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TABELA 5: Efeito da administracdo da fragdo SE-AE uma vez ao dia, durante seis semanas,
no peso corporal, glicemia em jejum e hemoglobina glicada em ratas
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TABELA 6: Area da superficie gastrica de ratas dos diferentes grupos
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RESUMO

Este trabalho investigou o potencial terapéutico das folhas da Arctium lappa na
prevencdo e cicatrizacdo de Ulceras gastricas em condi¢cbes normais e aumentadas de
glicemia, bem como nas alteracbes da motilidade gastrica em ratas diabéticas. Tanto a
administracdo oral (v.0) como a intraperitoneal (i.p) do extrato solivel em etanol (SE, DEso:
3,6 mg/kg) das folhas da bardana e de sua fracdo soltvel em acetato de etila (SE-AE, 0,15
mg/kg) protegeu a mucosa gastrica contra ulceras induzidas por etanol P.A e a administracéo
prévia de indometacina (10 mg/kg, i.p), visando a deplecdo de prostaglandinas enddgenas,
aboliu a atividade gastroprotetora da fracdo. No mesmo modelo, o é&cido 1,3-O-
dicafeoilquinico (57 pg/kg), composto majoritario encontrado na fragdo, também promoveu
gastroprotecdo contra o etanol. Ademais, a fracdo SE-AE (0,15 e 1,5 mg/kg, v.0) também
protegeu a mucosa gastrica exposta a indometacina. A quantificacdo dos niveis de glutationa
reduzida (GSH) e muco aderido evidenciaram que a manutencdo desses fatores protetores esta
envolvida no efeito gastroprotetor promovido pela fracdo SE-AE contra etanol ou
indometacina. Ademais, a fracdo SE-AE (1 mg/kg, v.0) acelerou a cicatrizacdo da Ulcera
géstrica cronica induzida por acido acético 80% em ratas. A investigagdo dos mecanismos
envolvidos nesse efeito demonstrou a participacdo do aumento do contetdo de mucina
gastrica, GSH e gastrina sérica e da reducdo da atividade da mieloperoxidase (MPQO) e do
contetdo de espécies reativas de oxigénio (EROs). Em continuidade, em ratas diabéticas a
fracdo SE-AE (10 mg/kg) também acelerou a cicatrizagdo da Ulcera géstrica cronica induzida
por &cido acético, através do aumento do conteddo de mucina e de GSH, da reducdo da
atividade MPO e do contetdo de EROs e da restauracdo da atividade das enzimas superoxido
dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e glutationaperoxidase (GPx). Todavia,
nesses animais, a fracdo SE-AE ndo reduziu a hiperglicemia e nem os niveis de hemoglobina
glicada. Ademais, a fracdo SE-AE promoveu o sequestro do radical 2,2-difenil-1-picrilhidrazil
(DPPH) e também inibiu a glicagdo proteica in vitro, atestanto o efeito antioxidante e anti-
glicacdo da fracdo SE-AE. Ratas diabéticas tratadas durante seis semanas com a fragdo SE-
AE (1 mg/kg) tiveram os niveis de hemoglobina glicada reduzidos, o esvaziamento gastrico, a
contracdo colinérgica e o relaxamento nitrérgico do fundo e do piloro normalizados, bem
como a expressao da enzima NOS-1 e a densidade dos neurdnios entéricos NADPH-diaforase

positivos no corpo gastrico preservados. Coletivamente, esses resultados mostram que a
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fracdo SE-AE das folhas da bardana possui atividade gastroprotetora e cicatrizante géstrica
mediada pelo favorecimento de fatores protetores da mucosa gastrica como as defesas
antioxidantes, 0 muco e as PGs. Adicionalmente, sob condicGes hiperglicémicas é possivel
qgue a modulacdo das defesas antioxidantes e o potencial anti-glicacdo da fracdo também
colaborem para sua atividade cicatrizante gastrica e para o restabelecimento da fun¢do motora
géstrica de ratas diabéticas. Ademais, alem do restabelecimento da resposta contrétil, a
restauracdo do relaxamento nitrérgico de tecidos gastricos e a preservacdo da sintese e/ou
viabilidade do 6xido nitrico também estdo relacionados com a atividade procinética da fragcdo
em ratas diabéticas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar mais
profundamente estes mecanismos e ainda outros envolvidos tanto na protecdo gastrica
promovida pela fracdo SE-AE em ratas normais e diabéticas, como no restabelecimento do

esvaziamento gastrico sob condi¢6es hiperglicémicas.

Palavras-chave: Arctiumlappa L., gastroprotecdo, cicatrizacdo gastrica, esvaziamento

gastrico, diabetes.
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ABSTRACT

The therapeutic potential of the leaves of burdock (Arctium lappa L.) is still
unexplored. Thus, this study investigated the therapeutic potencial of the leaves of this plant
in prevention and healing of gastric ulcer under normal and altered glicemic condictions. In
addition, the effects of burdock leaves on gastric motility of diabetic rats also were acessed.
Oral (p.o) and intraperitoneal (i.p) administration of ethanol-soluble extract (SE EDsp: 3.6
mg/kg) from leaves of burdock and its ethyl acetate-soluble fraction (SE-AE, 0.15 mg/kg)
protected the gastric mucosa against ethanol-induced ulcers. However, prior administration of
indomethacin (10 mg/kg, p.o), to the depletion of endogenous prostaglandins, abolished the
SE-AE gastroprotective activity. Moreover, the 1,3-O-dicaffeoylquinic acid (57 pg/kg), major
compound found in SE-AE fraction, also promoted gastroprotection against ethanol.
Furthermore, the fraction SE-AE (1.5 mg/kg, p.o) also protected the gastric mucosa exposed
to indomethacin (80 mg/kg, po). Maintaining the reduced glutathione (GSH) level and mucus
adhered content are involved in gastroprotection promoted by the fraction against ethanol or
indomethacin. In the chronic ulcer induced by acetic acid model 80%, the fraction SE-AE (1
mg/kg, po) accelerated the healing of ulcer by increasing the content of gastric mucin, GSH
and serum gastrin and reduction in myeloperoxidase (MPQO) activity and the content of
reactive oxygen species (ROS). In diabetic rats, the fraction SE-AE (10 mg/kg, p.o) also
accelerated the healing of chronic ulcers induced by acetic acid, by increasing mucin and
GSH content, reduced MPO activity and content of ROS and the restoration of the activity of
superoxide dismutase (SOD), glutathione-S-transferase (GST) and glutationaperoxidase
(GPx), but not reduce hyperglycemia or glycated hemoglobin in these animals. Furthermore,
the SE-AE fraction promoted scanvenger of radical 2,2-diphenyl-1-picrylhydrazyl (DPPH) and also
inhibited in vitro protein glycation. Additionally, diabetic rats treated by six weeks with the SE-
AE fraction (1 mg/kg, p.o) had levels of glycated hemoglobin reduced and gastric emptying
normalized. Cholinergic contraction and the nitrergic relaxation of the gastric fundus and
pylorus of diabetic female rats treated with SE-AE fraction also was preserved, as well as the
expression of NOS enzyme -1 and the density of NADPH-diaphorase positive enteric neurons
in the gastric body. Collectively, these results show that the fraction SE-AE from leaves of
burdock has gastroprotective and gastric healing activity mediated by gastric mucosal

protective factors such as antioxidant defenses, mucus and PGs. Additionally, under
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hyperglycemic conditions is possible that modulation of antioxidant and anti-glycation effect
of the fraction also collaborate for gastric healing activity and the restoration of gastric motor
function in diabetic rats. Moreover, besides the restoration of contractile response, restoring
nitrergic relaxation of gastric tissues and the preservation of the synthesis and/or viability of
nitric oxide are also related with prokinetic activity of SE-AE fraction in diabetic rats.
However, further studies are needed to elucidate these mechanisms more deeply involved and
still others both in gastric protection by fraction SE-AE in normal and diabetic rats, as in the

restoration of gastric emptying under hyperglycemic conditions.

Key-words:Arctiumlappa L., gastroprotection, gastrichealing, gastricemptying, diabetes.



1. INTRODUCAO

As plantas sdo uma importante fonte de produtos biologicamente ativos, sendo um
caminho promissor para a descoberta de novas drogas. Pressoes evolutivas selecionaram vias
metabdlicas nas plantas gerando compostos de valor adaptativo, 0os denominados metabdlitos
secundarios que possuem estrutura quimica e algumas vezes propriedades biologicas
interessantes (SIMOES et al., 2004). Sendo assim, a imensa diversidade de espécies vegetais é

um repositor invariavel de compostos quimicos incomuns (EISNER, 1992).

As plantas medicinais constituem, incontestavelmente, uma estratégia terapéutica das
mais antigas no tratamento de diversas enfermidades. Até o inicio do século XIX a grande
maioria dos medicamentos utilizados pelo homem era composta basicamente por produtos de
origem natural (BARRQOS, 2006). Entretanto, com a ascensao da industria farmacéutica no
século XX, a terapia com farmacos sintéticos ganhou destaque em detrimento ao uso de
produtos naturais (RASKIN et al., 2002). Devido & ocorréncia de efeitos colaterais, a
ineficicia terapéutica ou ainda a dificuldade em desenvolver produtos mais eficazes, o
interesse Nnos recursos naturais, em especial nas plantas medicinais como fonte de novos

medicamentos, foi retomado e € crescente nos dias atuais (RATES, 2001).

Alguns exemplos da presenca de compostos naturais ou ainda de seus derivados semi-
sintéticos no arsenal terapéutico vigente incluem os alcaldides da vinca (vincristina e
vinblastina) obtidos das flores da Catharanthus roseus G. e os derivados semi-sintéticos do
diterpeno taxol, extraido das cascas de gimnospermas do género Taxus, utilizados como
antitumorais (GLIGOROV e LOTZ, 2004; MOUDI et al., 2013). Em especial, no que tange o
tratamento de Ulceras pépticas, a contribuicdo das plantas medicinais pode ser facilmente
exemplificada pela carbenoxolona, obtida principalmente dos rizomas de Glycyrrhiza glabra
L. (alcaguz). Este composto promove o aumento do conteddo de prostaglandinas na mucosa
gastrica e, por conseguinte o aumento da camada de muco protetor (VELO et al., 1987), sendo
portanto considerado o primeiro farmaco com atividade cicatrizante gastrica através de um

mecanismo independente da inibicdo da secre¢éo &cida gastrica (FRANCO et al., 1993).



O Brasil possui cerca de 20% do nimero total de espécies do planeta, e desta forma
dispde da maior biodiversidade do mundo. Apesar disso, 0 nosso pais ndo se destaca no
aproveitamento de seus recursos naturais na producéo de fitoterapicos e nem na prospecc¢édo de
moléculas bioativas como protétipos de novos farmacos. Entre os motivos para tal fato
podemos citar a necessidade de um melhor planejamento nos investimentos realizados em
muitos dos segmentos da cadeia produtiva de plantas medicinais que levam a pesquisa para o
desenvolvimento de novos farmacos e a falta de parcerias entre universidades, centros de
pesquisa e inddstrias. (CALIXTO, 2001; CORREA JUNIOR e SCHEFFER, 2004).

O programa de Pos-graduacdo do Departamento de Farmacologia do Setor de Ciéncias
Bioldgicas da Universidade Federal do Parana (UFPR) contribui para o uso seguro de plantas
medicinais e para a prospec¢do de moléculas bioativas, através da pesquisa cientifica com
metodologias internacionalmente padronizadas. Os estudos realizados em nosso laboratorio
visam demonstrar a eficacia, seguranca e 0 mecanismo de acdo de moléculas presentes em
plantas medicinais sobre o trato gastrintestinal. Nos udltimos anos foram desenvolvidos
diversos trabalhos objetivando elucidar a atividade anti-ulcerogénica de diferentes espécies
vegetais, dentre as quais a Arctium lappa L., investigada neste trabalho, tem sido investigada

nos ultimos nove anos em nosso grupo de pesquisa.

1.1 REVISAO BIBLIOGRAFICA

1.1.1 Arctium lappa L

Arctium lappa L (Asteraceae) (Fig. 1), conhecida popularmente como bardana, gobd,
orelha grande ou erva dos tinhosos € uma planta medicinal com ampla aplicagdo na medicina
popular (FONT QUER,1993). Ela € originaria da Europa e Asia e esta aclimatada no Brasil,
crescendo de maneira espontanea nos campos, bosques e areas rurais (LORENZI e MATOS,
2002).

A A. lappa é uma planta herbacea e bienal, capaz de se desenvolver em ambientes

umidos e sombreados, podendo alcangar até 1,5 m de altura (FONT QUER, 1988). Apresenta



folhas grandes, com formato oval ou lanceolado (as superiores) e peciolado, podendo alcancar
40 cm de comprimento (CASTRO, 1981; FONT QUER, 1988). As flores sdo rosadas ou
purpuras, e a floracdo ocorre no verdo (CORREA, 1984). Os frutos, aquénio oblongo-
subtrigono, possuem papilos de pélos muito caducos, as raizes podem chegar a 1,2 m de
profundidade e 1 cm de diametro, sdo carnosas, fusiformes, brancas internamente e pardas
externamente (FONT QUER, 1988).

As indicagOes populares da bardana sdo amplas, sendo utilizada no tratamento de
infeccdes, inflamacGes, febre, doencas dermatoldgicas cronicas, gota, calculo renal, Ulcera
gastrica e queimaduras (CUNHA et al., 2003). Geralmente é consumida na forma de infuso,

decocto ou utilizada externamente na forma de emplastro (FONT QUER, 1988).

FIGURA 1: Arctium lappa L.

(FONTE: Adaptado de <http://www.wildgobo.net/>.Acesso em: 29 abr. 2014

Além da utilizagdo popular, muitos estudos ja descreveram diversas atividades
bioldgicas para diferentes extratos de bardana. Contudo, a prevaléncia de estudos sobre as
atividades bioldgicas das folhas € menor em relacdo as raizes ou as sementes da planta. Entre
os efeitos bioldgicos descritos estdo: a atividade antibacteriana (PEREIRA et al, 2005;
GENTIL et al, 2006), a atividade sequestradora de radicais livres e antioxidante (LEONARD
et al, 2006), efeito hepatoprotetor (LIN et al, 2000; LIN et al, 2002) assim como efeitos
antiinflamatérios em modelos de colite ulcerativa (HUANG et al., 2010; DE ALMEIDA et al.,


http://www.wildgobo.net/

2013). Além disso, muitos estudos tém demonstrado o efeito hipoglicemiante de preparagdes
das raizes e dos frutos da bardana (MITSUO et al., 2005; SILVER et al., 1931; XU et al.,
2008).

Além de diversas atividades bioldgicas descritas para os extratos e fracdes de A. lappa,
diversos compostos presentes nesta planta ja foram identificados, incluindo metabdlitos
secundarios como os poliacetilenos: arctinona, arctinol e arctinal (CUNHA et al., 2003); os
terpendides: sesquiterpenos, arctiol, B-eudesmol e fuquinona (BURLANDO et al., 2010); os
acidos fenolicos, entre os quais estdo os acidos caféico, clorogénico e a cinarina
(FERRACANE et al., 2010); os acidos hidroxicinamoilquinicos presentes na raizes (LIN et al.,
2008; DA SILVA et al., 2013); as lignanas: arctiina, arctigenina, lapadis (LIU et al., 2005;
FERRACANE et al., 2010) e isolapaol C, diarctigenina (PARK et al., 2007), matairesinol,
arctignana E (FERRACANE et al.,, 2010) e arctignana D (TEZUKA et al., 2013)
especificamente nas sementes; os flavondides: quercetina, quercitrina, rutina, baicalina e
luteolina (FERRACANE et al., 2010); fitosterdis: B-sitosterol e estigmasterol, resinas e taninos
(BURLANDO et al., 2010). Adicionalmente, metabolitos primarios identificados na A. Lappa
incluem alguns carboidratos, como a inulina, mucilagens, compostos pécticos e agucares
simples (BURLANDO et al., 2010; KARDOSOVA et al., 2003); além de constituintes
lipidicos como os acidos linoléico, linolénico, miristico e oléico (BURLANDO et al., 2010).

Muitos dos compostos identificados na A. lappa ja foram isolados e tiveram atividades
bioldgicas descritas, entre 0s quais as lignanas sdo a classe de compostos mais estudada. A
arctigenina, uma lignana presente na raiz e frutos da planta, diminuiu a produgdo de TNF-a
estimulada por lipopolissacarideo (LPS) em macréfagos (CHO et al., 1999; ZHAO et al.,
2009), possui efeito anti-arritimico in vivo e in vitro (ZHAO et al., 2013), assim como
neuroprotetor (LI et al., 2014). O efeito antitumoral da arctigenina também ja foi descrito por
diferentes autores (WANG et al., 2014; HSIEH et al., 2013; SUSANTI et al., 2013, GU et al.,
2013). De forma interessante, a arctigenina também €é capaz de inibir a replicacdo do virus da
imunodeficiéncia humana (HIV) (EICH et al, 1996; VLIETINCK et al., 1998).

O efeito antitumoral da arctiina, outra lignana isolada da bardana, também ja foi
descrito (WANG et al., 2005). Além disso, WU e colaboradores (2009) descreveram a
atividade antiinflamatéria para este composto. Mais recentemente, os efeitos benéficos da
arctiina na nefropatia (MA et al., 2013) e na retinopatia (LU et al., 2012) desenvolvida em

ratos diabéticos também foram descritos.



PARK e colaboradores (2007) demonstraram que o lappaol F, a diarctigenina e a
arctigenina, isoladas das folhas de bardana podem inibir a producéo de éxido nitrico (NO) em
macrofagos.

O pB-sitosterol se destaca entre 0s compostos presentes na raiz e fruto da bardana por
sua atividade hipoglicemiante. MITSUO e colaboradores (2005) demonstraram que esse
composto exerce um potente efeito inibitorio sobre a atividade de alfa-glicosidases, enzimas
envolvidas na glicogendlise, e assim possuem potencial terapéutico no tratamento do diabetes
e obesidade. Da mesma forma, a inulina, um carboidrato presente na raiz da bardana, também
possui potencial terapéutico para o tratamento do Diabetes mellitus por seus efeitos
hipoglicemiantes e por melhorar estados de tolerancia insulinica (SILVER and KRANTZ,
1931).

No que diz respeito aos acidos clorogénicos, principalmente isolados das folhas da
bardana, ja foi descrito uma potente atividade antiviral (CHIANG et al., 2002). Além disso, o
efeito terapéutico em complicacGes associadas ao diabetes através da inibicdo sobre a
formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGES) tem sido descrito para esses
composto (GUGLIUCCI et al., 2009).

A toxicidade da bardana ndo é totalmente conhecida, porém pode potencialmente
causar dermatite de contato (CHAN et al., 2011). Entretanto, PREDES e colaboradores (2009),
relataram que o tratamento diario com uma infusdo das folhas ndo promove alteracdes

bioquimicas ou morfoldgicas no tecido hepatico de ratos.

No departamento de Farmacologia da UFPR, os estudos com A. lappa foram iniciados
por SBOLLI (2003), que constatou que o extrato bruto etanélico obtido das raizes da bardana e
sua fracdo cloroférmica promoveram efeitos depressores sobre o sistema nervoso central. Logo
a seguir, em 2005 teve inicio os estudos envolvendo os extratos da bardana e o trato
gastrointestinal. Dos SANTOS e colaboradores (2009) demonstraram que 0 extrato
cloroférmico extraido das raizes desta planta apresenta um importante efeito anti-ulcerogénico,
o qual foi mediado pela inibicdo da bomba H*/K*-ATPase. Em 2013, demonstramos que 0
extrato etanolico obtido das raizes da bardana foi mais efetivo que o extrato cloroformico na

cicatrizagdo das Ulceras géastricas (DA SILVA et al., 2013).

Como as folhas ainda séo pouco estudadas em relacdo a outras partes da bardana, neste
trabalho optamos por explorar o potencial terapéutico das folhas. Além do mais, como as

partes aereas sdo descartadas durante a colheita da planta para obtencdo da raiz para fins



terapéuticos ou culinérios, investigar os efeitos bioldgicos das folhas contribui para um
aproveitamento mais sustentavel do cultivo da espécie. Sendo assim, decidimos dar
continuidade a avaliacdo farmacologica da A. lappa, investigando o potencial gastroprotetor e
cicatrizante gastrico das folhas da planta. Ademais, uma vez que o potencial antidiabético de
alguns compostos isolados da bardana tém sido descritos, e dado potencial anti-glicagéo de
estruturas semelhantes as identificadas na composicdo do extrato e da fracdo em estudo, o
presente estudo também investigou os efeitos das folhas da bardana sobre a cicatrizacdo da

mucosa gastrica e sobre a fungdo motora gastrica em ratas diabeticas.

1.1.2 O estdbmago

1.1.2.1 Aspectos anatdmicos do estbmago

O estbmago € um o6rgdo sacular localizado abaixo do diafragma, entre o esofago e o
duodeno, e pode ser dividido em trés porc¢des: fundo, corpo e antro pildrico, sendo limitado na
parte superior ou proximal do estdmago pelo esfincter esofagiano inferior e na parte inferior ou

distal do estbmago pelo esfincter pilorico (Fig.2).
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FIGURA 2: Regides anatdmicas do estdmago

(FONTEhttp://ruirodrigues.net/radioterapia/index.php?option=com_content&task=view&id=196&Itemid=77>
Acesso em: 29 abr. 2014).



A superficie da mucosa estomacal é recoberta por diferentes tipos celulares, entre elas
células epiteliais colunares, as quais secretam muco e um liquido alcalino que protege o
epitélio da lesdo mecéanica e do acido gastrico. Funcionalmente, tal mucosa pode ser dividida
em regido glandular cardiaca, oxintica e pilorica. A por¢édo glandular cardiaca esta localizada
logo abaixo do esfincter esofagiano inferior e contém células glandulares secretoras de muco.
A porcdo glandular oxintica compreende as células parietais secretoras de acido cloridrico,
abrangendo cerca de 80% do estdmago (fundo e corpo), células principais (produtoras de
pepsinogénio), ceélulas produtoras de somatostatina (células D) e células do tipo
enterocromafins (ECL) que liberam histamina. A porcéo glandular pilérica abrange 20% da
area total do estbmago e apresenta os mesmos tipos celulares das glandulas oxinticas, exceto as

células principais, e também possuem as células G, produtoras de gastrina (JAIN et al.; 2006).

1.1.2.2 A secrecdo géstrica

Uma das mais importantes funcbes do estbmago € a producdo da secrecdo acida
gastrica. A regulagdo da secre¢do &cida é um processo complexo, envolve mecanismos neurais
centrais e periféricos, hormonais, paracrinos e autdcrinos os quais convergem para a etapa final
da secrecdo de acido cloridrico (HCI) (SCHUBERT, 2005).

O controle da secrecdo acida gastrica pode ser dividido em trés fases: cefalica, gastrica
e intestinal (KHANNA e ABRAHAM, 1990). A fase ceféalica € considerada como principal
contribuinte para a iniciacdo da secrecdo, ocorrendo em resposta aos estimulos visuais,
olfatérios e gustativos, relacionados a antecipacdo e ao contato com o alimento (RAMSAY e
CARR, 2011). Nesta fase, estimulos oriundos do cortex cerebral, da amigdala e do hipotalamo
sdo transmitidos através do nucleo motor dorsal do nervo vago para o estdbmago atraves do
nervo vago e sao responsaveis por cerca de um quinto da secrecdo gastrica.

