obtidos no modelo de ligadura pilérica. As alcamidas
naturais constituem uma classe especial de alcaléides contendo uma fungdo amida.
Muitos alcalbides sao utilizados com finalidades farmacolégicas, entre elas: atividade
anticolinérgica, antitumoral, diurética, simpatomimética, antiviral, antihipertensiva,
hipnoanalgésicos, antidepressivos, antitussigenos, antimicrobianos e anti-inflamatérios
(HENRIQUES et al., 2004). As acdes gastroprotetoras de alcalbides ja foram relatadas,
entre elas a acado da piperina, um alcalbide piperidinico que apresentou agao protetora em
Ulceras induzidas por estresse, indometacina, etanol e ligadura do piloro, além de diminuir
o volume e a acidez do conteudo gastrico secretado (BAY e XU, 2000). A piplartina,
menos estudada do que a piperina, também é encontrada em algumas plantas do género
Piper e apresenta importante atividade citotoxica in vitro em células de linhagem tumoral
(BEZERRA, 2009), atividade antifungica (NAVICKIENE et al., 2000) e como antiagregante
plaguetaria (TSAI et al., 2005).

A dose escolhida da piplartina (4,5 mg/kg) foi calculada com base na DEsy da DCM
no modelo de lesdes gastricas agudas induzidas por etanol (DEsy = 29 mg/kg), levando-se
em consideracao o seu rendimento de obtencao a partir da DCM (14%). O tratamento oral
dos animais com a piplartina protegeu a mucosa gastrica contra lesdées induzidas por
etanol, impediu a deplecdo dos niveis de GSH mas nao alterou a quantidade de muco
gastrico. Podem existir diversas razées para que ndo tenha havido uma manutengédo na
quantidade de muco, tal qual observado nos experimentos com a DCM, entre elas o fato

de que na fracdo podem existir diferentes compostos que atuando separadamente ou em
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sinergismo auxiliam no efeito protetor gastrico final obtido pela administragédo da fracao
estudada. Além do mais, os efeitos gastroprotetores apresentados pela piplartina
provavelmente envolvem outras vias de protecdo, entre as quais 0 aumento da
disponibilidade de GSH, como ja discutido anteriormente. Alguns outros alcalbides
também apresentaram protecao gastrica em modelos de ulcera por etanol, destacando-se
a berberina, capsaicina, anisodamina, entre outros (FALCAO et al., 2008).

Para esclarecer quais 0os mecanismos envolvidos na atividade protetora gastrica da
piplartina, resolvemos investigar a atividade deste alcaldide na secrecédo acida gastrica.
Tal qual nos experimentos envolvendo a DCM, a piplartina in vitro foi capaz de inibir a
atividade da H*,K"™-ATPase de maneira dependente da concentragdo. Da mesma maneira,
realizamos um estudo in vivo utilizando o modelo de ligadura pilérica e a piplartina reduziu
a secrecao acida gastrica basal somente com a maior dose (15 mg/kg, calculada de
acordo com o rendimento do alcaldide na fracdo e de acordo com a dose mais efetiva na
diminuicdo da secrecao acida gastrica produzida pela fragdo DCM), mas ndo com a dose
efetiva em promover gastroprotecdo contra lesdes induzidas por etanol (4,5 mg/kg).
Varios alcaldides ja apresentaram acdo anti-secretora, entre eles matrina, nigakinona,
integerrimina, retrorsina, sendo os dois ultimos responsaveis também pela cicatrizacao de
tlceras cronicas (FALCAO et al., 2008).

Quando a secregdo gastrica foi estimulada com os secretagogos, a piplartina,
assim como a DCM, inibiu a secrecédo acida gastrica. Apesar de o alcaléide apresentar
uma potente inibicdo da atividade da H*,K*-ATPase in vitro, a piplartina nao teve o mesmo
efeito in vivo, uma vez que foi ineficaz em diminuir a secrecao gastrica acida estimulada
pelos secretagogos betanecol e histamina. Os resultados obtidos nos permitem concluir
que a diminuicdo da secrecdo acida gastrica produzida pela piplartina estd sendo
mediada por sua acado inibitéria na via gastrinérgica, provavelmente envolvendo um

bloqueio nos receptores das células parietais de gastrina CCK-2, o que necessita de mais
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estudos para melhor esclarecimento. Haja visto que a estimulacdo da gastrina em
receptores CCK-2 presentes na célula parietal € uma das vias mais importantes para a
producédo do HCI (SCHUBERT e PEURA 2008). Uma inibicao dessa via, provavelmente
pelo blogueio dos receptores CCK-2 é de extrema importancia para a redugdo da
secrecdo acida gastrica, o que pode explicar a diminuicdo na secrecao acida quando do
tratamento com a piplartina.