Em adicdo as influéncias vagais, a secrecdo acida ¢ amplificada na fase géastrica por
estimulos mecanicos e fisicos que se originam pela presenca do alimento no limen gastrico
(FARRE e TACK, 2013). Do ponto de vista quantitativo do controle da secrecdo, a fase
gastrica € a mais importante, visto que grande parte da liberacdo de acido durante a digestdo
ocorre nesta fase (FARRE e TACK, 2013). A distensdo da parede estomacal decorrente da

chegada do alimento ao lumen gastrico, ativa receptores de estiramento que iniciam reflexos



curtos e longos a fim de intensificar as respostas secretoras, assim a distensdo antral causa a
liberacdo de gastrina através das células G, enquanto a distensdo do fundo gastrico promove
ainda mais o aumenta dos niveis de secrecdo diretamente pela liberacdo de acetilcolina (Ach)
nas proximidades das células parietais e indiretamente pelo aumento da liberacdo de gastrina e
histamina, pelas células G e pelas células similares as enterocromafins (ECL, do inglés:
enterochromaffin-like cell), respectivamente, em decorréncia da acetilcolina liberada
(RAMSAY e CARR, 2011). De forma interessante, nesta fase, ainda que as taxas secretoras de
acido estejam alta, o pH efetivo do Iimen estomacal aumenta e alcanga valores proximos a 5
em decorréncia do efeito tampéo de algumas proteinas, oligopeptideos e aminoacidos da dieta.
Tal fato assegura que a taxa de secrecdo &cida durante a fase gastrica ndo seja atenuada por
uma diminuicdo da producdo de gastrina, dado que valores menores de pH estimulam células
D antrais a liberarem somatostatina, um mediador inibitério da liberacdo de gastrina pelas
células G (CAMILLERI, 2006).

Na fase intestinal o duodeno modera a atividade secretdria gastrica através de
horménios e reflexos nervosos em decorréncia da chegada do quimo as primeiras por¢oes do
intestino delgado (FARRE e TACK, 2013). O duodeno inicialmente estimula a secrecio
gastrica principalmente em decorréncia da liberacdo de gastrina pelas células G duodenais
(WALSH, 1990). Logo ap6s, executa uma funcdo inibitéria através do envio de sinais do
duodeno para o estdmago (por meio do sistema nervoso entérico) e para a medula que inibem
0s nucleos vagais e estimulam 0s neurbnios simpaticos para o envio de sinais inibitorios ao
estbmago (SCHUBERT, 2005). Além do mais, o quimo também estimula a liberacdo de
secretina e colecistoquinina no duodeno, o que também suprime a secrecdo gastrica
(SCHUBERT, 2005).
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FIGURA 3: Fases do controle da secrecéo gastrica

(Fonte: http://www.tokresource.org/tok_classes/biobiobio/biomenu/digestion/index.htm> Acesso em: 07 nov.
2014).

Em todas as fases do controle da secrecdo acima descritas, as células parietais secretam
acido cloridrico em resposta a estimulos neurdcrinos, paracrinos e enddcrinos mediados pela
Ach, histamina e gastrina; através da ativacdo de receptores muscarinicos do tipo 3 (M3),
histaminérgicos do tipo 2 (H2) e de colecistocinina do tipo 2 (CCK2), respectivamente.
(SCHUBERT, 2005).

As células parietais possuem uma extensiva rede de canaliculos, que em resposta aos
estimulos anteriormente descritos, secretam o &cido cloridrico através de um transporte ativo
para o ltmen estomacal (FORTE e YAO, 1996). A enzima H*/K*-ATPase, também conhecida
como bomba de protons, presente nas células parietais, promove o transporte ativo de protons
(H") contra um gradiente de concentragdo de cerca de 4 milhdes para 1, o gradiente de ions

mais intenso do corpo humano, exercendo papel fundamental na secrecdo &cida gastrica
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(RABON et al., 1983).

A H'/K*-ATPase ¢ formada por duas subunidades, a subunidade o realiza as funcdes
cataliticas e de transporte da enzima (SPICER et al., 2000), enquanto que a subunidade 3 é
extremamente glicosilada e protege a enzima da degradacdo e € necessaria para O
deslocamento da enzima entre o citoplasma e a membrana da célula parietal (SCHUBERT,
2005).

A celula parietal (Fig. 3) tem a membrana apical revestindo o limen das glandulas
gastricas e a membrana basolateral em contato com o fluido intersticial, seus canaliculos se
estendem desde a membrana apical para dentro da célula (RAMSAY e CARR, 2011). Quando
as células parietais sdo estimuladas, as estruturas tibulo-vesiculares se direcionam a membrana
apical e se fusionam a ela, inserindo muitas moléculas de H'/K'-ATPase na membrana
(URUSHIDANI et al., 1997). H'/K*-ATPase promove a secrecdo do H" no Iimen gastrico,
trocando-o por K*, o CI" também é expelido através de seus canais ativados por AMPc, 0
HCOj, formado pela dissocia¢do do H,CO3 é expelido por antiporte na membrana basolateral
das células parietais que trocam o HCO3 principalmente por CI' (RAMSAY e CARR, 2011).
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FIGURA 4: A célula parietal

(Fonte: http://www.gotadeluzdosol.com/sau_fisiologia_sistema_digestivo.htm> Acesso em: 02 mai. 2014).
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Além dos mecanismos estimulantes da secrecdo gastrica, outros mecanismos
fisioldgicos exercem papel inibitério no controle da secre¢do. Dentre esses mecanismos, a
somatostatina € o principal fator inibitério. No antro e fundo do estémago, as células D
produtoras de somatostatina estdo intimamente ligadas a células alvo para a somatostatina, tais
como as células parietais, ECL e células G (SCHUBERT e PEURA, 2008). Assim, um
aumento da acidez no limem géstrico ativa a liberacdo de somatostatina para que esta exerca

um efeito inibitorio sobre a secrecdo gastrica.

Similarmente a somatostatina, as prostaglandinas (PGs) também inibem a secrecédo
gastrica. As PGs atuam por acédo direta nas células parietais ou indiretamente pela inibicdo da
liberacdo de gastrina (ATAY et al., 2000). As PGs, principalmente a PGE,, inibe a secrecéo
acida, pela ativacdo dos receptores EP3, via ativagdo da proteina Gi (HOOGERWERF e
PASRICHA 2001; GANOG, 2003).

1.1.2.3 Fatores de agressdo e prote¢cdo da mucosa gastrica

Mesmo em condigdes fisiologicas, a mucosa gastrica é freqlientemente exposta a
estimulos nocivos que podem causar lesdes, tal como a producdo enddgena do acido cloridrico
e pepsinogénio. Além disso, a ingestdo de antiinflamatdrios ndo esteroidais, o stress, 0
consumo de alcool e a infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori também compbem fatores
agressores da mucosa gastrica (QUATRINI et al., 2001; SARGYN et al, 2003).

A infeccdo por H. pylori e o0 uso de antiinflamatérios néo esteroidais (AINES) séo os
maiores vildes para a formacdo da Ulcera. A Ulcera duodenal é formada em 90% pela infeccdo
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). A presenca da H. pylori também tem sido associada
com a geracdo de espeécies reativas de oxigénio (ERO), podendo gerar estresse oxidativo na
mucosa gastrica. As Ulceras pépticas causadas pela infeccdo de H. pylori geralmente séo
tratadas com a combinacao de antibioticos e de medicacGes anti-secretoras (ROBERTSON et
al., 2003).

Os AINEs sdo largamente utilizados para o tratamento da dor, febre e inflamacéo.
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Efeitos adversos relacionados ao consumo de AINES incluem o dano da mucosa
gastrointestinal, além de agravamento de ulceracdes pré-existentes. Esses efeitos deletérios sdo
atribuidos a capacidade desses farmacos em reduzir a producdo de PGs, muco e bicarbonato,
através da inibicdo da enzima cicloxigenase (COX), além de uma acdo irritante local, ativacao
de neutrdfilos e diminuicdo da microcirculacdo. Estes mecanismos podem conduzir a ocluséo
de micro vasos e subsequente super producdo ERO, capazes de induzir a lesdo tecidual
oxidativa importante na patofisiologia da ulceracdo na mucosa gastrica induzida por AINES
(BRZOZOWSKI 2003 e FORNAI, 2005).

Em contrapartida aos agentes agressores, a mucosa gastrointestinal apresenta fatores de
protecdo que podem ser divididos, arbitrariamente, uma vez que atuam em conjunto, em: pré-
epiteliais, epiteliais e subepiteliais. (FLEMSTROM et al., 1999; DONG e KAUNITZ, 2006).

Os principais componentes dos fatores de protecdo pré-epiteliais s&0 0 muco e o
bicarbonato. O muco, constituido de 95% de agua e 5% de glicoproteinas denominadas
mucinas, é produzido pelas células localizadas no pescoco das glandulas gastricas e células
epiteliais (BERNE et al., 2004). A camada de muco funciona como uma barreira fisica
protetora entre o epitélio e o limen, protegendo a mucosa contra agentes nocivos, enzimas,
microorganismos e pepsina (LAINE et al., 2008). Aléem disso, tanto a camada de muco como a
secrecao pré-epitelial de bicarbonato junto a camada de gel aderente, cria um gradiente de pH
perto da neutralidade na superficie das células epiteliais (BERNE et al., 2004; LAINE et al.,
2008).

A protecdo epitelial da mucosa gastrica é conferida pelos aspectos anatémicos e pela
constituicdo bioquimica das células epiteliais gastricas. As juncfes fechadas e outras barreiras
intercelulares controlam a passagem de agentes lesivos do limem para a mucosa gastrica, para
espacos intersticiais e submucosos. Quando as barreiras gastricas sdo destruidas e ocorre morte
celular, as células necroticas podem ser repostas pela migracdo de células epiteliais
sobreviventes nas bordas da leséo, ou pela divisdo de células do colo glandular as quais
migram ate o limem e diferenciam-se em células epiteliais superficiais (LAINE et al., 2008).

A protecdo epitelial também envolve fatores bioquimicos, como o sistema antioxidante
composto por moléculas enzimaticas e ndo enzimaticas que promovem a primeira linha de
defesa contra ERO, incluindo o anion superoéxido (O;™), o radical hidroxil (OH™) e o perdxido
de hidrogénio (H;0,;). As EROs interagem indiscriminadamente com macromoléculas
essenciais, como 0 DNA, proteinas e lipideos (CNUBBEN et al., 2001).
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As defesas enzimaticas compdem a primeira linha de defesa antioxidante da mucosa
gastrica e incluem a superdxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a glutationa peroxidase
(GPx) e a glutationa S-transferase (GST) (BAYIR, 2005). A segunda linha de defesa
antioxidante é realizada por alguns compostos de moléculas pequenas, incluindo vitaminas,
flavondides da dieta, carotendides, acido urico e a glutationa reduzida (GSH) (CNUBBEN et
al., 2001).

A protecdo subepitelial do estbmago envolve a microcirculagéo, pois o fluxo sanguineo
protege a mucosa por assegurar a chegada de uma quantidade 6tima de oxigénio, nutrientes,
bicarbonato, além de remover substancias toxicas (WALLACE, 2001). As células endoteliais
dos microvasos geram potentes vasodilatadores como o o6xido nitrico (NO), PGs e
prostaciclinas (PGI), os quais protegem a mucosa gastrica contra fatores agressores e se opdem
a acdo danosa de varios agentes vasoconstritores como os leucotrienos Cg4, tromboxano A; e
endotelina (WALLACE, 2001; LAINE et al., 2008).

Quase todos os mecanismos de defesa sdo estimulados e/ou facilitados pelas PGs, que é
dependente dos niveis de expressdo da isoforma do tipo 1 da enzima cicloxigenase (COX-1).
Além de aumentar o fluxo sanguineo, as PGs promovem a inibicdo da secrecdo acida,
estimulam a secrecdo de muco, bicarbonato e fosfolipidios e contribuem para a aceleracdo da
restituicdo epitelial e cicatrizacdo da mucosa gastrica (LAINE et al., 2008).

Quando os niveis superficiais da defesa da mucosa falham ou ha uma lesdo luminal, o
préximo nivel de defesa é a resposta inflamatéria aguda. Os neutrofilos sdo as primeiras
células a serem recrutadas pelo sistema imune e possuem um papel crucial no desenvolvimento
da resposta inflamatdria, uma vez que migram da circulacdo para o local da lesdo, a fim de
facilitar o reparo e reduzir a entrada de microrganismos na circulacéo sistémica (WALLACE,
2001). A ativacdo de receptores acoplados a proteina G causa um aumento de célcio citosélico
que age como segundo mensageiro e induz uma série de eventos, resultando na resposta celular
dos neutrofilos, a qual inclui a liberacdo de espécies reativas de oxigénio e a exocitose das
enzimas proteoliticas (POECKEL et al., 2008).
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1.1.3 ULCERA PEPTICA

Ulcera é uma lesdo profunda da mucosa, onde componentes do tecido epitelial e
conectivo, incluindo miofibroblastos subepitelias, 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 90% estdo localizadas a 3 cm da juncéo do piloro com a mucosa
duodenal. No estdbmago as Ulceras se localizam mais comumente no antro (60%) e na juncdo
do antro com o corpo na pequena curvatura (25%). A Ulcera péptica € um dos distdrbios mais
comuns que afetam o sistema gastrointestinal. A incidéncia de Ulcera péptica durante a vida é
superior a 10%, com um pico que ocorre entre 65 e 74 anos, sendo ligeiramente maior nos
homens do que em mulheres (OFMAM, 2000; ABITOL, 2005). E inquestionavel que as
doengas como as Ulceras pépticas diminuem a qualidade da vida das pessoas, resultando em
custos diretos e indiretos (OFMAM, 2000).

A fisiopatologia das Ulceras pépticas € considerada um processo multifatorial, que pode
ser atribuido ao desequilibrio entre fatores agressivos e as defesas locais da mucosa. Embora o
tratamento seja freqlientemente conduzido para a reducao dos fatores agressivos, pode também
ser dirigido para o fortalecimento das defesas da mucosa do estdmago e duodeno
(VENKATARANGANNA et al., 1998; JAIN et al., 2007). Vale ainda ressaltar que a Glcera
péptica é considerada uma doenca crbnica, e na maioria dos casos, a recorréncia anual €
esperada (BRUNTON et al., 2006). A taxa de recorréncia de Ulcera pode estar relacionada com
a qualidade da cicatrizacdo da Ulcera (ARAKAWA et al., 2012).

Morfologicamente, a Ulcera péptica é constituida de uma margem formada pela mucosa
adjacente ndo necrosada (composta de tecido epitelial) e a base da Glcera (composta de tecido
de granulacdo). Este ualtimo consiste de fibroblastos, macrofagos e células endoteliais
formando microvasos (TARNAWSKI, 2000). A cicatrizagdo das Ulceras pépticas é um
processo ativo e complexo que inclui a reconstrucdo da mucosa pela formagéo de tecido de
granulacdo na base da ulcera, formacdo de novos vasos atraveés da angiogénese e o re-
estabelecimento da arquitetura glandular (KONTUREK et al., 2005)

Durante o processo cicatricial, a proliferacdo epitelial e endotelial é largamente

conduzida pelos fatores de crescimento. No caso da angiogénese, o fator de crescimento
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endotelial vascular (VEGF) aparece entre 0os mais importantes e é liberado pelas proprias
células endoteliais e pelas plaquetas (WALLACE, 2005).

O processo inicial de cicatrizacdo das Ulceras é acompanhada pelo aumento do fluxo
sanguineo na area ulcerada, dos niveis plasmaticos de gastrina e de citocinas pro-inflamatérias
como fator de necrose tumoral alfa (TNF-a) e interleucina 1 beta (IL-1pB), as quais tem seus
niveis reduzidos ao longo da cicatrizacdo. A hipergastrinemia observada no periodo inicial da
cicatrizacdo pode ser atribuida a extraordinaria supressao acida gastrica e expressdo de fatores
de crescimento como o fator de crescimento endotelial (EGF), fator transformador de
crescimento alfa (TGF-a) e o fator de crescimento do hepatocito (HGF), os quais controlam a
proliferacdo celular e s&o bem conhecidos por exibirem atividade antisecretora
(BRZOZOWSKI, 2003).

Por mais de um século, as ulceras pépticas foram controladas cirurgicamente, com altas
taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento farmacoldgico resumia-se em neutralizar a
acidez gastrica estomacal com a utilizacdo de antiacidos, como bicarbonato de sodio
(NaH,COs3), carbonato de calcio (CaCOs3), hidroxido de aluminio [AlI(OH)s] e hidréxido de
magnésio [Mg(OH),] ou associa¢fes. Porém, por alterar o pH gastrico e urinario, os antiacidos
tem a capacidade de interagir com uma variedade de farmacos através de interacOes
farmacocinéticas que alteram a absorcédo, biodisponibilidade e eliminagdo renal. Além disso,
os efeitos associados ao uso de anti-acidos incluem constipacéo ou diarréia, e hoje em dia sao
utilizados 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 secrecdo acida bem como a
motilidade gastrica, mas o0 uso clinico destas drogas diminuiu em decorréncia da
disponibilidade de medicamentos anti-secretores mais eficazes e com menos efeitos colaterais
(JAIN et al., 2007).

O desenvolvimento das drogas ao longo dos anos indicou a mudanca gradual no foco
de tratamento, através do desenvolvimento de antagonistas de receptores H, como Cimetidina
(1976) e Ranitidina (1982). Os antagonistas de receptores H, sdo eficientes na supressdo acida
e foram usados por mais de 25 anos, até o aparecimento dos inibidores da bomba de protons
como Omeprazol (1988), seguido por Lansoprazol (1995), Rabeprazol (1999) e Esomeprazol
(2001) (JAIN et al., 2007).
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Os inibidores da bomba de protons sdo pro-farmacos, necessitando ativacdo em
ambiente acido. Entram na célula parietal a partir do sangue e, devido a sua fraca natureza
basica, acumulam-se em canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde séo ativados por
um processo catalisado por protons que resulta na formagdo de uma sulfenamida tiofilica ou
acido sulfénico. Esta forma ativada reage por meio de ligacdo covalente com o grupo sulfidril
de cisteinas do dominio extracelular da H'/K'-ATPase, resultando em uma inativagio
irreversivel da bomba. A secrecdo do acido sO se reinicia ap0s a sintese e inser¢do de novas
moléculas de H'/K*-ATPase na membrana luminal (YUAN et al., 2006; BRUNTON et al.,
2006).

A recorréncia das lesbes gastricas pode freqlientemente ocorrer mesmo durante a
manutencdo da terapia com farmacos anti-secretores, apesar de essas drogas serem efetivas no
tratamento das Ulceras pépticas (ARAKAWA et al., 2012). Além disso, o tratamento em longo
prazo com agentes anti-secretores pode causar graves efeitos adversos, incluindo fraturas
osteoporéticas e nao-osteoporoticas, hipomagnesemia, hipergastrinemia, hiperplasia das
células ECL e o em casos mais graves, favorecer o desenvolvimento de neoplasia gastrica
(MOULI e AHUJA, 2011). Além do mais, a supressao acida extrema, mesmo que em doses
recomendadas, pode resultar em acloridria e desencadear infeccdes entéricas e pneumonias,
além de diminuir a absorcdo da vitamina B12 e de calcio (JAIN et al., 2007). Em virtude
desses inimeros inconvenientes apresentados pelos tratamentos anti-ulcerosos, a investigacao

de novas drogas para o tratamento de doencas acido-péticas tem sido continua e importante.

1.1.4 Motilidade gastrica

De modo geral, é possivel distinguir quatro principais fun¢fes motoras do estdbmago,
que sdo a acomodacdo do conteddo ingerido, a mistura do bolo alimentar com 0s sucos
digestivos, a redugdo do tamanho das particulas ingeridas e o esvaziamento géastrico (WOOD,
2008).

As regides anatomicamente distintas do estdbmago (fundo, corpo, antro e piloro) néo se
correlacionam com as regides funcionais do 6rgdo que, conforme indicado na figura 5, pode
ser dividido em estdmago proximal (fundo e um terco do corpo) e estdmago distal (dois tergos
do corpo e antro) (WOOD, 2008).
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FIGURA 5: Divisdo funcional do estémago.

O estbmago proximal serve como um reservatério temporario para o bolo alimentar e
desempenha papel fundamental em sua acomodacdo, enquanto o estdbmago distal mistura os
alimentos com os sucos digestivos. Quando o alimento sélido ja tiver sido processado no
estdmago distal e alcancado o tamanho e consisténcia adequados, o piloro regula a sua saida
para o duodeno (ROSTAS et al., 2011).

A atividade da musculatura gastrica € modulada por influéncias miogénicas, neurais e
hormonais. Contracdes miogénicas espontaneas sao fundamentais para a motilidade gastrica,
ocorrendo mesmo na auséncia de qualquer outra influéncia e com a participacdo das células
intersticiais de Cajal (ICC) na propagacdo do estimulo elétrico pelas células musculares lisas
(ROSTAS et al., 2011). A regulacdo neuronal pode ser originada primariamente no plexo
mioentérico gastrico, o qual também contribui para a estimulacdo extrinseca parassimpatica
(vagal) e simpatica (TACK, 2007). Além disso, diferentes hormonios também exercem
significante papel na regulacdo da motilidade gastrica de forma estimulatdria (gastrina, grelina
e motilina) ou inibitoria [colecistocinina, glucagon, peptideo semelhante ao glucacon (GLP-1),
peptideo YY, secretina e somatostatina] (ROSTAS et al., 2011). O controle rigoroso da
motilidade gastrica garante um adequado esvaziamento gastrico, em taxa e composi¢do

adequada, permitindo assim uma étima absorcao intestinal.
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1.1.4.1 Esvaziamento gastrico normal e alterado

A regulacdo do esvaziamento gastrico inicia com a acomodacédo do bolo alimentar no
estdmago proximal, que em resposta aos estimulos oriundos da distensdo muscular permite o
fluxo do contetdo gastrico para o estdbmago distal. Desta forma, qualquer reducéo no tamanho
do estdmago proximal resulta em aumento da pressao intra-gastrica e acelera o esvaziamento
gastrico (ROSTAS et al., 2011). A composicédo e a temperatura do contetido luminal também
afetam o esvaziamento gastrico, os liquidos sdo enviados ao duodeno mais rapidamente que 0s
solidos e a diminuicdo da temperatura do contetdo luminal retarda o esvaziamento gastrico
(MISHIMA et al., 2009). A taxa de esvaziamento gastrico também é controlada pelo contetido
caldrico do bolo alimentar, por tal motivo as gorduras possuem esvaziamento mais lento em
relacdo as proteinas e carboidratos. Similarmente, conteddos hipertbnicos ou hipotdnicos
também sdo esvaziados mais lentamente do que solugdes isotbnicas. Outros fatores que
determinam a taxa de esvaziamento gastrico incluem ansiedade, medo, depresséo e exercicio
intenso (ROSTAS et al., 2011).

Desordens na motilidade gastrica ocorrem quando ha alteracdes nos processos de
esvaziamento gastrico, ou da funcdo de reservatorio do estbmago proximal, ou ainda da
motilidade interdigestiva (responsavel pela eliminacdo de particulas indigeriveis) (TACK,
2007). Os mecanismos complexos de controle da atividade motora gastrica sdo vulneraveis a
um grande numero de patologias, como por exemplo, o Diabetes Mellitus (FOGLE, 2013) e a
doenca de Parkinson (MARRINAN et al., 2014). Os disturbios da motilidade gastrica
apresentam um espectro de disfuncdo variando do esvaziamento gastrico retardado, como na
dispepsia funcional e na gastroparesia; ao esvaziamento gastrico anormalmente rapido, como
na sindrome de dumping (TACK, 2008).

A dispepsia funcional € caracterizada por sintomas de plenitude pds-prandial, saciedade
precoce, dor epigastrica na auséncia de uma causa organica identificavel (TACK et al., 2006).
A gastroparesia constitui uma desordem severa de esvaziamento gastrico retardado mesmo na
auséncia de obstrucdo mecénica, e pode ser desencadeada por uma variedade de causas
gastrintestinais e sistémicas (ABELL et al., 2006). No entanto, uma vez que o0 esvaziamento
gastrico retardado também é encontrado em até 30 % dos pacientes com dispepsia funcional
(TACK et al., 2004), a distingdo entre a dispepsia funcional e a gastroparesia de causa

idiopatica ainda ndo estd claramente definida. A sindrome de dumping ocorre principalmente
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apos vagotomia ou gastrectomia parcial ou total, e é caracterizada por esvaziamento gastrico
rapido acompanhado por sintomas como cefaléia, taquicardia, tremor, sudorese, nauseas e

diarréia e a minimizacdo dos sintomas € realizada por modificacdes dietéticas (TACK, 2008).

Em relacdo as desordens de motilidade gastrica retardada, as abordagens terapéuticas
incluem intervencdo farmacoldgica ou intervencdo cirdrgica em casos mais Severos ou
refratarios a terapia medicamentosa. Os farmacos pro cinéticos tém sido considerados drogas
de escolha nos distdrbios caracterizados por esvaziamento gastrico retardado, por estimular,
direta e indiretamente, a contracdo da musculatura lisa do trato gastrointestinal
(KARAMANOLIS E TACK, 2006). Esses farmacos compdem uma classe heterogénea de
compostos que atuam em diferentes tipos de receptores, e incluem antagonistas dos receptores
dopaminérgicos do tipo 2 (D2), como a metoclopramida e a domperidona; agonistas dos
receptores serotoninérgicos do tipo 5-HT 4, como a cisaprida, e o tegaserode; e agonistas dos
receptores da motilina como a eritromicina. Entretanto, por conta da pobre resposta
sintomética em determinadas condicGes clinicas e a presenca de varios efeitos colaterais, fica
clara a necessidade do desenvolvimento de novos agentes pro cinéticos. Assim, dado o
envolvimento da acomodacao gastrica prejudicada e a hipersensibilidade visceral em muitas
desordens da motilidade géastrica, farmacos que melhorem a responsividade findica ou
analgésicos viscerais sdo abordagens atraentes para o desenvolvimento de drogas para o

tratamento dessas doencas.

1.1.5 Diabetes

O termo Diabetes mellitus (DM) compreende um grupo de doencas metabolicas de
varias etiologias, caracterizado por hiperglicemia cronica, com distdrbios no metabolismo de
carboidratos, gorduras e proteinas (DIAS et al, 2004). A principal causa desta desordem ¢é a
deficiéncia, absoluta ou relativa, da insulina, um hormonio secretado pelas células
pancredticas, imprescindivel na regulagéo dos niveis glicémicos (ADA, 2014). A hiperglicemia
cronica que ocorre no DM esté associada a disfuncdo, ao dano e a falha de véarios 6rgéos,
especialmente olhos, rins, sistema nervoso, coragdo e vasos sanguineos (ADA, 2010).
Clinicamente é caracterizada pela triade sintomatologica composta por polidria, polidipsia e

polifagia (PONTES et al., 2004). Usualmente, o diabetes € diagnosticado através de critérios
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de valores da glicemia, tanto em jejum como apds duas horas da administragdo oral de 75 g de
glicose (teste de tolerancia a glicose oral) (ADA, 2014). Além disso, os niveis de hemoglobina
glicada também séo uma terceira opéo para o diagndstico do diabetes (IEC, 2009). Em resumo,
além da sintomatologia clinica, outros critérios diagndsticos adotados, sdo a glicemia
plasmética a qualquer momento do dia superior ou igual a 200 mg/dL, ou superior ou igual a
126 mg/dL em jejum de 8 h, ou ainda niveis glicémicos superior ou igual a 200 mg/dL durante
o teste de tolerancia a glicose oral de 2 h (ADA, 2014).

A classificacdo etiologica do DM abrange trés tipos: tipo 1 (DMT1), tipo 2 (DMT2) e
outros tipos especificos de DM relacionados a estados ou sindromes especificas, incluindo o
DM gestacional (RODRIGUES e MOTTA, 2012).

Independentemente do tipo, segundo a OMS a prevaléncia mundial do diabetes € de
8,3% e estima-se que 382 milhdes de pessoas entre 20 e 79 anos seja portador de DM (IDF,
2013). Dados da Federacdo Internacional de Diabetes (IDF) projetam um que o nimero de
diabéticos no mundo em 2035 serd de 592 milhdes, um aumento de 55% em relagdo a 2013.
No Brasil, de acordo com a Sociedade Brasileira de Diabetes (SBD, 2014), um pouco mais de
12 milhdes de pessoas, ou ainda 6,2 % da populacdo brasileira sofre com a doenca. Além
disso, estima-se que 10% dos casos de diabetes no Brasil sejam de DM do tipo 1 e os 90%
restantes do tipo 2 (IDB, 2010).

No DMTL, os pacientes sdo dependentes do uso terapéutico de insulina exdgena para
impedir a marcante tendéncia a cetoacidose, sendo muito comum que o0s pacientes progridam
para insulinopenia grave em periodos curtos de tempo (ROSSETI et al., 2003). Na maioria dos
casos, o inicio da doenga ocorre na infancia ou adolescéncia e o diagndstico geralmente baseia-
se no inicio abrupto de um quadro clinico com niveis glicémicos acentuadamente aumentados
(PALMER et al., 2004). E caracterizada clinicamente por polidria, polidipsia, perda de peso,
apesar da polifagia, hiperglicemia, glicosUria, cetoacidose e, em casos mais graves, 0 coma
(DIAS et al., 2004).

O DMT2 é comumente encontrado na idade adulta, sua ocorréncia aumenta
progressivamente com o envelhecimento, acometendo com maior freqiéncia individuos com
sobrepeso ou obesidade e com histérico familiar da doenca (SBD, 2003). Diferentemente dos
portadores de DMTL1, os pacientes de DMT2 eventualmente fazem uso da insulina para
controle glicémico, mas ndo é caracterizada dependéncia desta substancia e nem tendéncia a

cetoacidose, o tratamento corrente deste tipo de diabetes visa manter o controle glicémico
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adequado, seja com dieta hipocaldrica, aumento da prética de exercicios fisicos ou uso de
medicacdes que podem ser utilizadas isoladamente ou em associa¢fes (SALTIER, 2001). Entre
os farmacos disponiveis para o controle glicémico estdo incluidos os sensibilizadores da acao
de insulina (metformina, tiazolidinedionas), os anti-hiperglicemiantes (acarbose) e 0s

secretagogos (sulfoniluréias, repaglinida, nateglinida) (ARAUJO et al., 2000).

Independentemente do tipo de DM, a prevencdo das complicagdes associadas a doenca
é¢ uma das maiores preocupacfes dos profissionais de salude devido a sua gravidade e
repercussdes para a qualidade de vida do paciente. Essas complicacdes podem ser classificadas
em agudas e cronicas, destacando-se a cetoacidose diabética e o coma hiperosmolar néo-
cetético entre as complicacfes agudas (PEDROSA et al., 2006); e as lesdes macrovasculares,
microvasculares e neuropaticas entre as complicacdes cronicas (ADLER et al., 2000;
TRICHES et al., 2009).

1.1.5.1 Sintomas gastrointestinais associados ao Diabetes mellitus

Ja é conhecido que 76% dos pacientes com diabetes apresentam um ou mais sintomas
gastrointestinais (KOCH, 1999; BYTZER et al., 2001) e embora esses sintomas ndo sejam
considerados causas importantes de mortalidade, eles impactam negativamente na satde geral
e na qualidade de vida desses pacientes (CAMILLERI et al., 2010). Assim, pacientes
diabéticos podem desenvolver uma variedade de sintomas gastrointestinais, incluindo
dispepsia funcional, dor epigastrica ou abdominal, nduseas e vomitos, azia, diarréia, distdrbios
de motilidade como constipacdo e gastroparesia, além de apresentarem maior susceptibilidade
a ulceracdo da mucosa gastrica com prejuizo no processo cicatricial dessas lesdes (HARSCH
et al., 2003; HARSCH et al., 2099; KONTUREK et al., 2010; BARAKA et al., 2010;
TAKAGI et al., 2012). A maioria desses sintomas é resultante de anormalidades na motilidade
gastrointestinal que, por sua vez, podem ser uma manifestacdo da neuropatia autondmica
secundaria a hiperglicémia crénica, condigdo invariavelmente ligada ao DM (KIM et al.,
2011). No entanto, crescentes evidéncias indicam que a génese dos sintomas gastrointestinais
em pacientes diabéticos € multifatorial (QUAN et al., 2008), ou seja, a neuropatia autonémica
nédo pode ser considerada a Unica razéo para as desordens do TGI associadas a DM.
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a. Diabetes e Ulcera gastrica

Pouca atencdo tem sido dada para a incidéncia e taxa de cura das Ulceras gastricas em
diabéticos, uma vez que essas lesdes sdo consideradas, por alguns autores, de pouca ocorréncia
nesses individuos (BRZOZOWSKA et al., 2004). Contudo, estudos recentes indicam que as
Ulceras gastricas que ocorrem no decurso do diabetes sdo de maior gravidade e, muitas vezes
associadas a complicacbes como hemorragia gastrointestinal (PIETZSCH et al., 2002;
BOEHME et al., 2007).

O DM promove efeitos deletérios nos mecanismos de defesa da mucosa gastrica,
aumentando a susceptibilidade da mucosa as lesGes gastricas. De fato, diversos estudos pré-
clinicos demonstraram que a inducdo experimental de DM em ratos é capaz de aumentar a
vulnerabilidade da mucosa gastrica aos efeitos de diferentes agentes ulcerogénicos, tais como a
isquemia e reperfusdo, o estresse, a administracdo de AINEs e a instilacdo de acido acético
diretamente na mucosa gastrica. (TASHIMA et al., 2000; HARSCH et al., 2003;
BRZOZOWSKA et al., 2004; NAITO et al., 2009; KONTUREK et al., 2010). Mecanismos
bioquimicos tém sido propostos para explicar as alteracGes teciduais envolvidas no prejuizo
promovido pelo diabetes nos fatores protetores da mucosa gastrica. Uma das hipdteses
correntes € de que a capacidade antioxidante enddgena estaria diminuida nos diabéticos,
conseqlientemente contribuindo para o estresse oxidativo na mucosa géstrica (SANTINI et al.,
1997; REIS et al., 2008). No DM, a etiologia do estresse oxidativo envolve uma variedade de
mecanismos, entre eles a excessiva producdo de ERO através da auto-oxidacdo da glicose
plasmatica, a diminuicdo das concentracfes de antioxidantes como o GSH e vitamina E, a
diminuigdo da expressdo e da atividade de enzimas antioxidantes como a SOD e a CAT, o
aumento da atividade da enzima aldose redutase e a formacdo dos produtos finais da glicacao
avancada [AGEs (do inglés, Advanced GlycationEnd-products)] (KOCH, 1999; NAITO et al.,
2009).

Em adicdo ao estresse oxidativo, outros mecanismos estdo envolvidos na
vulnerabilidade da mucosa gastrica a acdo de agentes ulcerogénicos na presenca do diabetes
experimental, tais como a diminui¢do do fluxo sanguineo géstrico através da diminui¢do na
producéo de fatores angiogénicos, como o fator de crescimento de fibroblastos, assim como a

diminuicdo na secrecdo de muco e bicarbonato na mucosa gastrica e a disfun¢do nos neurdnios
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aferentes sensiveis a capsaicina envolvidos na protecdo dessa mucosa (TAKEHARA et al.,
1996; KOROLKIEWICZ et al., 2000).

Além da vulnerabilidade da mucosa gastrica, diferentes estudos tém demonstrado o
efeito deletério do DM na cicatrizacao das Ulceras géastricas. HARSCH e colaboradores (2003)
demonstraram que o diabetes experimental prejudica dramaticamente a cicatrizagcdo das
Ulceras gastricas através do aumento na liberacdo de citocinas pré-inflamatorias, da atenuagédo
da angiogénese e da diminuicdo dos niveis locais de proteinas promotoras da cicatrizacao
gastrica como a proteina do choque térmico 70 (HSP-70). BRZOZOWSKA e colaboradores
(2004) também demonstraram que ratos diabéticos exibem um prejuizo na cicatrizacdo de
Ulceras géstricas crbnicas associado a diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico na margem da
Ulcera, além de uma regulacéo negativa na expressdo de fatores de crescimento como o VEGF
e o fator de crescimento semelhante a insulina (IGF-1).

Como decrito anteriormente, o foco de tratamento das Ulceras gastricas em individuos
normoglicémicos ou em diabéticos, € a supressdao da secrecdo &cida gastrica. Entretanto,
estudos pré-clinicos (BASTAKI et al., 2010; CHANG et al., 2004; TASHIMA et al., 2000) e
clinicos (FELDMAN e SCHILLER, 1983; HASLER et al., 2008) apontam a diminui¢do na
secrecdo acida gastrica na presenca de DM. Estas evidéncias sugerem que a secrecdo acida
gastrica ndo seja o principal fator responsavel pelo efeito deletério do DM na mucosa gastrica.
Desta forma, uma melhor compreensdo dos mecanismos envolvidos nas peculiaridades da
vulnerabilidade da mucosa gastrica e no prejuizo da cicatrizacdo das Ulceras gastricas na
presenca de diabetes é essencial para o desenvolvimento de terapias especificas para lesdes
gastricas que ocorrem no decurso do diabetes.

b. Diabetes e a motilidade géastrica

Desordens que afetam a motilidade gastrica sdo as mais freqlientes entre as
complicagdes gastrointestinais associados & DM. A gastroparesia que ocorre no decurso do
diabetes se destaca entre essas desordens e € denominada gastroparesia diabética. A
gastroparesia acomete até 58% dos portadores de DMT1 (JUNG et al., 2010; VINIK e
ZIEGLER, 2007) e em até 30% dos pacientes com DMT2 (CHOUNG et al., 2012). Uma vez
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estabelecida, a gastroparesia diabética tende a persistir mesmo havendo um controle glicémico
eficaz (CAMILLERI et al., 2011), porém quanto maior o0s niveis glicémicos, maior é o retardo
no esvaziamento gastrico. Nesse sentido, BARNETT e OWYANG (1988) demonstraram que
as contracOes gastricas sao quase ausentes em niveis glicémicos superiores a 250 mg/dL e
marcadamente reduzidas em niveis glicémicos entre 140 e 175 mg/dL em pacientes diabéticos.
Entretanto, é interessante ressaltar que se por um lado a hiperglicemia agrava a gastroparesia
diabética (KOCH e UWAIFO, 2008), por outro lado, essa condi¢do também pode dificultar o
controle da glicemia através de alteracbes na farmacocinética de hipoglicemiantes
administrados oralmente, uma vez que o retardo no esvaziamento gastrico resulta em niveis
plasmaticos errdticos da medicacdo, influenciando na secre¢do de insulina pds-prandial e
alterando a absorc¢édo de carboidratos (FRASER et al., 1990; SCHVARCZ et al., 1997).

Muitas teorias tém sido sugeridas sobre os eventos etioldgicos envolvidos no
desenvolvimento da gastroparesia em pacientes diabéticos. O fator etiopatogénico mais
comumente implicado na gastroparesia diabética é a neuropatia autonémica (CESARINI et al.,
1997). Na gastroparesia diabética essa neuropatia estd associada a desmilienizacdo do nervo
vago (GUY et al., 1984; CAMILLERI et al., 2011) e a anormalidades em axénios e dendritos
em ganglios simpaticos pré-vertebrais (DUCHEN et al., 1980; CAMILLERI et al., 2011),
sugerindo que 0s componentes parassimpatico e simpatico do sistema autbnomo sejam
afetados. Outras evidéncias sugerem alteracbes na liberacdo de horménios entéricos
envolvidos na regulacdo da funcdo digestiva na génese da gastroparesia diabética, os quais
também parecem estar relacionados com uma diminui¢do da atividade vagal (CESARINI et
al., 1997; KHOO et al., 2010). Entre as alteracbes hormonais podemos citar a hipergastrinemia
, 0 que contribui ainda mais para o retardo do esvaziamento gastrico em diabéticos e é causada
tanto pelo ténus vagal diminuido, como pelo pH gastrico aumentado devido a deficiéncia de
secrecao acida que ocorre na gastroparesia (BORG et al., 2009). Além da gastrina, os niveis de
colecistocinina também se encontram elevados em pacientes com gastroparesia (BORG et al.,
2009; KHOO et al., 2010). De forma interessante, em pacientes com gastroparesia diabética,
0s niveis de motilina estdo em gquantidades normais ou elevadas. Diante disso, especula-se que
mesmo em niveis normais ou elevados a acdo da motilina € dificultada pela deficiéncia
colinérgica instalada pela neuropatia, visto que a motilina facilita o esvaziamento gastrico
através da liberacdo local de acetilcolina (KHOO et al., 2010).

Além da neuropatia autonémica e das alteracfes nos niveis e atividade dos hormonios

entéricos, a reducdo na expressdo da enzima oxido nitrico sintase neural (NNOS ou NOS 1) e a
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perda de células intersticiais de Cajal (ICC) ja foram reportadas como comuns na gastroparesia
(GANGULA et al., 2007; CAMILLERI et al., 2011). A diminuicdo de nNOS nos neurdnios
entéricos parece ndo estar ligada a morte desses neurbnios, e sim a uma diminuicdo na
expressao enzimatica (CAMILLERI et al., 2011). Entretanto em animais diabéticos ndo-
obesos ou camundongos NOD (do inglés: non-obese diabetic), a diminuigdo da expressao da
NOSL1 ocorre logo apds o desenvolvimento do diabetes e independe do desenvolvimento de
gastroparesia (CHOI et al., 2008). Portanto, € possivel que modificacBes pds-traducionais na
enzima possam ser mais importantes no desenvolvimento da gastroparesia diabética do que os
niveis absolutos em que é expressa (GANGULA et al., 2007). De fato, GANGULA e
colaboradores (2010), utilizando ratas diabetizadas pela administragdo de estreptozotocina,
demonstraram que a diminuicdo na sintese de &xido nitrico e conseqiente reducdo no
relaxamento da musculatura lisa gastrica pode ser explicada pelo desacoplamento da NOS1,
que em sua forma ativa apresenta-se dimerizada, ademais esses autores também descreveram
que uma suplementacdo com tetrahidrobiopterina (BH,), um cofator essencial para a NOS1,
restabelece o esvaziamento gastrico em niveis normais. Entretanto, os mecanismos envolvidos
na alteracdo da regulacdo nitrérgica durante a gastroparesia diabética, principalmente no sexo
feminino, ainda carecem de mais estudos.

Alem do prejuizo na sinalizagdo nitrérgica, a perda de ICC é a anormalidade
neuropatolégica mais comumente observada tanto na gastroparesia diabética como na
idiopatica (ORDOG et al., 2008). Essas células possuem maltiplas funcdes no trato
gastrointestinal e estdo envolvidas em aspectos da neurotransmissao e da mecanotransducédo da
musculatura lisa gastrointestinal (FARRUGIA, 2008).

Em conjunto, as disfungdes no controle da motilidade gastrica promoveriam um
prejuizo no relaxamento do fundo gastrico induzido pela refeicdo e na distribuicdo
intragastrica do bolo alimentar, além de prejuizo nas contracfes fasicas antrais ou no ténus
pilérico culminando no aumento da resisténcia ao fluxo de saida no piloro e intestino delgado
(PARKMAN et al., 2011). Processos autoimunes, principalmente em pacientes com DMTL,
também podem estar associados a patogénese da gastroparesia, assim JACKSON e
colaboradores (2010) descreveram que nesses pacientes as respostas contrateis da musculatura
lisa gastrica podem estar prejudicadas em decorréncia da presenca de anticorpos circulantes
aos canais de calcio do tipo L. Além disso, a observacdo de que a mutacdo A3243G no DNA

mitocondrial em portadores de DMT2 predispde a incidéncia de gastroparesia, sugere que
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fatores genéticos podem contribuir para o desenvolvimento da doenga (NOHARA et al.,
2006).

Atualmente, uma série de opc¢des para o tratamento da gastroparesia esta disponivel.
Além de modificacbes na dieta, a utilizacdo de procinéticos como metoclopramina,
domperidona ou eritromicina, ou ainda o uso de antieméticos sdo indicados no tratamento
desta desordem. Como alguns pacientes ainda sdo refratarios a farmacoterapia vigente,
abordagens endoscdpicas e cirargicas sdo indicadas (CAMILLERI et al., 2011). Dado o
significante impacto da gastroparesia na qualidade de vida dos pacientes diabéticos tanto nos
aspectos fisicos, emocionais e sociais (HASLER et al., 2010), um melhor entendimento dos
eventos patoldgicos e uma melhor otimizacdo no tratamento desta condicdo tornam-se

necessarios.
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1. OBJETIVO GERAL

O objetivo deste estudo foi avaliar o potencial terapéutico das folhas de A. lappa,
através da avaliacdo do efeito gastroprotetor do extrato soltvel em etanol (SE) das folhas do
vegetal, da fracdo ativa desse extrato e do composto majoritario nessa fragdo. Bem como
avaliar o efeito cicatrizante gastrico da fracdo ativa sobre Ulceras gastricas em ratas normais e
diabéticas, além de investigar os efeitos sobre a gastroparesia em ratas diabéticas. Por fim,
esse estudo também almejou a compreensdo de mecanismos envolvidos em todos esses

efeitos.

2.1 OBJETIVOS ESPECIFICOS

1. Avaliar o efeito gastroprotetor em ratas do extrato solivel em etanol (SE) obtido das

folhas de A. lappa e da fracdo ativa SE-AE tanto pela via oral como intraperitoneal;
2. Identificar um composto gastroprotetor na fracdo ativa SE-AE;
3. Investigar os mecanismos envolvidos no efeito gastroprotetor da fracéo ativa;

4. Avaliar o efeito cicatrizante gastrico da fracdo ativa e os mecanismos envolvidos nesse

efeito;
5. Awvaliar o potencial antioxidante e anti-glicacdo protéica in vitro da fracdo ativa;

6. Avaliar o efeito cicatrizante gastrico da fracdo ativa sob condi¢bes hiperglicémicas e 0s

mecanismos envolvidos nesse efeito;

7. Awvaliar o efeito da fracdo de interesse sobre as alteracfes da motilidade gastrica em ratas
diabéticas;

8. Avaliar os mecanismos envolvidos no efeito da fracdo de interesse sobre a funcéo

motora gastrica de ratas diabéticas;
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 MATERIAL BOTANICO

Folhas de Arctium lappa L. foram gentilmente fornecidas pela Chamel Industria e
Comeércio de Produtos Naturais Ltda (Campo Largo, Parana, Brasil), em um Unico lote
(8857). As folhas foram coletadas em setembro de 2010, cortadas, secas em estufa, embaladas
em sacos plasticos e enviadas ao Departamento de Farmacologia e entdo ao Prof. Dr. Thales
Ricardo Cipriani e Dr. Lauro de Souza (Departamento de Bioquimica - UFPR). Uma exsicata
foi depositada no Herbario do Departamento de Boténica da Universidade Federal do Parana,

Brasil, sob o nimero 37173.

3.1.1 Preparacdo do extrato e fraces

A preparacdo dos extratos e fragdes foram realizadas através da colaboracdo do Dr.
Lauro Mera de Souza, do departamento de Bioquimica da UFPR e foi realizada como descrito
por CARLOTTO (2013). Assim, 500 g de folhas foram trituradas, deslipidificadas e
despigmentadas com cloroférmio-metanol (2:1, v/v) em extrator soxhlet. O residuo seco da
extracdo com cloroférmio-metanol foi submetido a extracdo aquosa (1 L de agua destilada),
sob refluxo, por 2 horas. Este processo foi repetido trés vezes. ApOs cada etapa, o extrato
aquoso bruto foi filtrado a quente. O material resultante das trés extracfes foi reunido,
concentrado em rotaevaporador até pequeno volume, tratado com trés volumes de etanol e
filtrado a vacuo (utilizando-se papel de filtro qualitativo), a fim de separar precipitado e
sobrenadante. O sobrenadante etandlico da extracdo aquosa foi concentrado por
rotaevaporacdo e liofilizado, obtendo um rendimento de 48,23 g (9,6%), o qual foi
denominado de extrato soltvel em etanol (SE) (figura 6A). O fracionamento do SE por
particdo liquido/liquido foi realizado com 32,5 g do SE solubilizado em 100 mL de &gua
destilada. Esta solucdo foi particionada, de maneira sequencial, com 50 mL de cloroférmio
(sete vezes), acetato de etila (onze vezes), e butanol (seis vezes). Como demonstrado na figura

6B, 0 processo de parti¢do rendeu cinco fragdes: solivel em cloroférmio (SE-C), rendimento
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de 0,34%; soluvel em acetato de etila (SE-AE), com rendimento de 4%; sollvel em butanol
(SE-B), com rendimento de 7,99%; emulsionada durante o fracionamento com acetato de
etila, ou seja, formada como uma terceira fase durante a purificacdo com este solvente (SE-
EAE), com rendimento de 7,56%; e aquosa, a fracdo residual apds as extracbes com todos 0s
solventes utilizados (SE-A), com rendimento de 44,3%.

A 500g de folhas de A.
lappa.