O fato da DCM e piplartina ndo apresentarem in vivo o mesmo efeito inibitério da
enzima H*,K*™-ATPase nos chamou a atencdo. Esse evento pode estar correlacionado ao
fato de que, no procedimento de ligadura pilérica, a administracdo da fragdo e do
composto é realizada pela via intraduodenal, e de maneira semelhante ao omeprazol, o
responsavel pela inativacdo da bomba necessitasse de um ambiente acido para a agéo,
ou exerceria uma agao local. De acordo com Schaab e colaboradores (2010), a piplartina
sofre metabolizacdo a partir do citocromo P450, sendo a oxidagédo sofrida tanto no anel
lactdmico quanto na fragao trimetoxifenil da molécula. Pode ser que essa oxidagao seja a
responsavel pela perda da atividade da piplartina e da DCM (cujo principal composto
provavelmente seja a piplartina) sobre a inibicdo da enzima H*,K*-ATPase.

E importante esclarecer que o aumento na secrecdo de gastrina é observado em
casos de gastrinomas que apresentam hipersecrecdo acida como parte da sindrome de
Zollinger-Ellison, podendo também a hipergastrinemia estar associada a condi¢cdes de
hipoacidez gastrica, na qual o feedback negativo da secrecdo, induzido pelo baixo pH
luminal n&o ocorre, e as células G secretam gastrina de forma desenfreada (CALATAYUD
et al., 2010). Infelizmente, ndo existem atualmente no mercado farmacos que bloqueiem a
acao da gastrina, os quais seriam muito desejados no caso de patologias gastrointestinais
nas quais a diminuicdo da secrec¢do acida é bastante importante. Algumas drogas como
espiroglumida (REVEL et al., 1992) e itriglumida (MAKOVEC et al, 1999) que atuam

seletivamente em receptores CCK-2 foram testadas, contudo apresentaram baixa eficacia
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e biodisponibilidade oral. Dessa forma, os resultados obtidos com a DCM e principalmente
com a piplartina sédo interessantes, pois representam um agente terapéutico potencial que
pode promover seus efeitos através da interacdo com receptores CCK-2.

Em nosso laboratorio nao foram realizados o0s ensaios toxicolégicos € nem a
determinacdo da DLsy da DCM e da piplartina. Contudo, existem relatos de citotoxicidade
envolvendo a piplartina, entre eles atividade genotdxica em células de mamiferos
(BEZERRA et al, 2009), atividade antitumoral (BEZERRA et al., 2008) e atividade
antiproliferativa (BEZERRA et al, 2005). E interessante mencionar que ja existem
pesquisas envolvendo a acao da piplartina e o cancer no estébmago, relacionado a
hiperproliferacdo celular provocada por gastrinomas (Universidade Federal do Para,
projeto aprovado pelo CNPQ, 2011). Dantas e colaboradores (2002) relataram a atividade
abortofaciente provocada pela piplartina, contudo ainda ha a necessidade de estudos
mais aprofundados sobre a toxicidade dos componentes presentes na DCM e
principalmente da piplartina.

Em conjunto, nossos resultados demonstraram que tanto a DCM quanto a
piplartina possuem efeito protetor gastrico e esofagico, sendo potencialmente benéficos
na prevencao e terapéutica de doencas gastricas e esofagianas, principalmente através
da sua atividade anti-secretora e citoprotetora. Desta forma, nds concluimos que Piper
tuberculatum apresenta uma importante acao antillcera gastrica e esofagica e que a

piplartina participa de forma significativa no efeito da Piper tuberculatum.
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6. CONCLUSOES

Os resultados obtidos demonstraram que

Tanto a DCM como a piplartina protegeram a mucosa gastrica no modelo de lesao
aguda induzida por etanol PA, efeito que parece estar associado com o aumento
do muco gastrico e com a manutencao dos niveis de GSH, dois importantes fatores
de protecao da mucosa gastrica;

DCM acelerou a cicatrizacdo de Ulceras gastricas induzidas por acido acético 80%,
pela manutencdo dos niveis de muco, verificada pela coloracdo de PAS, e da
estimulacdo da proliferacao celular, verificada através da imunohistoquimica
(PCNA);

Tanto a DCM como a piplartina reduziram o volume e a acidez do conteudo
gastrico basal no modelo de ligadura pilérica, fatores que contribuem para a
integridade da mucosa gastrica;

O mecanismo pelo qual a DCM e a piplartina reduzem a secrecao acida gastrica in
vivo parece envolver a inibicdo da via gastrinérgica, possivelmente através da
interacao com receptores CCK-2;

Tanto a DCM como a piplartina inibiram a atividade da enzima H*,K*-ATPase no
ensaio in vitro. Contudo, é possivel que a inibicdo da atividade da bomba de
protons ndo esteja ocorrendo da mesma forma in vivo, uma vez que ambas ndo
inibiram a secrecdo acida gastrica estimulada pelo agonista de receptores
muscarinicos (betanecol) e/ou pelo agonista de receptores histaminérgicos

(histamina).

Os resultados obtidos indicam que a DCM, obtida dos frutos de Piper tuberculatum

apresenta atividade gastroprotetora, a qual envolve a manutencao de fatores de protecao

gastrica como aumento dos niveis de muco e GSH, estimulacao da proliferacao celular e
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reducdo da secrecdo acida gastrica pela inibicdo da atividade da enzima H*,K*-ATPase e
dos receptores CCK-2 de gastrina presentes nas células parietais e ECL. Além disso, o
composto isolado da DCM, piplartina parece ser o responsavel pela maioria das acdes

gastroprotetoras da Piper tuberculatum.
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