3X Extracdo aquosa
1LH,0-2 horas

|
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FIGURA 6: Fluxograma de obtencdo do sobrenadante etandlico (SE-Painel A) e da obtencédo

das diferentes fracdes (Painel B).

3.2 IDENTIFICACAO QUIMICA

Toda a identificacdo quimica foi realizadas através da colaboracdo do Dr. Lauro Mera

de Souza, do departamento de Bioquimica da UFPR e foi realizada como descrito por

CARLOTTO (2013). Assim resumidamente, foi realizada a separacdo analitica por

cromatografia liquida com o objetivo de identificar e quantificar os compostos presentes no
SE e na fracdo SE-AE. Para isso foi utilizado um sistema Acquity-UPLC™ (Waters, MA,

EUA), composto por bomba binaria, amostrador automatico e um forno de coluna. As

amostras foram mantidas a temperatura ambiente (22 °C) e o forno da coluna a 60 °C. Uma
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coluna Waters BEH-C18, com 50 mm x comprimento de 2,1 milimetros e 1,7 um de tamanho

de particula foi utilizada.

A fase movel foi composta de solucdo aquosa de &cido formico 0,1% (v/v) (eluente A)
e metanol (eluente B), um gradiente linear foi desenvolvido com o aumento do solvente B, de
0 a 38% em 10 min, retornando a condicdo inicial em 11 min, com fluxo de 0,5 ml/min. As
amostras (2 mg/ml) foram preparadas em H,O-MeOH (7:3, v / v) e o volume injetado foi de 5
pL. A deteccdo foi realizada por um detector de arranjo de diodos (PDA, 200-400 nm) e, as
analises on-line, por espectrometria de massas com ioniza¢do “clectrospray” (ESI-MS) por
espectrometro LTQ-Orbitrap-XL (Thermo-Cientifico), operando na ionizacdo negativa e
positiva, em a pressdo atmosférica (API), com N, com gés de dessolvatacdo a 60 unidades
arbitrarias (ua) no seath gas e 20 ua no gas auxiliar. As energias foram fixadas em 3,5 kV na
fonte, -20 V no capilar e -281 V no tube lens. As amostras foram analisadas numa corrente
ibnica total de modo (TIC — total ion current) (m/z 100-1000).

Foram utilizados como padrdes de referéncia: acido clorogénico, rutina, acido cafeico,
acido p-coumarico e cinarina adiquiros comercialmente (Sigma-Aldrich) e uma amostra
conhecida de erva-mate (llex paraguariensis) (DARTORA, 2011, SOUZA et al., 2011).

Posteriormente, com 0 objetivo de separar e coletar os compostos presentes na fracéo
SE-AE para posterior analise por ressonancia magnética nuclear (NMR), uma cromatografia
em escala semi-preparativa foi realizada utilizando um cromatéografo liquido de alta eficiéncia
(CLAE) modelo LC 1220 Infinity, equipado com um detector de UV de canal Unico e coletor
automatico de fracdo (Agilent Technologies, CA, EUA). A coluna utilizada foi uma C18, com
didmetro interno de 50 mm x 7,8 mm e 5 um de tamanho de particula (Waters, MA, EUA), a
fase movel foi composta de solucdo aquosa de acido formico 0,1% (v/v) (eluente A) e
metanol (eluente B). Um gradiente linear, com fluxo de 1 ml/min, foi de 0 a 50% do solvente
B em 30 min. O comprimento de onda utilizado para detec¢do dos acidos dicafeoilquinicos
presentes na fragdo foi de 325 nm.

As analises de ressonancia magnética nuclear foram realizadas em um Avance llI
Bruker (600 MHz) utilizando sonda inversa de 5 mm de diametro. A anélise foi desenvolvida
a 30 °C utilizando metanol-Ds; como solvente e referéncia interna para deslocamentos

quimicos (5 **C = 49.15 and *H = 3.31, calibrado em relagdo ao tetrametilsilano & **C/*H = 0).
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Juntamente com os experimentos em 1D (*H, *3C), experimentos em 2D COSY, HSQC e

HMBC também foram conduzidos.

33 MODIFICACOES QUIMICAS DOS ACIDOS DICAFEOILQUINICO -
ACETONACAO

As fragcdes HE-B e HE-AE (2 mg) foram dissolvidos em 1 ml de acetona seca e &cido
p-toluenossulfonico liofilizado (2 mg). A solucéo foi agitada (3 h) e, em seguida, a reacdo foi
interrompida pela adicdo de uma solucdo aquosa de NaOH a neutralidade. Estas solucdes
foram centrifugadas e o soltvel removido e evaporado até a secura sob uma corrente de No.
As amostras foram dissolvidas em H,O-MeOH (7:3, v / v) e analisada por UHPLC-MS como

descrito acima.

3.4 DILUICAO DO EXTRATO E FRACOES.

O extrato, as fracdes e os compostos foram diluidos com agua destilada com a adi¢ao
de Tween 80® 0,5%, a frio, antes de cada experimento.

3.5 DROGAS E SAIS

Para a execucéo dos protocolos experimentais foram utilizados: acetato de sodio, acido
ascorbico, acido cloridrico, &cido etanosulfonico 4-2-hidroxietilpiiperazina-1 (HEPES), acido
fosforico, acido sulfarico, acido tricloroacético, balsamo do Canada, carbonato de sodio,
carboximetilcelulose, cloreto de magnésio, cloreto de sddio, cloreto de potassio, etanol,
eosina, fenolftaleina, fostato de sédio monobasico, hematoxilina, L-tirosina, molibdato de

amonio, nitrato de sédio, nitrito de sddio, sulfato ferroso, Triton X-100, Tween 20, vermelho
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de fenol, xilol (Vetec, Rio de Janeiro, Brasil). Acido acético, etanol, formaldeido, peréxido de
hidrogénio, metanol (Neon reagentes, S&o Pulo, Brasil), BHT, Frutose, glicose, reativo de
Folin sacarose, xilenol laranja (Synth, Sdo Paulo, Brasil). Insulina (Lilly, Indianopolis, EUA).
Domperidona (Janssen, Sao José dos Campos, Brasil). Dimetilformamida, citrato de sodio,
acido etilenodiaminotetracético (EDTA), formaldeido e parafina (Merck Biosciences,
Darmstadt, Alemanha). Acetilcolina, acido clorogénico, acido cafeico, acido p-coumarico,
acido periodico, albumina de soro bovino (BSA), alcian blue, alfa-naftil-etilenodiamina,
anticorpo  anti-tubulina  (T-3526), atropina, cinarina (&cido 1,5-dicafeoilquinico),
diclorofluoresceina (DCFH), dicloro-nitro-benzeno (CDNB), estreptozotocina, glutatona
redutase, guanetidina, glutationa reduzida (GSH), hexadeciltrimetilaménio (HTAB),
indometacina, nitroblue-tetrazolium (NBT), N-etilmaleimida (NEM), N-w-nitro-L-arginina
metil éster (L-NAME), nitroprussiato de sodio, omeprazol, ouabaina, pirogalol,
prostaglandina E, (PGE;), reativo de Schiff, rutina, serotonina, sulfanilamida
tetrametilbenzidina (TMB), TRIS-HCI, 5,5’-ditiobis 2-acido nitrobenzoico (DTNB), B —
fosfato de dinucleotideo de nicotinamida e adenina reduzido B-NADPH (Sigma-Aldrich Co.,
St. Louis, USA). Cetamina e xilazina (Syntec, Cotia, Brasil). Reagente de Bradford (Bio Rad,
Hercules, CA, USA) Anticorpo policlonal anti-nNOS (sc-5302), anticorpo secundario
conjugado (SC-2060) a peroxidase secundéario (Santa Cruz Biotechnology ©, EUA).
Aminoguanidina (Cayman Chemical Company, Michigan, EUA).

3.6  ANIMAIS

Foram utilizadas ratas (Ratus norvegicus, variedade Wistar) adultas, com peso
variando entre 200 a 250 g, fornecidas pelo Biotério da Universidade Federal do Parana e
mantidas sob condi¢des controladas de temperatura e iluminacdo (ciclo claro/escuro de 12
horas), com acesso livre a &gua e racdo. Foi utilizado o estbmago de um coelho (Oryctolagus
cuniculuc) albino, com peso variando entre 1 a 2 kg, oriundo do Biotério da Pontificia
Universidade Catolica do Parana (PUC-PR).

Os protocolos experimentais que utilizaram animais estdo de acordo com as normas
internacionais e foram aprovados pelo Comité de Etica em Experimentacio Animal da UFPR,

com o numero de protocolo 500 e 674.
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3.7 TESTE DE ATIVIDADES GERAIS E TOXICIDADE AGUDA

O teste de atividades gerais foi realizado de acordo com o desrito por LITCHFIELD e
WILCOXON (1949) com o objeto de detectar sinais de qualquer possivel efeito
farmacoldgico e/ou tdxico produzido pelo SE em animais conscientes. Adicionalmente, neste
experimento também determinamos o valor da dose letal 50% (DLso) para o SE. Assim,
camundongos fémeas, mantidos em jejum de 12 h com acesso livre a agua, foram separados
randomicamente em grupos de 6 animais e receberam uma Unica administragdo oral ou
intraperitoneal de doses crescentes do SE (0,005; 0,05; 0,5 e 5 g/kg). Apos o tratamento, cada
animal foi colocado sobre uma superficie plana e observado continuamente durante a primeira
hora e entdo sucessivamente a cada hora durante as primeiras seis horas e, posteriormente,
duas vezes ao dia, durante sete dias, para a verificacdo da ocorréncia de possiveis sinais
indicativos de algum efeito farmacoldgico e/ou toxico (tremores, convulsdes, hipoatividade,
ataxia, letargia, e outros). Os animais do grupo controle receberam veiculo (agua + Tween 80
0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0.) ou solucdo salina (NaCl 0,9%, 0,1 mL/100g, i.p). Ao fim do
periodo de observacao, a dose requerida para provocar a morte em 50% dos animais testados
(DLso) para cada via de administracao foi determinada e expressa em g/kg de peso corporeo.

3.8 ULCERA GASTRICA AGUDA INDUZIDA POR ETANOL 98%

As lesbes gastricas induzidas por etanol foram realizadas segundo metodologia
descrita por ROBERT e colaboradores (1979). As ratas foram mantidas em jejum de 18 h com
acesso livre a agua, separados em diferentes grupos, tratados oralmente com veiculo (dgua +
Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0.), omeprazol (40 mg/kg) ou diferentes doses do SE (1-
100 mg/kg). Sessenta minutos ap6s o tratamento foi administrado etanol 98% [0,5 ml/200 g,
via oral (v.0.)], um agente necrotizante para inducdo da leséo gastrica. A eficacia das
diferentes fragbes do SE também foi avaliada através da lesdo induzida por etanol, nesta
ocasido as doses de cada fracdo foram calculadas com base na DEsy do SE nesse modelo

\experimental e do rendimento de obtengcdo de cada fragdo. Assim, os animais foram
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oralmente tratados com veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0.1 mL/100 g), omeprazol (40
mg/kg) ou as fracdes SE-C (0,01 mg/kg), SE-AE (0,15 mg/kg), SE-B (0,30 mg/kg), SE-EAE
(0,29 mg/kg), SE-A (1,68 mg/kg) e como descrito anteriormente, apds 60 min receberam
etanol 98% (0,5 mL/200 g, v.0.).

Em virtude dos resultados obtidos nos experimentos descritos anteriormente, em
outros grupo de experimentos, os animais foram pré-tratados com veiculo (dgua + Tween 80
0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0), omeprazol (40 mg/kg, v.0), SE [0,1-1 mg/kg, intraperitoneamente
(i.p)], fracdo SE-AE (0,15 e 0,015 mg/Kkg, i.p), acido 1,5-O-dicafeoilquinico (Sigma-Aldrich,
5,7 ug/kg, v.0) ou acido 1,3-O-dicafeoilquinico isolado da fracdo SE-AE (5,7 pg/kg, v.0).
Sessenta minutos ap6s 0s pré-tratamentos orais e trinta minutos apos os pré-tratamentos
intraperitoneais os animais receberam etanol (0,5 mL/200 g, v.0.), como descrito

anteriormente.

Em todos os experimentos, os animais foram eutanaziados 60 min apds a
administracdo do etanol 98%, sendo que os estdbmagos foram removidos, abertos pela
curvatura menor, estendidos e fotografados para a analise das lesbes gastricas. A avaliacdo
dessas les6es foi realizada através do programa ImageTool® Versdo 3.0, no qual foi possivel
mensurar a area total lesionada de cada estomago em mm?. Os resultados foram expressos em

mm? de area lesionada.

3.9 ULCERA GASTRICA AGUDA INDUZIDA POR ETANOL 98% EM RATAS
PREVIAMENTE TRATADAS COM  N-ETILMALEIMIDA (NEM) OU
INDOMETACINA.

Em virtude dos resultados obtidos nos experimentos descritos anteriormente e a
quantidade de composto isolado disponivel, os protocolos apresentados a partir desse ponto
foram realizados apenas para avaliar os efeitos da fracdo SE-AE.

As lesbes gastricas induzidas por etanol em ratas previamente tratadas com NEM
foram realizadas segundo metodologia descrita por LUIZ-FERREIRA e colaboradores
(2010), enguanto que as lesBes gastricas induzidas por etanol em ratas previamente tratadas

com indometacina foram realizadas segundo metodologia descrita por DIAS e colaboradores
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(2001). Ratas mantidas em jejum de 18 horas com acesso livre a agua foram separados em 3
grupos e tratados intraperitonealmente com NEM (10 mg/kg), indometacina (10 mg/kg) ou
solucdo salina (0,1 mL/100g). Apdés 30 min, cada um dos quatro grupos anteriores foi divido
em dois subgrupos (n=6), os animais de cada subgrupo receberam oralmente veiculo (dgua +
Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g) ou a fracdo SE-AE (0,15 mg/kg). Decorridos 30 min, todos
0S grupos experimentais receberam etanol 98% (0,5 mL/200 g, v.0.) para indugdo da leséo
gastrica. A seguir, os animais foram eutanaziados 60 min apds a administracéo do etanol 98%,
sendo que os estdbmagos foram removidos, abertos pela curvatura menor, estendidos e

fotografados para a analise das lesdes gastricas como descrito anteriormente no item 3.7.

3.10 ULCERA GASTRICA AGUDA INDUZIDA POR INDOMETACINA

As lesBes gastricas induzidas por indometacina foram realizadas segundo metodologia
descrita por MORIMOTO e colaboradores (1991) com poucas modificacdes. As ratas,
mantidas em jejum de 12 h com acesso livre a agua, separados em diferentes grupos, foram
oralmente pré-tratadas com veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g), omeprazol (40
mg/kg), prostaglandina E2 (PGE,, 20ug/kg) ou a fracdo SE-AE (0,15 e 1,5 mg/kg). Para a
inducdo da Ulcera géastrica, decorridos sessenta minutos dos pré-tratamentos, foi administrado
0 AINE indometacina (80 mg/kg, 2 mL/200 g, v.0.). Seis horas apds a administracdo do
AINE, os animais foram eutanaziados, os estdmagos removidos, abertos pela curvatura
menor, estendidos e fotografados para a analise das lesGes gastricas como descrito

anteriormente no item 3.7.

3.11 QUANTIFICACAO DE MUCO ADERIDO NA MUCOSA GASTRICA

Amostras teciduais das regides do corpo gastrico de animais dos diferentes grupos
experimentais submetidos & inducéo das lesbes gastricas agudas por etanol ou indometacina
foram pesadas e incubadas em 5 mL de solucdo de Alcian Blue 0,1% preparada em uma
solucgéo de sacarose 160 UM e acetato de sodio 50 mM (pH 5), onde permaneceu corando por
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2 h em temperatura ambiente. O excesso de Alcian Blue foi removido através de duas
lavagens sucessivas com sacarose 250 mM, a primeira por 15 min e a segunda durante 45
min. Depois, o conteudo de corante no tecido complexado com o muco gastrico foi extraido
com solucdo de cloreto de magnésio 500 mM durante 2 h. O material extraido foi entdo
misturado com igual volume de éter dietilico e centrifugado a 3600 rpm por 10 min. A
absorbancia foi determinada em comprimento de onda de 598 nm. O contedo de muco foi
calculado usando uma curva padrdo de Alcian Blue (6,25-100 ug) e os resultados foram

expressos em pg Alcian Blue/g tecido (CORNE et al., 1974).

3.12 ULCERA GASTRICA CRONICA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO 80%

As lesdes gastricas induzidas por acido acético seguiram a metodologia originalmente
proposta por OKABE e colaboradores (1971), com poucas modifica¢fes. As ratas, mantidos
em jejum de 18 horas com acesso livre a 4gua, pesadas, separadas em diferentes grupos de 8
animais, foram anestesiadas com xilazina e cetamina (10 mg/kg e 5 mg/kg, i.p.,
respectivamente), tendo a parede abdominal aberta e 0 estbmago exposto. Para a inducdo de
Ulceras, um cilindro de vidro de 6 mm de didmetro foi aplicado sobre a serosa do estdmago,
no qual foi injetado 500 pL de &cido acético 80%. Ap6s 1 min, o acido foi aspirado e
substituido por solucdo salina para limpeza do local. Em seguida a salina foi aspirada, o local
foi seco com o auxilio de uma haste com algoddo. Entéo, o cilindro foi retirado da superficie
do estbmago e a parede abdominal foi suturada. Apos a recuperacao da anestesia, 0s animais
retornaram ao biotério e permaneceram em regime de restricdo alimentar com consumo livre
de &gua até o dia seguinte, quando entdo iniciou-se o periodo de tratamento. O tratamento
consistiu na administracdo por via oral de veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g),
omeprazol (20 mg/kg) ou diferentes doses de SE-AE (0,1; 1 e 10 mg/kg v.0). O tratamento
foi iniciado no segundo dia ap0s a cirurgia, realizado 30 min apos a retirada da racdo e teve
duracdo de sete dias. Ao final do periodo de tratamento, os animais foram eutanaziados, 0
estdmago removido e esticado para posterior analise. A avaliacdo das lesdes géstricas foi feita

pela medida do comprimento x altura (mm?) da lcera, utilizando uma régua graduada.
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3.13 ULCERA GASTRICA CRONICA INDUZIDA POR ACIDO ACETICO 80% EM
RATAS DIABETICAS

De acordo com método previamente descrito por HARSCH e colaboradores (2003), a
inducdo do Diabetes mellitus foi realizada por uma Unica injecdo intraperitoneal de
estreptozotocina (STZ), 50 mg/kg, diluida em tampéo citrato 0,01 M, pH 4,5, em ratas
previamente submetidas a um jejum sélido por 18 horas. Animais do grupo veiculo receberam
apenas o tampdo citrato 0,01 M, pH 4,5- 0,1 mL/Kkg, i.p. Os niveis de glicose sanguinea em
jejum foram mensurados trés dias apos a injecdo de STZ, em amostras sanguineas coletadas
da veia caudal de cada animal, utilizando um glicosimetro Accu-chek Active (Roche, New
Jersey, NY, USA). Animais que apresentaram valores de glicemia acima de 250 mg/dL foram
considerados diabéticos, como descrito por DE MORAES (2014).

Transcorridos 28 dias, ratas com valores de glicemia superior a 250 mg/dL foram
submetidas a um jejum solido por 18 horas. A indugdo das Ulceras crénicas gastricas foi
realizada da mesma forma que descrito na secdo anterior (item 4.12). Apés a inducdo das
lesbes gastricas, da sutura da parede abdominal e recuperacdo anestésica, 0s animais
retornaram ao biotério e permaneceram em regime de restricdo alimentar com consumo livre
de 4gua até o dia seguinte. A partir do segundo dia ap6s a inducdo da Ulcera, os animais foram
divididos em diferentes grupos experimentais, tratados duas vezes ao dia, durante sete dias
com veiculo (dgua + Tween 80 0,5% - 0,1 ml/100 g, v.0.), insulina (6 U/dia s.c.), omeprazol
(40 mg/kg, v.0), acido ascérbico (40 mg/kg, v.0) ou a fracdo SE-AE (1,0 e 10 mg/kg, v.0).
Apenas o tratamento com insulina foi iniciado a partir do terceiro dia de inducdo do diabetes.
Ao término dos tratamentos, a glicemia em jejum foi novamente mensurada como descrito
anteriormente e amostras sanglineas foram coletadas da veia caudal de cada animal para
mensuracdo dos niveis de hemoglobina glicada, o qual foi realizado utilizando um kit
comercial (Glycohemoglobin HbA; Test SP, In vitro, latbira, MG, BR). Ap0s estes
procedimentos, 0s animais foram eutanaziados, o0s estbmagos removidos pela curvatura menor

e as areas das lesdes quantificadas como descrito anteriormente no item 3.12.
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3.14 AVALIACAO MICROSCOPICA

3.14.1 Avaliacao histopatoldgica

O método para avaliacdo microscopica foi realizado de acordo com KALLAYA e
colaboradores (2006) com poucas modificagdes. A porgédo ulcerada de amostras provenientes
de estdmagos previamente submetidos & lesdo gastrica induzida por &cido acético foram
fixadas durante 24 h em ALFAC (etanol 85%, formol 10% e acido acético (5%). Logo apds as
amostras foram desidratadas, embebidas em parafina, cortadas em finas se¢oes de 7 um.

Para avaliacdo de mudancas histopatolégicas e da extensdo das lesGes gastricas, uma
parte das laminas com os cortes histoldgicos obtidos foram submetidas a coloracdo de
hematoxilina e eosina (HE), desidratadas em uma série ascendente de alcoois, diafanizadas
em xilol e montadas entre ldamina e laminula. As andalises de mudancas histopatoldgicas e da
extensdo das Ulceras foram observadas e fotografadas em scanner de laminas (Meta Viewer
Version 2.0.100, MetaSystems, North Royalton, OH, USA).

3.14.2 Avaliacéo histoquimica do contetido de mucinas

A analise histoquimica para mucina foi realizada de acordo com MOWRY e
WINKLER (1956), a fim de verificar as alteragbes no conteudo de mucinas da mucosa
gastrica apos a inducdo das Ulceras pelos diferentes modelos experimentais e os efeitos dos
diferentes tratamentos nestas alteracGes. Desta forma, os cortes histologicos obtidos como
descrito anteriormente foram oxidados em acido periddico 0,5% por 5 min, lavados em agua
destilada, corados com reativo de Schiff por 20 min e lavados em agua sulfurosa e em agua
corrente. Finalmente, as laminas foram contracoradas com hematoxilina por 20 s, desidratadas
em uma série ascendente de alcoois, diafanizadas em xilol e montadas entre lamina e
laminula. As laminas foram observadas em microscopio 6ptico trinocular (Olympus BX 40,
Olympus Optical do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR) e fotografadas em cémera de captura
(Olympus DP 71, Olympus Optical do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR) e as glicoproteinas
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(mucinas) coradas pelo acido periddico de Schiff (PAS) foram quantificados com o programa

ImageJ® de acordo com descrito por PEREIRA e colaboradores (2012).

3.15 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS DE ATIVIDADE DA ENZIMA
MIELOPEROXIDASE (MPO)

A MPO é uma enzima encontrada primariamente nos granulos azurofilos dos
neutréfilos e comumente usada como um marcador do conteudo tecidual de leucdcitos
polimorfonucleares como os neutréfilos que migram para o local do estimulo inflamatério. O
método baseia-se na liberacdo de MPO para o tecido lesado e foi realizado de acordo com
descrito por BRADLEY e colaboradores (1982).

Amostras compostas da porcdo ulcerada, incluindo base e margem da Ulcera, da
mucosa gastrica de ratas normoglicémicas e diabéticas submetidas as lesbes gastricas
induzidas por acido acético foram pesadas e homogeneizadas com tampéo fosfato de potassio
(200 mM) pH 6,5. O homogenato obtido foi centrifugado a 10000 rpm durante 20 min e,
posteriormente, o precipitado obtido foi ressuspendido com 1 mL de tampdo fosfato de
potassio 80 mM na presenca de 0,5% de hexadeciltrimetilambnio (HTAB). Apoés
homogeinizacao, as amostras foram novamente centrifugadas (12000 rpm, 20 min a 4 °C) em
microcentrifuga de alta velocidade refrigerada (5415 R — Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP,
BR) e triplicatas de aliquotas de 30 uL do sobrenadante de cada amostra, ou agua destilada
(branco), foram acrescidas de 220 pL de uma solugdo reacional (100 pL de tampao fosfato 80
mM, 85 uL de tampao fosfato 22 mM e 15 pL de H,O, 0,017%) em placas de 96 pocos. A
reacdo foi iniciada com a adigdo de 20 pL de tetrametilbenzidina (TMB), um substrato
enzimatico que resulta num produto colorido, em cada pogo. As amostras foram entdo
incubadas por 3 min a 37 °C, e a reagdo foi interrompida pela adi¢ao de 30 pL de acetato de
sodio 1,46 M (pH = 3,0) em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada em
espectofotdmetro a 620 nm. Os resultados foram expressos como unidade de densidade optica

(D.0O)/mg de proteina/ 3 minutos.
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3.16 QUANTIFICACAO IN VITRO DOS NIVEIS DE ATIVIDADE DA MPO

Para verificar se 0 SE ou a fracdo SE-AE possuem efeito inibitorio direto, in vitro,
sobre a atividade da MPO, decidiu-se realizar outro experimento, no qual o extrato e a fragdo
foram incubados diretamente em amostras de tecido néo lesado e tecido ulcerado. Para esse
experimento, as amostras teciduais foram preparadas conforme o protocolo descrito
anteriormente (secdo 3.15). As amostras teciduais ulceradas representam amostras de ulceras
obtidas dos animais tratados somente com veiculo e, portanto, com esperado nivel de
leucdcitos polimorfonucleares. Para a realizacdo do teste foi utilizada placa de 96 pocos, onde
foram adicionadas triplicatas de 30 pL do sobrenadante de cada amostra por pogo, ou agua
destilada (branco) e em seguida o extrato ou a fracdo foram incubados por 15 min a
temperatura ambiente em diferentes concentragdes (0,1; 1; 10 e 100 pg/mL). ApoOs esse
periodo de incubacdo, foram adicionados H,O, e TMB. A atividade enzimética foi
determinada em espectofotdmetro a 620 nm e os resultados expressos como D.O./mg de

proteina/ 3 minutos.

3.17 AVALIACAO DE INDICADORES NAO ENZIMATICOS DO ESTRESSE
OXIDATIVO

Para as andlises dos pardmetros ndo enzimaticos do estresse oxidativo, amostras
coletadas das lesdes gastricas foram homogeneizadas em tampéo fosfato 200 mM (pH 6,5) a
4°C. O homogenato obtido foi utilizado para determinacdo dos niveis de glutationa reduzida
(GSH) e espécies reativas de oxigénio (EROs).
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3.17.1 Quantificacdo dos niveis de glutationa reduzida(GSH)

Os niveis de GSH na mucosa gastrica de ratas submetidas as lesdes gastricas induzidas
por etanol, indometacina ou &cido acético foram determinados pelo método de SEDLAK e
LINDSAY (1968). Em 50 pL de homogenato foram adicionados 40 pL de 4cido
tricloroacético (ATC) 12,5% e os tubos foram agitados em um agitador de tubos AP 56
(Phoenix, Araraquara, SP, BR) e centrifugados por 15 min a 3.000 rpm em microcentrifuga de
alta velocidade refrigerada (5415 R — Eppendorf do Brasil, S&o Paulo, SP, BR).
Posteriormente, triplicatas de aliquotas de 10 pL do sobrenadante, ou agua destilada (branco),
foram adicionadas a 290 pL de tampdo TRIS 0,4 M (pH 8,9) em placa de 96 pocos. A reacdo
foi iniciada com a adi¢do de 5 uLL de DTNB (5,5’-ditiobis 2-acido nitrobenzoico) 1 mM, 5
min 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

padrdo de GSH (0,375-3 pg), com os valores expressos em pg de GSH/g de tecido.

3.17.2 Quantificacdo intracelular das espécies reativas de oxigénio (EROs)

A determinacdo de espeécies reativas de oxigénio presentes na mucosa gastrica de ratas
normoglicémicas e diabéticas submetidas as lesdes gastricas induzidas por acido acético foi
realizada de acordo com KESTON e BRANDT (1965) com modificagbes de DONG e
colaboradores (2008). O ensaio consistiu na oxidagdo da sonda fluorescente DCFH
(diclorofluoresceina) por espécies reativas de oxigénio, a fluorescéncia emitida foi medida em
um espectrofluorimetro. Para a realizagdo deste método, 200 uL. do homogenato, ou agua
destilada (branco), foi incubado com 30 uL. de DCFH-DA (10 pM) por 40 min ao abrigo da
luz. Apds o periodo de incubacéo, triplicatas de aliquotas de 300 uL do homogenato foram
transferidas para placa de 96 pocos e a fluorescéncia foi mensurada em espectrofluorimetro.
Todas as medidas foram feitas utilizando comprimento de onda com excitagcdo de 488 nm e

emissao de 520 nm.
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3.18 AVALIACAO DE INDICADORES ENZIMATICOS DO ESTRESSE OXIDATIVO

Para as andlises dos parametros enzimaticos do estresse oxidativo, amostras coletadas
da porcdo ulcerada (incluindo margem e base da Ulcera) de estdmagos de ratas diabéticas
submetidas a inducdo de Ulcera por acido acético foram homogeneizadas em tampéo fosfato
200 mM (pH 6,5) a 4°C. Apo6s a homogeneizacdo, as amostras foram centrifugadas a 8900
rpm durante 20 min a 4 °C em microcentrifuga de alta velocidade refrigerada (5415 R —
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR). O sobrenadante obtido foi coletado e utilizado para
determinacdo do nivel protéico e atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), catalase

(CAT), glutationa S-transferase (GST) e glutationa peroxidase (GPx).

3.18.1 Dosagem de proteinas

As concentracGes de proteina foram determinadas pelo método de Bradford utilizando
albumina de soro bovino como padréo (1,0 — 0,0625 mg/kg) e realizada de acordo com as

instrucdes do fabricante.

3.18.2 Quantificacdo dos niveis da atividade da enzima superoxido dismutase (SOD)

A atividade da SOD foi determinada de acordo com o método de MARKLUND e
MARKLUND (1974) e baseia-se na capacidade da SOD em inibir a auto-oxidagdo do
pirogalol. As reacOes foram realizadas em tampéo Tris HCl 200 mM com EDTA 2 mM em
pH 8,5 a temperatura ambiente. Em tubos de polipropileno, triplicatas de 20 puL de aliquota do
sobrenadante foram misturadas com 442,5 plL de tampdo Tris — EDTA. Apo0s agitagdo em
agitador de tubos AP 56 (Phoenix, Araraquara, SP, BR), 25 uL de pirogalol 1 mM foram
adicionados e a solugéo foi incubada por 20 min. A reacédo foi interrompida com 12,5 pL de
HCI 1N. Os tubos de polipropileno foram centrifugados a 4000 rpm durante 4 min a 4 °C em

microcentrifuga de alta velocidade refrigerada (5415 R — Eppendorf do Brasil, S&o Paulo, SP,
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BR). e 300 uL do sobrenadante obtido foi pipetado em microplaca para leitura em
espectrofotdbmetro a 205 nm. Os resultados foram comparados com o controle (Tampdao Tris-
EDTA com pirogalol sem incubacdo + média sem amostra e sem incubacao), sendo este valor
igual a 100%. A quantidade de proteina que inibiu a reacdo em 50% (IC50) equivale a 1
unidade (U) de SOD. Os resultados foram expressos em U de SOD/mg de proteina.

3.18.3 Quantificagdo dos niveis da atividade da enzima catalase (CAT)

A determinacdo da atividade da CAT presente na mucosa gastrica foi realizada com
base no método de AEBI (1984). Para realizacdo deste ensaio, triplicatas de 5 pL do
sobrenadante de cada amostra, ou de agua destilada (branco), foi pipetado em microplaca de
96 pogos e acrescido de 195 puLL de uma solugéo reacional (tampéo Tris/ EDTA 5mM, pH 8,0,
perdxido de hidrogénio 30% e agua destilada) e imediatamente lidas em espectofotdmetro sob

absorbancia de 240 nm. Os resultados foram expressos em umol/mg de proteina/min.

3.18.4 Quantificacdo dos niveis da atividade da enzima glutationa-S-transferase (GST)

A determinacdo da atividade da GST foi realizada com base no método de HABIG e
colaboradores (1974). A atividade especifica da GST foi determinada pela conjugacdo do
dicloro-nitro-benzeno (CDNB) com GSH, formando um tioéter que pode ser monitorado pelo
aumento de absorbancia. Assim, triplicatas de 100 puL do sobrenadante foram adicionados a
200 pL de solugédo-reacdo contendo CDNB 3 mM (diluido em etanol 98%) e GSH 3 mM. A
atividade da GST foi quantificada em intervalos de 10 s durante 1 min, em espectrofotdmetro

a 340 nm e expressa em nmoles/mg de proteina/min.
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3.18.5 Quantificacdo dos niveis da atividade da enzima glutationa peroxidase (GPx)

Triplicatas de um volume de 10 pL do sobrenadante ou agua destilada (para o branco)
foi misturado com 130 pL de solugdo-reagdo (3,08 mM de azida de sodica, 0,31 mM de f3-
NADPH, 1,54 unidades/mL de glutationa redutase de levedura e 3,08 mM de GSH em 100
mM de tampdo fosfato de sédio, pH 7,0) em uma placa de 96 pocos. Apds 2 min de
estabilizacdo, a reacdo foi iniciada pela adicdo de 60 pL de peroxido de hidrogénio 5 mM em
tampdo fosfato de sddio 100 mM , pH 7.0. O decréscimo de absorbéncia foi imediatamente
medida a 340 nm por 1 min em intervalos de 10 s. A atividade da GPx foi expressa em
mmoles/mg de proteina/min. (LAWRENCE e BURK, 1976).

3.19 AVALIACAO DA SECRECAO GASTRICA

Esse protocolo experimental foi realizado de acordo com SHAY e colaboradores em
1945. Os animais foram mantidos em jejum de 18 h com acesso livre a agua. Os animais
receberam veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0), SE-AE (0,15 mg/kg, v.0, i.p
ou i.d) ou omeprazol (40 mg/kg, v.0). Os tratamentos pela via oral foram realizados 60 min
antes do inicio da cirurgia, enquanto que os tratamentos pela via intraperitoneal foram
realizados 30 min antes do inicio da cirurgia e os intraduodenais no momento da cirurgia.
Para a ligadura pildrica, as ratas foram anestesiados com xilazina e cetamina (10 e 5 mg/kg,
i.p., respectivamente) e através de uma incisdo de cerca de 2 cm no abddémen, o estdmago foi
localizado e realizada a ligadura do esfincter pilérico com auxilio de um fio de sutura, a
parede abdominal foi suturada apds esse procedimento. Transcorrido 4 h da cirurgia os
animais foram eutanaziados e seus estdmagos removidos apds pingamento do eséfago para
evitar perda do contetdo acido secretado. O estdbmago foi lavado com agua, seco com uma
gaze e aberto ao longo da curvatura menor. A mucosa foi lavada com 3 mL de agua destilada,
recolhendo-se 0 suco gastrico e o conteddo proveniente da lavagem da mucosa em tubos de
ensaio para a centrifugacdo (1.500 rpm, durante 20 min). Apds a centrifugagédo, o volume
gastrico (mL) foi quantificado em proveta e a acidez total (mEq[H"]/mL) foi quantificada por
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titulagcdo simples com NaOH 0,1 N, utilizando fenolftaleina 2% como indicador acido-base
(DOMER, 1971).

3.20 QUANTIFICACAO DA ATIVIDADE PEPTICA

A pepsina € uma enzima digestiva que atua sobre proteinas no processo de
quimificagdo e é ativada em meio acido pela conversdo do pepsinogénio em pepsina. Assim
como o acido cloridrico, a pepsina também é considerada um fator agressor enddgeno da
mucosa gastrica. Esta metodologia foi realizada de acordo com o descrito por ANSON (1938)
com algumas modificagBes. Assim, amostras (100 pL) de suco gastrico foram coletadas como
descrito anteriormente (item 4.20), tranferidas para tubos de polipropileno e incubadas com
500 pL de solucao de albumina bovina (5 mg/mL HCI 0,06N) a 37 °C por 10 min. A reacao
foi interrompida, adicionando-se 500 pL de é&cido tricloroacético 10% e os tubos foram
centrifugados a 4000 rpm durante 20 min em microcentrifuga de alta velocidade (5415 R —
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR). A seguir, 1 mL do sobrenadante foi separado e
alcalinizado com 5 mL de carbonato de sodio 0,55 M. Posteriormente, 500 L de reagente de
Folin 1 N foi adicionado aos tubos, que foram incubados por 30 minutos em temperatura
ambiente. Ap6s o periodo de incubacdo, aliquotas de 300 pL de cada tubo foram transferidas
para placa de 96 pocos e a absorbancia das solucbes foi determinada por leitura
espectrofotométrica a 660 nm. Os valores individuais foram interpolados em uma curva

padrdo de tirosina (6,25-200 g/mL) e os resultados expressos em mmol de tirosina/mL/4 hrs.

3.21 QUANTIFICACAO DOS NIVEIS SERICOS DE GASTRINA

Os niveis séricos do hormdnio gastrina foram medidos no sangue de animais nao
ulcerados e ulcerados com acido acético, tratados com veiculo (agua + Tween 80 0,5% - 0,1
ml/100 g), omeprazol (20 mg/kg) ou a fragdo SE-AE (1,2 mg/kg) duas vezes ao dia, durante

sete dias utilizando um kit comercial para deteccdo de gastrina no soro por imunoensaio
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enzimatico (Biorbyt, Cambridge, Cambridgeshire, UK) e seguindo as instrucfes do fabricante
do Kit.

3.22 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE DA H'/K*-ATPASE

Para o isolamento e verificacdo da atividade da enzima H*,K*-ATPase foi utilizado o
estdmago de coelho (Oryctolagus cuniculus) albino. O animal foi eutanaziado por uma dose
letal de quetamina e xilazina (300 mg/kg e 30 mg/kg, respectivamente, intra-cardiaca), porém
antes da eutanazia o animal foi anestesiado com quetamina e xilazina (100 mg/kg e 10 mg/kg,
respectivamente, intra-muscular). O estdmago foi removido, colocado imediatamente em
banho de gelo, aberto pela curvatura maior, lavado e teve as regides do antro e do fundo
foram descartadas. A seguir realizou-se a separacdo da mucosa da regido do corpo e
procedeu-se o isolamento dos microssomos gastricos através da homogeneizagao do tecido da
mucosa em tampé&o Tris.HCI 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%, na proporcdo de 5
volumes de tampdo para cada grama de tecido. O homogenato produzido foi centrifugado a
5.000 rpm durante 20 min em microcentrifuga de alta velocidade refrigerada (5415 R —
Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR), o precipitado descartado e o sobrenadante
novamente centrifugado a 30.000 r rpm durante 1 h em microcentrifuga de alta velocidade
refrigerada (5415 R — Eppendorf do Brasil, Sdo Paulo, SP, BR). Todos 0s procedimentos
foram realizados a temperatura de 4 °C .

A proxima fase foi a de purificacdo da H'/K*-ATPase e foi realizada por centrifugagio
em gradiente descontinuo de sacarose. O precipitado obtido da centrifugagdo 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 h em uma micro-centrifuga de alta rotacdo (Himac CP 90B, Hitachi, Tokio,
Japdo). Duas bandas pequenas e um precipitado foram obtidos. As membranas sedimentadas
na superficie da solugédo de sacarose 30% foram coletadas obtendo-se, assim, 0s microssomos
purificados contendo a enzima H*/K*-ATPase gastrica (KUBO et al., 1995). O material

enzimatico foi, entdo, congelado e guardado a -70 °C até o0 momento do uso.
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O contetdo de proteina presente na amostra foi determinado em placa de 96 pogos

com o reagente de Bradford, utilizando curva padrdo de albumina (0,0625-1 mg/mL).

Na fase de caracterizagdo da H'/K'-ATPase, realizou-se o bloqueio especifico da
bomba de protons pelo inibidor omeprazol (345 pg/mL), e a fim de descartar a presenca de
Na'K*-ATPase utilizou-se a ouabaina (728 pg/mL), um inibidor especifico de Na'/K'-
ATPase.

Finalmente a atividade ATPasica foi determinada mediante quantificacdo do fésforo
inorganico (Pi) liberado da hidrélise de ATP exdgeno, na presenca de K*, pela enzima. A
reacdo foi iniciada pela adicdo de 37,5 pg de proteina enziméatica a 500 yL 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 reacdo foi encerrada apds 20
min de incubacdo a 37 °C pela adi¢do de 50 pL de ATC 50% e esfriamento rapido em banho
de gelo. O fosfato inorgéanico produzido foi determinado através da adicdo as amostras de 1,5
mL da solucdo reagente contendo de agua (4,7 mL), acido sulfarico 10 N (0,7 mL), molibdato
de amonio 2,4% (0,6 mL) e &cido ascorbico 10% (3 mL). As amostras foram incubadas por 20
min em banho-maria a 37 °C e a leitura da placa realizada em espectrofotdmetro a 820 nm. O
reagente foi preparado no momento do uso. A atividade enzimatica foi calculada usando o
coeficiente de extin¢do do Pi (¢ = 11.000/M/cm) (MURAKAMI et al., 1992). Para se verificar
a acdo da fracdo SE-AE sobre o funcionamento da enzima foram utilizadas as concentractes

de 1, 10 e 100 pg/mL, e todos os testes foram feitos em triplicata em duas ocasides diferentes.

3.23 AVALIACAO DO ESVAZIAMENTO GASTRICO

Para realizacdo deste protocolo experimental, a inducdo do Diabetes mellitus foi
realizada com descrito anteriormente (item 3.13). Decorridos 14, 28, 42 e 56 dias ap0ds a
inducdo experimental do diabetes (valores de glicemia acima de 250 mg/dL), ratas com
valores de glicemia superior a 250 mg/dL foram submetidas a um jejum sélido por 12 h,
pesadas e receberam 1,4 mL do marcador colorido semi-solido (vermelho de fenol 0,5 % em
carboximetilcelulose 1,5 %) por via oral. Ap6s 20 min os animais foram eutanaziados. A

cavidade abdominal foi aberta e com o piloro e a parte distal do eséfago pingados o estbmago
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foi retirado com seu conteudo, aberto e lavado com 7 mL de &gua destilada. O conteido
gastrico coletado foi centrifugado a 1500 rpm, 30 min. A 150 pL do sobrenadante foi
adicionado igual volume de NaOH 0,025 N (pH 12) e a solucdo obtida foi lida em
espectrofotdbmetro a 560 nm. Também foi realizado uma curva controle (tempo zero), através
de um grupo de 6 animais que receberam vermelho de fenol (0,5 mg/mL) e logo apds foram
sacrificados, sendo assim considerados com 0 % de esvaziamento. Os resultados foram
expressos em porcentagem de esvaziamento gastrico em relacéo ao grupo controle tempo zero
(SCARPIGNATO et al, 1980).

Em segundo experimento, ratas diabetizadas ha 14 dias, submetidas a um jejum sélido
por 12 h, pesadas e separadas em grupos de 6 animais, foram tratadas com veiculo (agua +
Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0), insulina (6 Ul/ dia, s.c), domperidona (20 mg/kg,v.0),
acido ascorbico (300 mg/kg, v.0) ou SE-AE ( 1,0; 10 e 100 mg/kg,v.0) uma vez ao dia,
durante 42 dias. Apenas o tratamento com insulina foi iniciado a partir do terceiro dia de
inducdo do diabetes. Ao final do periodo de tratamento, a glicemia em jejum foi mensurada e
amostras sanguineas foram coletadas da veia caudal de cada animal para mensuracdo dos
niveis de hemoglobina glicada utilizando um kit comercial (Glycohemoglobin HbA; Test SP,
In vitro, Itabira, MG, BR). Transcorrido uma hora, receberam 1,4 mL de um marcador
colorido semi-sélido (vermelho de fenol 0,5 % em carboximetilcelulose 1,5 %) por via oral e
20 min apds foram eutanaziadas e a mensuracdo da taxa de esvaziamento gastrico foi

realizada como descrito acima.

A fim de verificar o efeito de uma Unica administracdo da fracdo SE-AE no
esvaziamento gastrico de ratas normoglicémicas e diabéticas um terceiro experimento foi
realizado. Assim, ratas normoglicémicas e diabéticas submetidas a um jejum solido por 18 h,
pesadas, separadas em diferentes grupos de 6 animais, foram tratadas por via oral com veiculo
(dgua + Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g), SE-AE (1 mg/kg) ou domperidona (20 mg/kg).
Apos estes procedimentos, os animais foram eutanaziados e a mensuracdo da taxa de

esvaziamento gastrico foi realizada como descrito anteriormente.
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3.24 ESTOMAGO ISOLADO DE RATO

3.24.1 Preparacdo do tecido

Ratas diabetizadas ha 56 dias tratadas diariamente com veiculo (agua + Tween 80
0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0), &cido ascorbico (300 mg/kg, vo) ou SE-AE (1 mg/kg, v.0) durante
42 dias, e ratas diabetizadas ha 56 dias tratadas com insulina (6 Ul/dia) durante 53 dias foram
submetidas a um jejum solido por 12 h e eutanaziadas. O estémago foi retirado, limpo, aberto
no sentido da curvatura menor e o piloro e fitas sero-musculares das paredes anterior e
posterior do fundo gastrico medindo aproximadamente 0,5 cm de largura e 2 cm de
comprimento foram coletadas. O maior eixo dos segmentos foi paralelo a orientacdo das
fibras musculares circulares. Essas tiras foram acondicionadas, através de hastes conectadas a
transdutores, em cubas de vidro contendo solucdo nutritiva de Krebs em mM: NaCl 110,8;
KCI 5,9; NaHCO3; 25,0; MgSO, 1,07; CaCl, 2,49; NaH,PO,4 2,33 e glicose 11,51; aerados
com carbogénio (95% 0O,/5% CO,), mantidos a uma temperatura de 37 °C. As preparacoes
teciduais foram submetidas a uma tensdo basal de 1 g, seguido por um periodo de equilibrio

de 1 h. Durante este periodo a solucdo de Krebs foi renovada a cada 20 min.

3.24.2 Protocolo experimental

Primeiramente, contragdes tonicas induzidas por aumento da concentragio de K* na
solugdo de Krebs foram realizadas. Para isso, uma solucio de Krebs com 40 mM de K" foi
preparada através da troca equimolar de NaCl por KCI no preparo da solucdo de Krebs
normal. Posteriormente, foram realizadas curvas cumulativas concentracdo-resposta (CCR)
para acetilcolina (Ach) (10%°- 10°M) e para nitroprussiato de sédio (SNP) (10™°- 10°M).
Contudo, os tecidos foram contraidos com sulfado de bario (BaSO,4) 10 mM antes da CCR de
relaxamento para SNP, que sé foi realizada apds sustentada contracdo. Entre cada CCR
construida, as amostras teciduais eram submetidas a um periodo de estabilizagcdo de 1 h,

durante o qual a solucdo de Krebs foi renovada a cada 20 min.
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Finalmente, em outro conjunto de experimentos, nos 45 min finais de um novo
periodo de estabilizagdo de 1 h, foram adicionados a cuba 10 uM de guanetidina (GNT) e 10
KM atropina (ATR) para bloquear respostas adrenérgicas e colinérgicas, apos estabilizacdo o0s
tecidos foram contraidos com sulfado de bario (BaSO,;) 10 mM e ap0s uma contracdo
sustentada, foram submetidos a estimulacdo elétrica de campo (EEC) aplicada na forma de
trens de pulsos retangulares de 1 ms de duracéo e intensidade de 20 V por 10 s, em frequéncia
de 8 Hz (Panlab stimulator model LE 12406 TC, Panlab, Espanha). Ainda neste protocolo,
para confirmar relaxamento nitrérgico, apds 45 min de estabilizacdo, as amostras foram
incubadas com 10" M de L-NAME e um novo relaxamento foi valiado sob as mesmas

condigdes que as anteriores.

Todos os registros foram obtidos por meio de transdutores isométricos (modelo TRI
210 da Letica Scientific Instruments e F 1202 da CB Sciences, EUA), acoplados a um
amplificador de sinais (Modelo ML 130, MacLab ADI Instruments, Australia) conectados a
um computador contendo um software especifico de integracdo (Chart v 4.00,
PowerLab/MacLab, ADI Instruments, Australia).

3.25 AVALIACAO DOS NiVEIS DE EXPRESSAO DA ENZIMA NOS-1

A expressdo da enzima NOS1 foi avaliada como descrito por GANGULA e
colaboradores (2007). Amostras teciduais do corpo gastrico, provenientes de ratas diabéticas
ha 56 dias e tratadas diariamente com veiculo (dgua + Tween 80 0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0),
acido ascorbico (300 mg/kg, vo) ou SE-AE (1,0 mg/kg, v.0) durante 42 dias, e ratas
diabetizadas ha 56 dias tratadas com insulina (6 Ul/dia) durante 53 dias foram foram
pulverizadas e transferidas para tubos com tampéo de lise [HEPES 10 mM, pH de 7,9,
contendo: 1,5 mM de MgCl,, 10 mM de KCI, 0,5 mM de fluoreto de fenilmetilsulfonil
(PMSF), 0,5 mM de ditiotreitol, 50 mM de NaF, 2 mM de NazVO, e 10 pug/ml de aprotinina],
para obtencdo do homogenato. O homogenato foi centrifugado a 10000 rpm por 30 min e 0
sobrenadante coletado e utilizado como fracdo citossolica. A determinacdo da concentracao
de proteinas do sobrenadante de cada amostra foi realizada utilizando reagente de Bradford
utilizando albumina de soro bovino como padrdo (1,0 — 0,0625 mg/kg). As amostras obtidas

(40 pg de proteina por pogo) foram misturadas com tampao de amostra 5 vezes concentrado
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(Tris-HCI 150 mM, pH 6,8, contendo: B-mercaptoetanol 15%, SDS 6%, azul de bromofenol
0,3%), fervidas por 5 min e submetidas a eletroforese em gel desnaturante e SDS-
poliacrilamida e transferidas para membrana de fluoreto de polivinilideno. Apo6s a
transferéncia, a membrana foi bloqueada e posteriormente incubada com anticorpo policlonal
para nNOS 1:200 (Santa Cruz Biotechnology, Dalas, TX, USA) ou B-tubulina 1:10000
(Sigma-Aldrich Co., St. Louis, USA), durante 16 horas a 4 °C. A visualizacdo das proteinas
foi realizada utilizando anticorpo secundario especifico conjugado a peroxidase e as bandas
imunorreativas foram visualizadas usando-se um kit de quimioluminescéncia (ECL,
Amersham Pharmacia Biotech, Inglaterra) e filme radiogréafico segundo recomendacdes do
fabricante.

3.26 AVALIACAO DOS ASPECTOS QUANTITATIVOS DOS NEURONIOS DO PLEXO
MIOENTERICO GASTRICO

Ratas diabetizadas h& 56 dias tratadas diariamente com veiculo (agua + Tween 80
0,5% - 0,1 mL/100 g, v.0), acido ascorbico (300 mg/kg, vo) ou SE-AE (1,0 mg/kg, v.0)
durante 42 dias e ratas diabetizadas ha 56 dias tratadas com insulina (6 Ul/dia) durante 53 dias
foram submetidas a um jejum sélido por 12 h e eutanaziadas. Logo apds, os estbmagos foram
retirados e submetidos a técnica histoquimica para marcacdo da enzima NADPH-diaforase,
segundo SCHERER-SINGLER e colaboradores (1983). Para tanto, os estdbmagos foram
lavados, preenchidos com tampédo fosfato 100 mM (pH 7,4) e tiveram o piloro e a cardia
fechadas por ligaduras utilizando fios de sutura, sendo entdo imersos e fixados em
paraformaldeido a 4%, preparado em tampdo fosfato 100 mM (pH 7,4) por 30 min. A seguir,
0s estdmagos foram imersos em solucdo de Triton X-100® 0,3%, dissolvido em tampéo
fosfato 100 mM (pH 7,4) por 10 min, e posteriormente lavados por dez vezes (10 min cada)
em tampéo fosfato 100 mM (pH 7,4). Em seguida, foram imersos no meio de incubacéo, para
a evidenciacdo neuronal contendo p-NADPH 600 pM, NBT 600 uM, Triton X-100® 0,3%
dissolvidos em Tris-HCI 280 mM (pH 7,6), durante 60 min. A reagdo foi monitorada sob
estereomicroscopio. Os segmentos foram lavados trés vezes (5 min cada), em solucéo tampéao
fosfato 100 mM (pH 7,4) e a interrupcdo da reacdo ocorreu com paraformaldeido 4% em

solugdo fosfato 100 mM (pH 7,4). Apds isso a superficie gastrica foi fotografada para
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posterior mensuragdo da sua area com auxilio do software Image Tool® 3.0. Posteriormente,
realizou-se a microdisseccdo sob estereomicroscépio com transluminacdo, retirando-se a
tunica mucosa e a tela submucosa. Em seguida, os preparados totais foram desidratados em

uma série ascendente de alcoois, diafanizadas em xilol e montadas entre lamina e laminula.

A andlise do laminario foi realizada na regido glandular de cada estdbmago,
correspondendo ao corpo e antro gastrico, tanto em regides proximas a pequena curvatura

como proximas a grande curvatura do érgéo.

A quantificacdo dos neuronios mientéricos foi realizada por amostragem em 40 campos
microscopios de cada uma das regiGes supracitadas. Todas as analises foram realizadas em
microscopio optico trinocular (Olympus BX 40, Olympus Optical do Brasil, Sdo Paulo, SP,
BR) e fotografadas em camera de captura (Olympus DP 71, Olympus Optical do Brasil, S&o
Paulo, SP, BR) com objetiva de 40X. Todos os neurénios de cada campo foram contados,
considerando-se 0s meio-neurdnios de campos alternados. A éarea de cada campo

microscopico era de 95,87 mm2,

3.27 AVALIACAO IN VITRO DA FORMACAO DOS PRODUTOS FINAIS DA GLICAGAO
AVANCADA (AGES)

O efeito da fragdo SE-AE sobre a formacdo dos produtos finais da glicacdo avangada
(AGEs) foi mensurado como descrito por MCINTYRE e colaboradores (2009). Para tanto, 2
mL de um meio reacional formado por tampé&o fosfato monobasico monohidratado (NaH,PO4
. H0, pH 7.4, 100 mM), glicose (100 mM), frutose (100 mM) e albumina de soro bovino (1
mg/mL) foram incubados com veiculo (dgua + Tween 80 0,5%), aminoguanidina (1mM),
acido ascorbico (1; 10 e 100 pg/mL) ou a fracdo SE-AE (1; 10 e 100 pg/mL) em tubos de
polipropileno, no escuro, a 37 °C, durante 14 dias. Adicionalmente, para corrigir a
autofluorescéncia emitida por qualquer analito, meios reacionais sem albumina também foram
incubados. Por fim, meios reacionais sem glicose e frutose incubados com veiculo foram

utilizados como um controle de autofluorescéncia para a albumina.

Posteriormente ao periodo de incubacdo, aliquotas de 300 puL de cada amostra foram

transferidas para placa de 96 pocos para mensuracdo da fluorescéncia em espectrofluorimetro
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utilizando comprimento de onda com excitagdo de 488 nm e emissdo de 520 nm. Todos 0s

testes foram feitos em triplicata em duas ocasifes diferentes.

3.28 AVALIACAO IN VITRO DA ATIVIDADE SEQUESTRADORA DO RADICAL LIVRE
2,2-DIFENIL-1-PICRIL-HIDRAZILA (DPPH)

A atividade da fracdo SE-AE em reduzir o radical livre estavel DPPH foi determinada
através de medidas de alteracdo da absorbancia a 517 nm, de acordo com o método descrito
por BLOIS (1958) e por CHEN e colaboradores (2004), com algumas modificagfes. O
sistema de reag¢do foi constituido de 750 pL de solucdo teste (fracdo) e 250 pL de solucdo
metanolica de DPPH (1 mg em 25 mL). Ap6s 5 minutos, o decréscimo da absorbancia foi
medido. Solu¢do do agente redutor acido ascorbico (50 pg/mL) foi utilizada como controle
positivo do teste e como grupo controle negativo foi adicionado 4gua com 0,32 % de DMSO

(veiculo).

3.29 EXPRESSAO DOS DADOS E ANALISE ESTATISTICA

Os dados foram representados como as médias + erro padrdo das médias (E.P.M.). As
diferencas entre as médias foram determinadas através da analise de variancia (ANOVA) de
uma ou duas vias seguida pelo teste post hoc de Bonferroni, quando aplicavel. As anélises
foram realizadas usando o Programa para Windows, GraphPad Prism versdo 5.0 (GraphPad

Software, San Diego, EUA). Um valor de P menor que 0,05 foi considerado significante.
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4. RESULTADOS

4.1 IDENTIFICACAO QUIMICA

A identificacdo quimica dos compostos presentes nas preparacdes de bardana utilizadas
neste trabalho j& foram descritas por CARLOTTO (2013). Contudo uma vez que novas
preparacfes foram produzidas para a execucdo deste trabalho, a identificacdo quimica foi
novamente realizada para atestar a composicéo dos extratos e fracdes. De fato, a semelhanca
do identificado por CARLOTTO (2013), podemos ver na figura 7A, a presenca de muitos
compostos no extrato SE, que foram identificados através do tempo de retencdo, aborbancias
UV e espetro de massa como sendo o &acido 5-O-cafeoilquinico (pico 8), acido 3-O-
cafeoilquinico (pico 11), acido 4-O-cafeoilquinico (pico 12), acido 3,4-O-dicafeoilquinico
(pico 21), acido 3,5-O-dicafeoilquinico (pico 25) e o acido 4,5-O-dicafeoilquinico (pico 27),
0s quais também estdo presentes em um extrado de llex paraguariensis utilizado como
padrdo. Contudo, acidos monocafeoilquinicos e dicafeoilquinicos que ndo estdo presentes no
extrado de I. paraguariensis também foram identificados no SE, entre eles os compostos
representados pelos picos 13 e 23. Com auxilio de um padrdo de referéncia, o pico 13 foi
identificado como cinarina (&cido 1,5-O-dicafeoilquinico), mas o pico 23 ainda continuou ndo
identificado, podendo ser o é&cido 1,3-O-dicafeoilquinico ou 1,4-O-dicafeoilquinico.
Glicosideos flavénicos e outros picos menores foram identificados com base na absorbancia

UV e espectro de massa.
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FIGURA 7: Cromatograma UHPLC-PDA (200 - 400 nm) do extrato SE (A) e de um extrato
de referéncia de llex paraguariensis (B).

A andlise cromatografica das fracdes obtidas através do particionamento do extrato SE
demonstrou que muitos carboidratos concentraram-se na fracdo aquosa (dado ndo mostrado).
Tanto a fracdo soluvel em acetato de etila (SE-AE) , como a fracdo butandlica (SE-B)
concentraram &cidos cafeoilquinicos, sendo que os dicafeoilquinicos permaneceram na fracédo
ativa SE-AE (Fig. 8A) e os monocafeoilquinicos na fracdo SE-B (Fig. 8B). Entretanto, a
cinarina (acido 1,5-O-dicafeoilquinico) foi uma curiosa exce¢do que foi separada dos outros
acidos dicafeoilquinicos e permaneceu na fracdo butanodlica (pico 13) (Fig.8B). O principal

composto da fracdo SE-AE foi o &cido dicafeoilquinico ainda desconhecido (Fig. 8A).
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FIGURA 8: Compararacdo por UHPLC-PDA (325 nm) da fracdo SE-AE (A) e SE-B (B)

Como descrito por CARLOTTO (2013), considerando os &cidos dicafeoilquinicos
habituais e que outras possibilidades foram excluidas por comparacdo com padrdo de
referéncia, duas possibilidades estruturais podem explicar o composto representado pelo pico
23: 0 acido 1,4-O-dicafeoilquinico ou o 1,3-O-dicafeoilquinico.

Desta forma a cada isolamento do pico 23 para obtencdo do composto isolado, a
identificacdo e isolamento de tal composto era efetuado por UHPLC-PDA-MS ) (Fig. 9A) e
NMR (*H, COSY, HSQC e HMBC) (Fig.10).
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FIGURA 9: Comparacéo entre o original (A) e o derivado isopropilideno (B) do acido 1,3-O-
dicafeoilquinico por UHPLC-MS.



JH

N\
]

- HE'/CZ (H6IC2")
- HZ/CE' (H2"/CE")

> Bl
HI'CS  trans-HIC1Y™
(H1"/C5")

= HTIC
(HT"IC2")

-
HIICE
(HTICE)

H/COH couplings
-

da %

HTICY' (HTIC9")
»

25022 255 36.07 F
A H-HB/C8 . B
’ - - =

H-H2/C2 =

2.635-2.022 1 37.2T7
Ma0OH
]

-8

4.203170.15 i

5,,3‘635;2; 3 HS/C5 384/73.44

- ®  Haica -

- =
-8
-8

Caffeic acid chemical shifts L

6.36-633/1153

?.15!115.5&. gsgr“s.m o o trans-HIC "

6.4246.39/116.09 _E
-
7.06/1123.33

B-trans-HIC ¥

- L

7617581469 -
1 I T T v T T \d v !

7 [ 5 4 3 2 F2[ppm]

B =

H-H2/C3 -

H3/H2'
a

H3/MH2"
-

T T T T T T
3

2 F2lppm)
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e 1H-13563 C longo alcance em experimentos HMBC.



60

A cada amostra de &cido 1,3-O-dicafeoilquinico obtida, uma aliquota era separada para
a confirmacdo do mesmo através da acetalacdo do composto, como efetuado por
CARLOTTO (2013).

A reacdo de acetalacdo origina derivados de isopropilideno (SOUZA et al., 2011) e
uma exigéncia para que a reacdo ocorra € a presenca de hidroxilas vicinais livres na
configuracdo cis. O acido 1,3-O-dicafeoilquinico permite a formacédo do derivado de 4-5-O-
isopropilideno, ao passo que 1,4-O-dicafeoilquinico ndo. Da mesma forma que realizado por
CARLOTTO (2013), o produto da reacdo de acetalagédo foi analisado cromatograficamente e
foi observada auséncia do pico 23 em seu tempo de retencdo inicial (7,57 min) e a
emergéncia de um novo pico em 12,06 min, que pode ser atribuido a reacdo positiva, uma vez
que a insercdo de um grupo isopropilideno cetal diminui a polaridade molecular e aumenta o
tempo de retencdo (Fig. 9B). A avaliagdo da absorbancia UV e do espectro de massa foram
utilizadas para a confirmacéo da reacao positiva do composto representado pelo pico 23 e em
todas as amostras analisadas confirmou que o composto presente era o &cido 1,3-O-

dicafeoilquinico, o qual possui hidroxilas viscinais (Fig. 11).



61

A
O
P OH
6 @ -
o) OH
HO - OH
O
B
0
0
0"\
OH
OH
Hidroxilas
viscinais

FIGURA 11: Formula estrutural do acido 1,3-O-dicafeoilquinico (A) e reacdo de acetalacdo
do 4cido 1,3-O-dicafeoilquinico com formagc&o do derivado 4,5-O-isopropilideno (B). R* =
R? = cafeoil — acido 1,3-O-dicafeoilquinico.

4.2 TESTE GERAL DE ATIVIDADES E AVALIACAO DA TOXICIDADE AGUDA EM
CAMUNDONGOS

A administragdo do SE nas doses de 0,005 e 0,050 g/kg por via oral e na dose de
0,005 g/kg por via intraperitoneal ndo provocou nenhuma alteragdo comportamental nos
camundongos em comparacdo aos animais tratados com veiculo (v.0) ou solucéo salina (i.p)

durante todo o periodo de observacao.
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Cinco min apos os tratamentos com 5 g/kg ou 0,500 g/kg de SE (v.0) ou com 5; 0,500
ou 0,050 g/kg de SE (i.p) apresentaram alteragdes respiratorias, erecdo pilomotora, reducdo na
locomocdo, passividade, perda da atividade exploratoria, tremores e convulsdes, sendo que
estas alteracGes persistiram por até 60 min apos o inicio dos experimentos. Além disso, 33%
(n=6) dos animais que receberam SE 5 g/kg (v.0.) e 83% tratados com 5 g/kg (i.p.) morreram
durante a 12 h de observagéo.

Vinte e quatro horas ap6s o0s tratamentos, todos 0s animais apresentaram
comportamentos semelhantes aos animais tratados com veiculo ou solucéo salina e nenhuma

morte foi observada por todo o periodo experimental restante.

A DLsy obtida quando o SE foi administrado pela via oral foi de 10,8208 g/kg
(intervalo de confianca de 95%: 1,4416-81,2199 g/kg) e para a administragdo intraperitoneal
de SE foi de 1,6266 g/kg (intervalo de confianca de 95%: 0,4409-6,0006 g/kg).

4.3 ATIVIDADE GASTROPROTETORA

4.3.1 Efeito da administracdo oral do SE e fragcdes sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol

em ratas.

Como esperado, a administracdo oral de etanol 98% promoveu a formacédo de lesbes
em 2055 + 17,7 mm? da mucosa gastrica de animais pré-tratados apenas com veiculo.
Confirmando os dados obtidos por CARLOTTO (2013), o pré-tratamento oral dos animais
com SE nas doses de 1, 10 e 100 mg/kg reduziu a extensdo das lesdes gastricas de maneira
dose dependente com uma DEsq de 3,6 mg/kg (Fig 12A.). Diante disso, para este experimento,
as doses das fragOes foram estabelecidas em relagdo a DEsy do SE (3,6 mg/kg) e o rendimento
de cada uma das fragdes em relagdo ao SE. Sendo assim, as doses utilizadas foram 0,01 mg/kg
para a fracdo cloroférmica (SE-C), 0,30 mg/kg para a fragdo butanolica (SE-B), 0,15 mg/kg
para a fracdo sollivel em acetato de etila (SE-AE), 0,29 mg/kg para a fracdo emulsionada em
acetato de etila (SE-EAE) e 1,68 mg/kg para a fracdo residual aquosa (SE-A). De todas as
fracOes testadas, somente a fracdo SE-AE reduziu as lesbes gastricas. Assim, o pré-tratamento
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com esta fracdo (0,15 mg/kg, v.0) reduziu a &rea das lesGes em 66% quando comparado ao
grupo ulcerado tratado com veiculo (Vei: 222 + 352 mm?) (Fig.12B). O controle positivo,

omeprazol (40 mg/kg, v.0) reduziu a as Ulceras gastricas em até 96% (Fig.12).
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FIGURA 12: Efeito da administracdo oral do extrato SE e de suas fracOes sobre as lesoes
gastricas induzidas por etanol. No painel A, os animais receberam veiculo (Vei: 0,1mL/100g),
omeprazol (Ome: 40 mg/kg) ou SE (1, 10 e 100 mg/kg). No painel B, os animais receberam
veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg), fragdes SE-C (0,01 mg/kg), SE-B
(0,30 mg/kg), SE-AE (0,15 mg/kg), SE-EAE (0,29 mg/kg) ou SE-A (1,68 mg/kg). Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6 - 8). *P<0,05 e ***P<0,001 quando

comparado ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).
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4.3.2 Efeito da administracdo intraperitoneal do SE e da fragdo SE-AE sobre ulceras géstricas
induzidas por etanol em ratas.

A administracdo intraperitoneal de doses menores de SE (0,1 e 1 mg/kg) reduziu a area
das lesBes gastricas em 89%, 88%, 91% quando comparado ao grupo ulcerado tratado com
veiculo (Vei: 194 + 22,3 mm?) (Fig. 13A). Da mesma forma, doses menores da fracdo SE-AE
(0,0015 e 0,015 mg/kg, i.p) também reduziu a area das lesdes gastricas em 62% e 70%
quando comparado ao grupo ulcerado tratado apenas com veiculo (Vei: 138 + 26,7 mm?) (Fig.
13B). O controle positivo deste ensaio, omeprazol (40 mg/kg, v.0) reduziu a extensdo das
Ulceras gastricas induzidas por etanol em até 95% (Fig. 13).
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FIGURA 13: Efeito da administracdo intraperitoneal do extrato SE e da fracdo SE-AE sobre
as lesBes gastricas induzidas por etanol. No painel A, os animais receberam veiculo (Vei:
0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg) ou SE (0,1; 1 e 10 mg/kg). No painel B, os
animais receberam veiculo (Vei: 0,AmL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg) ou a fracdo SE-
AE (0,015 mg/kg e 0,0015 mg/kg). Os resultados foram expressos como a média + E.P.M. (n
= 6). *P<0,05, ** p <0,01 e ***P<0,001 quando comparado ao grupo tratado com veiculo
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3.3 Efeito da administracdo oral do &cido 1,3-O-dicafeoilquinico isolado da fracdo SE-AE

sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratas.

A administracdo do &cido 1,3-dicafeoilquinico isolado da fracdo SE-AE (57 pg/kg,
v.0), mas ndo do acido 1,5-dicafeoilquinico (Sigma-Aldrich) (57 pg/kg, v.0), reduziu a area
das lesdes géstricas induzidas por etanol em 75% quando comparado ao grupo ulcerado
tratado apenas com veiculo (Vei: 104 + 13,0 mm?) (Fig. 14). O controle positivo deste ensaio,
omeprazol (40 mg/kg) também reduziu a extenséo das Ulceras gastricas induzidas por etanol
em até 99% (Fig. 14). A dose dos compostos foi calculada de acordo com o rendimento dos

mesmos na fracdo SE-AE e a DEsq tedrica da referida fracdo (0,15 mg/kg).
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FIGURA 14: Efeito da administracdo oral do acido 1,3-dicafeoilquinico isolado da fracédo
SE-AE sobre as lesdes géastricas induzidas por etanol. Os animais foram tratados com veiculo
(Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg), acido 1,3-dicafeoilquinico isolado da fracéo
SE-AE (1,3-DCQ: 5.7 ug/kg) ou &cido 1,5-dicafeoilquinico (Sigma-Aldrich) (1,5-DCQ: 57
Hg/kg). Os resultados foram expressos como a média = E.P.M. (n = 6). ***P<0,001 quando
comparado ao grupo tratado com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).
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4.3.4 Efeito da fracdo SE-AE sobre Ulceras gastricas induzidas por etanol em ratas
previamente tratadas com N-etilmaleimida (NEM) ou indometacina.

A administracdo da fracdo SE-AE (0,15 mg/kg, v.0) em animais pre-tratados com
NEM (10 mg/kg, i.p) reduziu a extensdo das lesdes gastricas em 66%, quando comparados
com animais tratados com veiculo (Vei: 165 + 16,7 mm?) (fig 15A). Contudo, a fracdo SE-AE
(0,15 mg/kg, v.0) ndo reduziu as lesdes gastricas em animais pré-tratados com indometacina
(10 mg/kg, i.p) quando comparados com animais que receberam veiculo (Vei: 97 + 14,4 mm?)
(fig 15B).
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FIGURA 15: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre as lesbes gastricas
induzidas por etanol em ratas previamente tratadas com NEM ou indometacina. A: Os
animais receberam NEM (10 mg/kg, i.p) ou salina (i.p) e entdo tratados com veiculo (Vei:
0,1mL/100g) ou a fragdo SE-AE (0,15 mg/kg). B: Os animais receberam indometacina (10
mg/kg, i.p) ou salina (i.p) e entdo foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g) ou a fracéo
SE-AE (0,15 mg/kg). Os resultados foram expressos como a média £ E.P.M. (n = 6). *p <0,05
guando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo que ndo recebeu NEM ou
indometacina. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3.5 Efeito da fracdo SE-AE sobre Ulceras gastricas induzidas por indometacina em ratas.

A administracdo oral de indometacina (80 mg/kg) ocasionou a formacdo de lesdes
gastricas em 48 + 3,5 mm? da mucosa géstrica de animais pré-tratados com veiculo. O pré-
tratamento oral com a fracdo SE-AE na dose de 0,15 e 1,5 mg/kg foi capaz de reduzir a
extensdo das lesdes gastricas em 64% e 80%. Da mesma forma, o pré-tratamento com
omeprazol (40 mg/kg) ou PGE; (20 pg/kg) reduziu a extensdo das Ulceras gastricas em 99% e
98%, respectivamente (Fig. 16).
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FIGURA 16: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre as lesbes gastricas
induzidas por indometacina (80 mg/kg, v.0). Os animais foram tratados com veiculo (Vei: 0,1
mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg), PGE; (20 pg/kg, s.c) ou a fracdo SE-AE (0,15e 1,5
mg/kg). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6 - 8). *** p <0,001
guando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni).
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4.3.6 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de muco aderido na mucosa gastrica apos a lesdo

induzida por etanol ou por indometacina.

A administracdo de etanol reduziu os niveis de muco aderido na mucosa gastrica de
animais tratados com veiculo em 65%, quando comparados a mucosa de animais Naive (1201
* 86,4 ug de Alcian Blue/g de tecido) (fig 18A). Contudo, os tratamentos pela via oral com a
fracdo SE-AE (0,15 mg/kg) ou com omeprazol (40 mg/kg) (fig 18A) preservaram o contetido

de muco aderido na mucosa gastrica dos animais ulcerados com etanol.

Similarmente, a administracdo oral de indometacina (80 mg/kg) também depletou os
niveis de muco aderido na mucosa gastrica de animais tratados com veiculo em 75% quando
comparado ao grupo Naive (1126 + 191,2 ug de Alcian Blue/g de tecido) (fig 17B). Da
mesma forma, o pré-tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.), PGE, (20 ug/kg, s.c) ou
com a fracdo SE-AE (1,5 mg/kg, v.0.) preservou 0s niveis de muco aderido na mucosa

gastrica para niveis simelhantes aos basais (fig 17B) .
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Figura 17: Efeito da administragdo oral da fracdo SE-AE sobre os niveis de muco gastrico
apos lesBes gastricas induzidas por etanol ou indometacina (80 mg/kg, v.0). No painel A, os
animais receberam etanol e foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome:
40 mg/kg) ou SE-AE (0,15 mg/kg). No painel B, os animais receberam indometacina (80
mg/kg) e foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg), PGE,
(20 pg/kg) ou SE-AE (1,5 mg/kg). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n =
6 - 8). “*P<0,001, quando comparado ao grupo no ulcerado. *P <0,05 quando comparado ao
grupo ulcerado tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.3.7 Efeito da fragdo SE-AE sobre os niveis de GSH gastrico ap6s a lesdo induzida por

etanol ou por indometacina.

A exposicdo da mucosa gastrica ao etanol absoluto depletou os niveis de GSH da
mucosa gastrica em 49% comparado com o grupo Naive (347 = 25,1 pug de GSH/g de tecido)
(fig 18A). Por outro lado, o pré-tratamento oral com omeprazol (40 mg/kg) ou com a fracdo
SE-AE (0,15 mg/kg) (fig 18A), preveniu a deplecdo da GSH na mucosa gastrica dos animais

ulcerados com etanol.

De forma mais intensa que o etanol, a administracdo de indometacina (80 mg/kg, v.0)
depletou o contetdo de GSH em 85% comparado com o grupo Naive (341 + 26,2 ug de
GSH/g de tecido) (fig 19B). O tratamento com omeprazol (40 mg/kg, v.0.) ou com a fracdo
SE-AE (1,5 mg/kg), mas ndo com PGE; (20 ug/kg), preveniu parcialmente a deplecdo da
GSH na mucosa gastrica em 24% e 28%, respectivamente, em animais ulcerados com

indometacina (Fig. 18B).
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FIGURA 18: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre os niveis de GSH ap0s
lesBGes gastricas induzidas por etanol ou indometacina (80 mg/kg, v.0). No painel A, animais
foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40 mg/kg) ou SE-AE (0,15
mg/kg). No painel B, animais foram tratados veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 40
mg/kg), PGE; (20 pg/kg) ou SE-AE (1,5 mg/kg). Os resultados foram expressos como média
+ E.P.M. (n = 6 - 8). *p<0,05 e *p<0,001, quando comparado ao grupo n&o ulcerado. *p
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<0,05 e **p <0,01, quando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo. (ANOVA de
uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.4 ATIVIDADE CICATRIZANTE GASTRICA

4.4.1 Efeito da fracdo SE-AE sobre Ulceras gastricas crénicas induzidas por acido acético em
ratas.

A administracéo oral, duas vezes ao dia, durante sete dias, de omeprazol (20 mg/kg) e
de SE-AE (1 e 10 mg/kg) reduziu a area da Ulcera gastrica induzida por acido acético em
67%, 50% , 32%, respectivamente, quando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo
(Vei: 117 + 7,6 mm?) (Fig. 19).
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FIGURA 19: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre as lesbes géstricas
induzidas por acido acético. Os animais foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g),
omeprazol (Ome: 20 mg/kg) ou a fragdo SE-AE (0,1 - 1 mg/kg) duas vezes ao dia, durante
sete dias. Os resultados foram expressos como média £ E.P.M. (n = 10). * p <0,05 e *** p
<0,001, quando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni).
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Em conjunto com os dados macroscépicos, a avaliagdo histoldgica das lesdes géstricas
induzidas por acido acético demonstrou que os animais tratados com omeprazol (20 mg/kg,
v.0.) e com a fracdo SE-AE (1 mg/kg, v.0.) apresentaram cicatrizacdo da Ulcera em estado
mais avancado (Fig. 20D e 20F) comparado com o grupo ulcerado tratado apenas com o
veiculo (Fig. 20B).

FIGURA 20: Analise macroscopica (Painéis A, C, E) e microscopica (B, D,F) das Ulceras
cronicas gastricas induzida por acido acético em ratas. Ratas foram oralmente tratadas com
veiculo (0,AmL/100g; painel A e B), omeprazol (20 mg/kg; painel C e D) e fracdo SE-AE (1
mg/kg; painel E e F). Setas e circulos indicam o sitio da lesdo. M: margem da Ulcera e B: base
da tlcera (Aumento de 200X).
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4.4.2 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de mucina apds a indugdo de Ulcera géstrica

crénica por &cido acético.

Os resultados apresentados na Fig. 21A mostram que a aplicacao de acido acético 80%
na mucosa gastrica promove a diminuicdo dos niveis de mucinas (glicoproteinas). Por outro
lado, a administragdo oral de omeprazol (20 mg/kg) ou da fragdo SE-AE (1 mg/kg)
aumentaram a marcacdo para mucina em 106 e 218%, respectivamente (Fig. 21B e C,
respectivamente), quando comparado com o grupo ulcerado tratado com veiculo (Vei: 1,7 £

0,4 pixels/campo).

FIGURA 21: Avaliagdo dos niveis de mucina pelo método histoquimico de PAS das Ulceras
cronicas induzida por &cido acético 80% em ratas. Os animais foram tratados pela via oral
com veiculo (0,1 ml/100 g A), omeprazol (20 mg/kg; B) ou fracdo SE-AE (1 mg/kg; C)
durante 7 dias, a partir do 2° dia apds a inducdo da lesdo gastrica. Imagens representativas da
margem da tlcera (aumento de 400x, escala: 50 pum).
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4.4.3 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de atividade da MPO apds a inducdo de Ulcera

gastrica cronica por acido acético

Os valores da atividade da enzima MPO, uma medida indireta do processo
inflamatdrio, foram aumentados em 345% na mucosa gastrica exposta ao acido acético
quando comparado com os estdmagos ndo ulcerados (Naive: 0,2 £ 0,04 m O.D./mg de
proteina). O tratamento oral, duas vezes ao dia, com a fragdo SE-AE (1 mg/kg) ou com
omeprazol (20 mg/kg) restabeleu a atividade da MPO para niveis semelhantes aos basais (Fig.
22A). Similarmente, quando a fracdo SE-AE nas concentracdes de 10 e 100 pg/mL foi
incubada diretamente com o homogenato da Ulcera, a atividade da MPO também foi
diminuida em 77% e 90%, respectivamente, quando comprado com o homogenato incubado
com veiculo (Vei: 1,6 £ 0,25 m D.O./mg de proteina) (Fig. 22B).
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FIGURA 22: Efeito da fracdo SE-AE sobre a atividade da MPO. No painel A, os animais
foram tratados com veiculo (Vei: 0.1mL/100g), omeprazol (Ome: 20 mg/kg) ou a fracdo SE-
AE (1 mg/kg) duas vezes ao dia, durante sete dias. No painel B, o homogenato proveniente de
um animal ulcerado tratado com veiculo foi incubado com veiculo ou a fragdo SE-AE (0,1-
100 pg/mL). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). " p <0,001
quando comparado ao grupo ndo ulcerado e *** p <0,001, quando comparado ao grupo
ulcerado tratado ou incubado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).
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4.4.4 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de ROS e GSH ap6s a indugdo de Ulcera géstrica

crbnica por cido acético.

No modelo de ulcera gastrica crbnica, o acido acético aumentou a quantidade de ROS
em 52% e diminuiu os niveis de GSH em 57%, quando comparado com o grupo Naive (24 +
1,3 de fluorescéncia; 638 = 31,2 ug de GSH/g de tecido, respectivamente) (Fig. 24 A e B,
respectivamente). O tratamento oral com a fracdo SE-AE (1 mg/kg) reduziu os niveis de ROS
na mucosa gastrica exposta ao acido acético para 18 + 2,3 de fluorescéncia quando comparado
ao grupo ulcerado tratado com veiculo (Fig. 23A). Além disso, nesta mesma dose a fracdo
SE-AE também restaurou os niveis de GSH para 543 + 55,7 ug de GSH/g de tecido quando
comparado com o grupo ulcerado tratado apenas com veiculo(Fig. 23B).

O omeprazol (20 mg/kg, v.0.), controle positivo do teste, também reduziu os niveis de
ROS para 20 £ 0,9 de fluorescéncia e restaurou o contetdo de GSH para 362 + 52,8 ug de
GSH/g de tecido, quando comparado ao grupo ulcerado tratado apenas com veiculo (Fig.

23A e B, respectivamente).
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FIGURA 23: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre os niveis de GSH (Painel
A) e ROS (Painel B). Os animais foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g), omeprazol
(Ome: 20 mg/kg) ou a fragdo SE-AE (0,1 - 1 mg/kg) duas vezes ao dia, durante sete dias. Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). * p <0,01 quando comparado ao
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grupo néo ulcerado e *p <0,05 e *** p <0,001, quando comparado ao grupo ulcerado tratado
com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.5 ATIVIDADE ANTISECRETORA.

4.5.1 Efeito da fracdo SE-AE na secrecao acida gastrica basal e na atividade péptica.

Como indicado na tabela 1, a administracdo da fracdo SE-AE (0,15; 1 e 10 mg/kg),
pela via oral, intraduodenal ou intraperitoneal nédo alterou o volume, a acidez total da
secrecao gastrica e nem a atividade péptica secretada durante 4 h, quando comparados com o
grupo veiculo (9 + 1,5 mL; 0,075 + 0,006 mEq[H"]/mL e 347 + 36,8 mmol de tirosina/mL,
respectivamente). Como esperado, o controle positivo do teste, omeprazol (40 mg/kg, v.0.),
diminuiu o volume, a acidez total e a atividade péptica da secrecdo gastrica em 55%, 70% e

68% respetivamente.
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TABELA 1: Efeito da fracdo SE-AE na secrec¢do acida gastrica basal e na atividade péptica.

Volume (mL) Acidez Atividade péptica
(MmEq[H*)/mL) (mmol de tirosina/mL)

Veiculo (0.1mL/100g, v.0) 9+15 0,075 £ 0,006 347 + 36,8

Omeprazol (20 mg/kg, v.0) 405 0,022 + 0,002 ** 114+ 24,9 **
SE-AE (0,15 mg/kg, v.0) 10+14 0,080 £ 0,020 325+ 46,5
SE-AE (1 mg/kg, v.0) 8+1,0 0,080 + 0,008 377 +257
SE-AE (10 mg/Kg, V.0) 6+0,7 0,070 + 0,013 320 + 36,3
SE-AE (0,15 mg/kg, i.d) 715 0,090 + 0,010 450 + 16,1
SE-AE (1 mg/kg, i.d) 8+1,0 0,070 + 0,008 380 + 20,2
SE-AE (10 mg/kg, i.d) 8+0,9 0,070 £ 0,013 410 + 30,6
SE-AE (0,15 mg/kg, i.p) 6+05 0,070 + 0,011 320 + 28,3
SE-AE (1 mg/kg, i.p 7+13 0,080 + 0,009 340+ 28,1
SE-AE (10 mg/kg, i.p) 6+15 0,09 + 0,012 400 + 40,1

Resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). * p <0,05 e ** p <0,01 quando
comparado ao grupo tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).

4.5.2 Efeito da fragdo SE-AE nos niveis séricos de gastrina

Dando continuidade na avaliagdo de parametros envolvidos na secrecdo géastrica, em
animais ndo ulcerados a administracdo de omeprazol (20mg/kg), duas vezes ao dia, durante

sete dias, aumentou os niveis de gastrina sérica em 167% quando comparado com 0s animais
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ndo ulcerados tratados com veiculo (Vei: 99,2 + 31,4 pg/mL). Contudo, a administracdo da
fracdo SE-AE (1 mg/kg), duas vezes ao dia, durante sete dias, ndo alterou os niveis de gastrina
sérica em relacdo aos animais nao ulcerados tratados com veiculo.

Uma vez que a gastrina também esté envolvida na cicatrizacdo da mucosa gastrica, 0s
niveis séricos desse hormdnio também foram quantificados em animais ulcerados por &cido
acético. A exposicdo da mucosa gastrica ao acido acético aumentou os niveis séricos de
gastrina nos animais tratados com veiculo, omeprazol (20 mg/kg) ou a fracdo SE-AE
(Img/kg) em 175%, 179% e 342%, respectivamente, quando comparado com 0s animais nao
ulcerados tratados com veiculo (Vei: 99,2 + 31,4 pg/mL) (Fig. 24A). De forma interessante,
animais expostos ao acido acético e tratados com a fracdo SE-AE apresentaram niveis séricos
de gastrina aumentados em 64% quando comparados com o grupo ulcerado tratado com
veiculo (Vei: 272 + 28,7pg/mL) (Fig. 24B).
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FIGURA 24: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre os niveis séricos de
gastrina em ratas ndo ulceradas (Painel A) e ulceradas (Painel B). Animais foram tratados
com veiculo (Vei: 0.1mL/100g), omeprazol (Ome: 20 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg)
duas vezes ao dia, durante sete dias. Os resultados foram expressos como média = E.P.M. (n =
5-6). " p <0,001, * p <0,01 e * p <0,05 quando comparado ao grupo ndo ulcerado tratado
com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo ulcerado tratado com veiculo. (ANOVA
de uma via seguida pelo teste de Bonferroni)
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4.5.3 Efeito in vitro da fracdo SE-AE na atividade da H*/K*- ATPase

Neste experimento, a porcentagem de inibicdo da atividade da enzima H*,K*-ATPase
foi avaliada considerando o grupo veiculo (controle) como 100% de atividade. O omeprazol
(345 pg/ml) inibiu a atividade da enzima em 79%, entretanto a fracdo SE-AE (10-1000pug/ml),

ndo inibiu a atividade da enzima em nenhuma das concentracdes testadas (Tabela 2).

TABELA 2: Efeito in vitro da fracdo SE-AE na atividade da H*/K*- ATPase

Atividade da H/K*- ATPase
(uM Pi/mg/min)

Veiculo 0,56 £ 0,03
Omeprazol (345 pg/mL) 0,12 £ 0,01 ***
Ouabaina 0,47+ 0,04
SE-AE (10 pg/mL) 0,71+£0,03
SE-AE (100 pug/mL) 0,58+ 0,01
SE-AE (1000 pg/mL) 0,54+ 0,05

Resultados foram expressos como média = E.P.M. (n = 4). *** p <0,001 quando comparado
ao grupo veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.6 ATIVIDADE SEQUESTRADORA DE RADICAIS LIVRES (DPPH) E ATIVIDADE
INIBITORIA DA FORMACAO NAO ENZIMATICA DE PRODUTOS FINAIS DE
GLICACAO AVANCADA (AGE) DA FRACAO SE-AE in vitro.

A capacidade antioxidante in vitro da fracdo SE-AE foi observada atraves do ensaio da
reducdo do radical DPPH. Neste experimento, a fracdo SE-AE (10 e 100 pg/mL) foi capaz de
reduzir os niveis do radical livre no meio reacional em, 73% e 92%, respectivamente, quando
comparado com veiculo (Vei: 45,7 + 0,62 uM) (Fig. 25A). O controle positivo para este
parametro foi o acido ascérbico, que foi capaz de reduzir o conteudo de DPPH em 71%.

Como alguns éacidos dicafeoilquinicos ja foram descritos como agentes anti-glicacdo, a
atividade inibitéria da formacdo ndo enzimatica de AGEs da fracdo SE-AE também foi
realizada através da mensuracdo da fluorescéncia emitida pela albumina glicada no meio
reacional. Neste ensaio, a incubacdo da fracdo SE-AE (1, 10 e 100 pg/mL) foi capaz de
reduzir em 38%, 40 % e 84% os niveis de fluorescéncia emitida (Vei: 13 + 0,71 de
fluorescéncia). A incuba¢do do meio reacional com acido ascorbico (1, 10 e 100 pg/mL) ndo
alterou os niveis de fluorescéncia emitica. Como esperado, a incubacdo do meio reacional

com aminoguanidina 10 uM reduziu em 92% a emissao de fluorescéncia (Fig. 25B).
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FIGURA 25: Atividade sequestradora de radicais livres (Painel A) e atividade inibitdria da
formacéo ndo enzimatica de AGEs (Painel B) da fragdo SE-AE in vitro. Os resultados foram
expressos como média £ E.P.M. (n = 3). *p <0,05 e ***p <0,001 quando comparado ao grupo
incubado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni)
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4.7 ATIVIDADE CICATRIZANTE GASTRICA EM ANIMAIS DIABETICOS

4.7.1 Efeito da fracdo SE-AE sobre Ulceras gastricas induzidas por acido acético em ratas
diabéticas.

Primeiramente realizamos uma avaliacdo temporal da extensdo das lesdes gastricas
induzidas por acido acético em ratas diabéticas. Como indicado na figura 26, verificamos que
a extensdo das lesdes nos animais diabéticos no 9° e no 13° dia ap6s a indugdo da ulcera por
acido acetico foi 48% e 160% maior, respectivamente, quando comparado ao grupo ulcerado

normoglicémico (108 + 11,5 mm? e 34 + 8,9 mm? respectivamente).

1 Veiculo (0.1 mL/100g, i.p)
200, EE Estreptozotocina (50 mg/kg, i.p)

*

150+

*
100+
50 I
S i
T
13

Area da lesdo (mm?)

4 6 9
Tempo (dias)

FIGURA 26: Avaliacdo temporal da extensdo das lesdes gastricas induzidas por acido acético
em ratas diabéticas. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 4-6). *p <0,05
guando comparado ao grupo ulcerado normoglicémico do mesmo dia. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni).

Como demonstrado na figura 27, a area da Ulcera gastrica induzida por acido acético
em animais diabéticos tratados com veiculo foi 68% maior quando comparado aos animais
normoglicémicos tratados com veiculo (Vei: 106 + 9,4 mm?). A administracdo de insulina (6
Ul/dia, s.c), omeprazol (20 mg/kg, v.0) e da fracdo SE-AE (10 mg/kg, v.0), duas vezes ao dia,

durante sete dias, reduziu a area da Ulcera gastrica induzida por acido acético em ratas
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diabéticas em 38, 56 e 70% respectivamente, quando comparado ao grupo diabético ulcerado
tratado apenas veiculo (Vei: 177 + 17,2 mm?). Por outro lado, o tratamento com &cido
ascorbico (300 mg/kg,v.0) e a fracdo SE-AE (1 mg/kg) ndo foram capazes de reduzir o
tamanho da Ulcera quando comparados ao grupo diabético ulcerado tratado apenas veiculo
(Fig. 27).
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FIGURA 27: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre as Ulceras cronicas
induzidas por acido acético 80% em ratas diabéticas. Animais normoglicémicos foram
tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g) ou diabéticos foram tratados com veiculo (Vei:
0.1mL/100g), omeprazol (Ome: 20 mg/kg), insulina (6 Ul/dia), acido ascorbico (300 mg/kg)
ou a fracdo SE-AE (1 e 10 mg/kg) duas vezes ao dia, durante sete dias. Os resultados foram
expressos como média = E.P.M. (n = 6-12). * p <0,01 quando comparado ao grupo ulcerado
normoglicémico tratado com veiculo e * p <0,05 e *** p <0,001, quando comparado ao grupo
ulcerado diabético tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).

A andlise histotdgica das lesdes também confirmaram os resultados da avaliacéo
microscopica. Assim, a avaliacdo histoldgica das lesbes gastricas induzidas por &cido acetico
demonstrou que ratas diabéticas tratadas com veiculo apresentaram um aumento na base da
Ulcera (Fig 28D) comparado com o grupo ulcerado normoglicémico tratado com veiculo (Fig
28B). Por outro lado, ratas diabéticas tratadas com omeprazol (20 mg/kg, v.0.) ou com a

fracdo SE-AE (10 mg/kg, v.0.) apresentaram cicatrizagdo da Ulcera em estado mais avangado
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(Fig. 28F e 28H) comparado com o grupo ulcerado diabético tratado apenas com o veiculo .

icm 1mm

1cm

FIGURA 28: Analise macroscopica (Painéis A, C, E e G) e microscopica (B, D,F e H) das
Ulceras crbnicas gastricas induzida por &cido acético em ratas diabéticas. Ratas
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normoglicémicas foram oralmente tratadas com veiculo (0,1mL/100g; painel A e B), ratas
diabéticas foram oralmente tratadas com veiculo (0,1mL/100g; painel C e D), omeprazol (20
mg/kg; painel E e F) e fracdo SE-AE (10 mg/kg; painel G e H). Setas e circulos indicam o

sitio da lesdo. M: margem da Ulcera e B: base da Ulcera (Aumento de 200X).

O peso corpdreo de animais diabéticos tratados oralmente, duas vezes ao dia, durante
sete dias com veiculo, omeprazol (20 mg/kg), acido ascérbico (300 mg/kg) e a fracdo SE-AE
(1,0 e 10 mg/kg) foi 17%, 8%, 9% e 5% menor, respectivamente, quando comparado ao peso
corporeo de animais normoglicémicos tratados com veiculo (226 g + 5,3). Como esperado,
animais diabéticos tratados diariamente com insulina (6 Ul /dia, s.c.) ndo apresentaram perda
de peso quando comparados aos animais normoglicémicos tratados com veiculo (Tabela 3).

Ainda nestes animais diabéticos, a glicemia em jejum ap0s os tratamentos com
veiculo, insulina (6 Ul /dia, s.c.), omeprazol (20 mg/kg, v.0), &cido ascorbico (300 mg/Kkg,
v.0) e a fracdo SE-AE (10 mg/kg, v.0) foi de 398 * 3,7 mg/dL; 108 + 8,0 mg/dL; 460 £ 27,9
mg/dL, 465 + 3,8 mg/dL e 397 £ 3,7 mg/dL (Animais normoglicémicos tratados com
véiculo: 95 + 3,7 mg/dL) (Tabela 3).

Os niveis de hemoglobina glicada dos animais diabéticos tratados com veiculo,
insulina (6 Ul /dia, s.c.), omeprazol (20 mg/kg, v.0), acido ascérbico (300 mg/kg, v.0) e a
fracdo SE-AE (10 mg/kg, v.0) foi de 10,5 + 1,1%; 5,3 £ 0,7 %; 12,3 + 2,0%; 9,7 + 1,6% e 7,7
+ 0,9%, respectivamente. (Animais normoglicémicos tratados com veéiculo: 2,3 = 0.3%)
(Tabela 3).
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TABELA 3: Efeito da administracdo da fracdo SE-AE duas vezes ao dia, durante sete dias, no
peso corporal, glicemia em jejum e hemoglobina glicada em ratas diabéticas expostas ao

acido acético.

Peso Glicemia Hemoglobina
(@) (mg/dL) glicada (%)
Tamp#o citrato Veiculo (0,1 mL/100g) 229+3,9 95 +3,7 2,6+0,3
(0,1 mL/kg)
Estreptozotocina Veiculo (0,1 mL/100g) 176 8,2 " 398+40,7%  105+1,1°
(50 mg/kg, i.p)

Insulina (6 Ul/dia) 256 +7,4" 108 +8,0° 53+0,7

Omeprazol (20 mg/kg) 185+9,5 460 £ 27,9 12,3+2,0
Ac. ascorbico (300 mg/kg) 176 £7,9 465+ 3,8 9,7+1,6
SE-AE (10mg/kg) 204 £11,1 397 £3,7 7,7+09

Resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6-12). * p <0,001 quando comparado
ao grupo ulcerado normoglicémico tratado com veiculo e * p <0,001 quando comparado ao
grupo ulcerado diabético tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).

4.7.2 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de mucina ap06s a inducdo de Ulcera gastrica

crbnica por acido acético em ratas diabéticas.

Como esperado, a aplicacdo de &cido acético 80% na mucosa gastrica de animais
normoglicémicos ou diabéticos promoveu uma diminuigdo nos niveis de mucinas (Fig. 29A).
Contudo, a administracdo oral de omeprazol (20 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (10 mg/kg)
aumentaram a marcacdo para mucina em 200 e 180%, respectivamente (Fig. 29B e C,
respectivamente), quando comparado com o grupo ulcerado diabético tratado com veiculo
(Vei: 2,8 + 0,5 pixels/campo x 10%) .
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FIGURA 29: Avaliacdo dos niveis de mucina pelo método histoquimico de PAS das ulceras
cronicas induzida por acido acético 80% em ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos
foram tratados pela via oral com veiculo (0,1 ml/100 g, A), diabéticos foram tratados pela via
oral com veiculo (0,1 ml/100 g, B), omeprazol (20 mg/kg; C) ou fragdo SE-AE (10 mg/kg; D)
durante 7 dias, a partir do 2° dia apds a inducdo da lesdo gastrica. Imagens representativas da
margem da ulcera (aumento de 400x, escala: 50 pm).

4.7.3 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de MPO apo6s a inducdo de Ulcera géastrica

cronica por &cido acético em ratas diabéticas.

Como demonstrado na figura 22, a exposi¢cdo ao acido acético aumentou em 300% e
277% os niveis de atividade da MPO na mucosa gastrica de animais normoglicémicos e
diabéticos, respectivamente, quando comparado aos estbmagos ndo ulcerados (Naive: 0,13 *
0,03 mO.D./mg de proteina). O tratamento oral com a fragdo SE-AE (10 mg/kg), mas néo
com omeprazol (20 mg/kg), reduziu significativamente os niveis da atividade da MPO em
64% (Fig. 30).
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Figura 30: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre a atividade da MPO da
mucosa gastrica em ratas diabéticas. Animais normoglicémicos foram tratados com veiculo
(Vei: 0.1mL/100g) ou diabéticos foram tratados com veiculo 0.5% (Vei: 0.1mL/100g),
omeprazol (Ome: 20 mg/kg) ou a fragdo SE-AE (10 mg/kg) duas vezes ao dia, durante sete
dias. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). " p <0,001 quando
comparado ao grupo néo ulcerado, %% p <0,001 e *** p <0,001, quando comparado ao grupo
ulcerado normoglicémico e diabético tratado com veiculo, respectivamente. (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.7.4 Efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de ROS e GSH apds a induc¢éo de Ulcera gastrica

crbnica por acido acético em ratas diabéticas.

A instilagdo de &cido acético na serosa de ratas normoglicémicos e diabéticos
promoveu 0 aumento no contetdo de ROS em 69% e 138%, respectivamente, quando
comparados com o grupo Naive (1,2 £ 0,4 de fluorescéncia). Entretanto, tanto o tratamento
com omeprazol (20 mg/kg) ou a fragdo SE-AE (10 mg/kg) reduziram os niveis de ROS da
mucosa gastrica de ratas diabéticas para 37 = 4,9 de fluorescéncia e 34 + 5,1 de fluorescéncia
guando comparado com os animais diabéticos tratados com veiculo (Vei: 55 + 3,5 de

fluorescéncia) (Fig. 31A).
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Como previsto, a instilacdo de acido acético diminuiu em 55% e 75% os niveis de
GSH na mucosa gastrica de animais normoglicémicos e diabéticos, tratados com veiculo,
respectivamente, quando comparado aos estdmagos do grupo Naive (422 + 46,8 ug de GSH/g
de tecido). O tratamento oral com omeprazol (20 mg/kg) ou com a fracdo SE-AE (10 mg/kg)
restaurou parcialmente os niveis de GSH para 263 + 42,9 g de GSH/g de tecido e 282 + 16,1
Hg de GSH/g de tecido quando comparado com os animais diabéticos tratados com veiculo
(Vei:107+ 35,2 ug de GSH/g de tecido) (Fig. 31B).
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FIGURA 31: Efeito da administracdo oral da fracdo SE-AE sobre os niveis de ROS (Painel
A) e GSH (Painel B) da mucosa gastrica em ratas diabéticas. Animais normoglicémicos foram
tratados com veiculo (Vei: 0,AmL/100g) e animais diabéticos foram tratados com veiculo
(Vei: 0,1mL/100g), omeprazol (Ome: 20 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (10 mg/kg) duas vezes ao
dia, durante sete dias. Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). * p
<0,001, # p <0,01 e * p <0,05 quando comparado ao grupo ndo ulcerado *p <0,05 e ** p
<0,01, quando comparado ao grupo diabético ulcerado tratado com veiculo. (ANOVA de uma
via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.7.5 Efeito da fragdo SE-AE sobre a atividade das enzimas SOD, CAT, GST e GPx apos a

inducdo de Ulcera gastrica cronica por acido acético em animais diabéticos.

Para mensurar o estresse oxidativo na lesdo gastrica induzida por acido acético em

ratas diabéticas, a atividade das enzimas SOD, CAT, GST e GPx foram mensuradas. Como
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indicado na tabela 4, ap6s a indugdo da Ulcera com &cido acético, a atividade da enzima SOD
na mucosa gastrica de animais normoglicémicos e diabéticos foi aumentada em 302% e 408%
comparada com o grupo ndo Naive (13 = 0,5 U/mg de proteina). Similarmente, a inducéo da
Ulcera com acido acético também promoveu o aumento da atividade da CAT na mucosa
géstrica de animais normoglicémicos e diabéticos em 1300 e 2840% quando comparada com
o Naive (0,5 £ 0,2 mmol/mg de proteina/min). Contudo, a administracdo oral de da fracdo SE-
AE (10 mg/kg) restaurou a atividade enzimatica da SOD para 47 = 4,1 U/mg de proteina, mas
ndo da CAT, quando comparado com o grupo diabético ulcerado tratado com veiculo (67 +
2,4 U/mg de proteina e 15 £ 1,2 mmol/mg de proteina/min). O controle positivo do teste,
omeprazol (20 mg/kg, v.0.) restaurou a atividade da SOD para 55 * 4,4 U/mg de proteina e
ndo alterou a atividade da CAT.

A atividade da enzima GST na mucosa gastrica de animais normoglicémicos e
diabéticos submetidos ao cido acético foi diminuida em 57 e 54%, respectivamente, quando
comparada com o grupo Naive (211 + 15,0 nmol /mg de proteina/min). Por outro lado, os
niveis de atividade da enzima GPx foram intensamente aumentados pela exposi¢éo ao acido
acetico em animais normoglicémicos e em diabéticos em 369% e 884%, respectivamente,
quando comparados com grupo Naive (6 £ 0,02 mmol /mg de proteina/min). Contudo, a
administracdo oral de da fracdo SE-AE (10 mg/kg) restaurou parcialmente a atividade
enzimatica tanto da GST quanto da GPx para 138 + 7,6 nmol /mg de proteina/min e 2 + 0,07
nmol /mg de proteina/min, respectivamente, quando comparado ao grupo diabético ulcerado
tratado com veiculo (97 + 8,8 nmol /mg de proteina/min e 6 + 0,006 nmol /mg de
proteina/min, respectivamente). O controle positivo do teste, omeprazol (20 mg/kg, v.0.)
também restaurou parcialmente a atividade da GST e GPx para 141 + 7,5 nmol /mg de

proteina/min e 3 + 0,06 nmol /mg de proteina/min, respectivamente (tabela 4).
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TABELA 4: Efeito da administragdo da fracdo SE-AE duas vezes ao dia, durante sete dias, na
atividade das enzimas SOD, CAT, GST e GPx na mucosa gastrica de ratas diabéticas expostas

ao acido acético.

SOD CAT GST GPx
(U/mg de (mmol/mg (nmol/mg (mmol/mg de
proteina) de proteina) de proteina proteina
Naive 13+0,5 05+0,2 211+15,0 0,6 £ 0,02

Tampdo citrato  Veiculo (0,1 mL/100g) 53+15"* 708" 90+ 3,8 3+0,07"
(0,1 mL/kg)

Estreptozotocina  Veiculo (0,1 mL/100g) 67 +24™* 15+12" 97+88" 640,06 ™
(50 mg/kg, i.p)

Omeprazol (20 mg/kg) ~ 55+4,4*  18+15  141+72* 3+0,07*

SE-AE (10mg/kg) 47 £ 4,1%** 1616 138 + 7,6* 2 +0,08**

Resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). ¥ p <0,001 quando comparado ao
grupo ulcerado normoglicémico tratado com veiculo e * p <0,001, quando comparado ao
grupo ulcerado diabético tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).

4.8 EFEITO NA FUNCAO MOTORA GASTRICA

4.8.1 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre o esvaziamento gastrico em ratas

diabéticas.

A avaliacdo temporal da taxa de esvaziamento gastrico em ratas diabéticas revelou que
apos 2 e 8 semanas da indugdo do diabetes o esvaziamento gastrico foi diminuido em 29% e
35%, quando comparado aos animais tratados com veiculo (Vei: 66 + 6,2% e 65 + 4,2% de
esvaziamento gastrico, respectivamente). Por outro lado, ap6s 4 semanas da inducdo do
diabetes o esvaziamento gastrico foi aumentado em 29%, quando comparado aos animais

tratados com veiculo (Vei: 65 +5,1% de esvaziamento gastrico) (Fig 32).
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FIGURA 32: Avaliacdo temporal do esvaziamento gastrico em ratas diabéticas. Os animais
normoglicémicos (Veiculo: tampdo citrato 0.01 M, pH 4.5 0.1 mL/100g, i.p) ou diabéticos
(STZ: estreptozotocina 50 mg/kg, i.p) foram tratados com &gua+ Tween® 0,5% (0,1mL/100g).
Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6-8). *p <0.05 quando comparado
ao grupo normoglicémico da mesma semana. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni).

A taxa de esvaziamento gastrico dos animais diabéticos tratados com veiculo foi 38%
menor em relacdo aos animais normoglicémicos tratados com veiculo (Vei: 68 + 3,4% de
esvaziamento gastrico). O tratamento oral com domperidona (20 mg/kg), acido ascorbico (300
mg/kg) e a fracdo SE-AE (1; 3 e 10 mg/kg), uma vez ao dia, durante 6 semanas, a partir da
segunda semana apds a inducdo do diabetes, aumentou a taxa de esvaziamento gastrico em
ratas diabéticas para 89 = 2,0%, 76 + 3,8%, 82 £+ 2,8%, 78 = 1,3% e 78 + 1,8% de
esvaziamento gastrico. Da mesma forma, a administracdo diaria de insulina (6 Ul/dia, s.c), a
partir do terceiro dia da indugdo do diabetes, também restaurou a taxa de esvaziamento

gastrico em ratas diabéticas para 70 + 3,2% de esvaziamento gastrico (Fig. 33).
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FIGURA 33: Efeito da fracdo SE-AE sobre o esvaziamento gastrico em ratas diabéticas. Os
animais normoglicémicos foram tratados com veiculo (Vei: 0.1mL/100g) e diabéticos foram
tratados com veiculo (Vei: (0.1mL/100g), domperidona (Domp: 20 mg/kg), insulina (Ins.:
6Ul/dia), &cido ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (SE-AE: 1-10 mg/kg). Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). p<0.01 e *p<0,001 quando
comparado ao grupo normoglicémico tratado com veiculo e ***p <0,001 quando comparado
ao grupo diabético tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida pelo teste de
Bonferroni)

Ao contrario com o observado no tratamento crénico, o tratamento agudo com a fracao
SE-AE na dose de 1 mg/kg, pela via oral, ndo alterou a taxa de esvaziamento gastrico em ratas
normoglicémicas (Fig. 34A) quando comparado aos animais normoglicémico tratados com
veiculo (Vei: 67 £ 3,2% de esvaziamento gastrico). Similarmente, o tratamento agudo oral
com a fracdo SE-AE na dose de 1 mg/kg ap6s 8 semanas da inducdo do diabetes também néo
foi capaz de alterar a taxa de esvaziamento gastrico em ratas dibéticas quando comparado ao
animais diabéticos tratados com veiculo (Vei: 37,6 £ 8,0% de esvaziamento gastrico ) (Fig.
34B). Como esperado a administracdo de domperidona (Domp: 20mg/kg, v.0) elevou a taxa
de esvaziamento para 90 + 2,5% e para 82 * 2,2% em animais normoglicémicos e diabéticos,
respectivamente, enquanto que a administracdo de atropina (Atro: 3 mg/kg, s.c) reduziu para

40 £ 5,9 (Fig. 34A) a taxa de esvaziamento gastrico de animais normoglicémicos.
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FIGURA 34: Efeito da administracdo oral aguda da fracdo SE-AE sobre a taxa de
esvaziamento gastrico de ratas normoglicémicas (Painel A) e diabéticas (Painel B). No painel
A, animais foram tratados com veiculo (Vei: 0.1mL/100g), domperidona (Domp: 20 mg/Kkg),
atropina (Atro: 3 mg/kg, s.c) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg). No painel B, animais
normoglicémicos foram tratados com veiculo (Vei: 0.1mL/100g) e animais diabéticos foram
tratados com veiculo (Vei: 0.1mL/100g), domperidona (Domp: 20 mg/kg) ou a fracdo SE-AE
(1 mg/kg). ™ p <0,01 e * p <0,05 quando comparado ao grupo normoglicémico tratado com
veiculo. " p <0,01 e " p <0,05 quando comparado ao grupo tratado com. (ANOVA de uma via
seguida pelo teste de Bonferroni).

O peso corpéreo das ratas diabéticas tratados durante seis semanas com veiculo,
domperidona (20 mg/kg), acido ascérbico (300 mg/kg, v.0) e a fragdo SE-AE (1 mg/kg, v.0)
foi 62%, 56%, 58% e 69% menor, respectivamente, quando comparado ao peso corpdreo de
animais normoglicémicos tratados com veiculo (263 g + 11,6). Como esperado, animais
diabéticos tratados diariamente com insulina (6 Ul /dia, s.c.) ndo apresentaram perda de peso
quando comparados aos animais normoglicémicos tratados com veiculo (Tabela 5).

A glicemia em jejum dos animais diabéticos tratados com veiculo, insulina (6 Ul /dia,
s.c.), domperidona (20 mg/kg), acido ascorbico (300 mg/kg, v.0) e a fracdo SE-AE (1 mg/kg,
v.0) foi de 533 £ 55,8 mg/dL; 104 £ 18,9 mg/dL; 480 £ 52,3 mg/dL; 525 + 32,5 mg/dL, 476
+ 37,8 mg/dL. A glicemia em jejum dos animais normoglicémicos tratados com veiculo foi de
99 + 2,3 mg/dL (Tabela 5).

Os niveis de hemoglobina glicada dos animais diabéticos tratados com veiculo,
insulina (6 Ul /dia, s.c.), domperidona (20 mg/kg), acido ascérbico (300 mg/kg, v.0) e a
fracdo SE-AE (1 mg/kg, v.0) foi de 15 £ 0,9%, 6 + 0.9%, 12% + 1.2%, 14 £ 0,9% e 9 *
0,2%, respectivamente. A taxa de hemoglobina glicada dos animais normoglicémicos tratados
com Vvéiculo foi de 3 + 0.3% (Tabela 5).
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TABELA 5: Efeito da administracdo da fracdo SE-AE uma vez ao dia, durante seis semanas,

no peso corporal, glicemia em jejum e hemoglobina glicada em ratas diabéticas.

Peso Glicemia Hemoglobina
(9) (mg/dL) glicada (%0)
Tamp#o citrato Veiculo (0,1 mL/100g) 263+ 11,6 99 +2,3 3+0,3
(0,1 mL/kg)
Estreptozotocina Veiculo (0,1 mL/100g) 163+10,1 ™  533+558"*  15+0.9"
(50 mg/kg, i.p)
Insulina (6 Ul/dia) 237+1,77 104 +189™ 6+0,9
Domperidona (20 mg/kg) 147+ 31,4 480 £52,3 12+12
Ac. ascorbico (300 mg/kg) 152 +11,9 525+ 32,5 14+0,9
SE-AE (1mg/kg) 182 £20,9 476 +37,8 9420

Resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6). " p <0,001 quando comparado ao

grupo ulcerado normoglicémico tratado com veiculo e *** p <0,001, ** p <0,001 quando
comparado ao grupo ulcerado diabético tratado com veiculo. (ANOVA de uma via seguida
pelo teste de Bonferroni)

4.8.2 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre as contracdes evocadas pelo KCI

(40mM) no fundo gastrico e piloro de ratas diabéticas.

Para avaliar o efeito da fracdo SE-AE sobre a resposta contratil do fundo gastrico de
ratas diabéticas, o agente despolariante KCI foi utilizado. Como indicado na figura 35, a
contracdo produzida pelo KCI (40mM) no piloro e fundo gastrico de animais
normoglicémicos tratados com veiculo foi de 0.3 £ 0.07 g e 0.5 £ 0.12 g de contracao,
respectivamente, e foi similar (p>0.05) as contracGes observadas no piloro e fundo do grupo
diabético tratado com veiculo ou insulina (Vei: 0.3 £ 0.05 g e 0.8 £ 0.20 g de contragé&o,

respectivamente e Ins: 0.2 + 0.07 g e 0.8 £ 0.14 g de contracdo, respectivamente). De forma
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interessante, o tratamento oral com &cido ascorbico (300 mg/kg) e SE-AE (1 mg/kg)
aumentou a contracdo evocada por KCI (40 mM) no fundo gastrico, mas ndo no piloro, em

280%, quando comparado aos animais normoglicémicos tratados com veiculo.
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FIGURA 35: Efeito da fracdo SE-AE sobre a contragédo evocada por KCI (40 mM) no piloro
(Painel A) e fundo gastrico (Painel B) de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram
tratados com veiculo (Vei:, 0.1mL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo (Vei:
0.1mL/100g), insulina (Ins: 6Ul/dia), &cido ascdrbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1
mg/kg). "p<0,05 quando comparado ao grupo normoglicémico tratado com veiculo.
(ANOVA de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).

4.8.3 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre as contracdes evocadas por acetilcolina

(Ach) no fundo géstrico e piloro de ratas diabéticas.

Adicionalmente ao KCI, a resposta contratil a Ach também foi acessada. Como
indicado na figura 36, a resposta contratil maxima observada na curva concentracao-resposta
(CCR) & Ach (10 a 10°® M) do piloro de ratas diabéticas tratadas com veiculo foi aumentada
em 51% em relacdo a resposta observada no piloro de animais normoglicémicos tratados com
veiculo (E max.: 0,21 + 0,04 g de contracdo). Por outro lado, o tratamento com insulina
(6Ul/dia, figura 36A), acido ascorbico (300 mg/kg, figura 36B) restaurou a resposta contratil
méaxima do piloro de ratas para 0,15 £ 0,03 e 0,17+ 0,05 g de contracdo, respectivamente. O
tratamento com a fracdo SE-AE (1mg/kg) ndo foi capaz de reduzir a resposta contrétil
maxima, porém aumentou para -6.8 log [Ach] a CEs, da Ach (CEsg do grupo diabético tratado
com veiculo: -8.5 log [Ach]) (figura 36C).



-6~ Normoglicémico - Veiculo

_ =6 Normoglicémico - Veiculo

95

0.5+ 0.5
-& Diabético - Veiculo -& Diabético - Veiculo
= 0.44 -+ Diabético - Ins > - Diabético - AA
18 0.3 1%
O O
© [
S 0.2 =
c ey
@] o
© 0.1 ©
0.0~
Ll T T T 1 Ll T T T 1
10 9 8 7 -6 10 9 -8 7 6
Ach log [M] Ach log [M]

-6~ Normoglicémico - Veiculo

0.54
-#- Diabético - Veiculo
S 0.4+ Diabético - SE-AE
2 0.3
O
]
S 0.2-
c
@]
O 0.1
0.0~
Ll T T T 1
10 -9 8 7 6
Ach log [M]

FIGURA 37: Efeito da fracio SE-AE sobre a contracéo evocada por Ach (10™° — 10° M) no
piloro de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com veiculo
(0,1mL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo (0,1mL/100g), insulina (6Ul/dia),
acido ascérbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. (n = 6). "p<0,05 quando comparado ao grupo
normoglicémico tratado com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo diabético
tratado com veiculo. (ANOVA de duas vias seguida pelo teste de Bonferroni)

Em segmentos teciduais do fundo gastrico de ratas diabéticas tratadas com veiculo a
resposta contratil maxima observada na CCR & Ach (10™° a 10 M) foi diminuida em 53% em
relacdo a resposta observada nos animais normoglicémicos tratados com veiculo (E méx.: 3,0
+ 0,28 g de contracdo). Por outro lado, o tratamento com insulina (6Ul/dia, figura 37A), acido
ascorbico (300 mg/kg, figura 37B) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg, figura 37C) restaurou a
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resposta contratil maxima do fundo gastrico para 3,0 + 0,36; 2,4 + 0,73 e 3,3 £ 0,71 g de

contracdo, respectivamente.

-6~ Normoglicémico - Veiculo _ -6 Normoglicémico - Veiculo
-# Diabético - Veiculo * -# Diabético - Veiculo
34 —+ Diabético - Insulina 3{ -+ Diabético - AA *

Contracéo (g)
N
Contracao (g)
N

Ach log [M] Ach log [M]

-6~ Normoglicémico - Veiculo
-& Diabético - Veiculo
3 —¢- Diabético - SE-AE

Contracéo (g)
e

-10 -8 -
Ach log [M]

FIGURA 37: Efeito da fracdo SE-AE sobre a contracdo evocada por Ach (10™° a 10 M) no
fundo géstrico de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com veiculo
(0,AmL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo ( 0,1mL/100g), insulina (6Ul/dia),
acido ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. (n = 6-12). "p<0,05 quando comparado ao grupo
normoglicémico tratado com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo diabético
tratado com veiculo. (ANOVA de duas via seguida pelo teste de Bonferroni)
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4.8.4 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre relaxamento evocado pelo nitroprussiato

de sodio (SNP) no fundo gastrico e piloro de ratas diabéticas.

Além das respostas contréteis, o efeito da fragdo SE-AE sobre o relaxamento do fundo
e piloro géastrico de ratas diabéticas também foram mensurados. O relaxamento mé&ximo
observado na CCR para 0 SNP (10™° a 10° M) do piloro de ratas diabéticas tratadas com
veiculo foi diminuido em 71% em relacdo a resposta observada no piloro de animais
normoglicémicos tratados com veiculo (E max.: 15,1 + 1,9% de relaxamento). O tratamento
com insulina (6Ul/dia, figura 38A) e com a fracdo SE-AE (1mg/kg, figura 38C), mas ndo com
acido ascérbico (300 mg/kg, figura 38B), restaurou o relaxamento maximo do piloro de ratas

diabéticas ao SNP para 58,1 +10,1% e 50,9 + 21,5% de relaxamento, respectivamente.
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FIGURA 38: Efeito da fracio SE-AE sobre o relaxamento evocado por SNP (107° — 10° M)
no piloro de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com veiculo (0,1
mL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo (0,1 mL/100g), insulina (6Ul/dia), &cido
ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg). Os resultados foram expressos
como média + E.P.M. (n = 6). *p<0,05 quando comparado ao grupo normoglicémico tratado
com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo diabético tratado com veiculo. (ANOVA
de duas via seguida pelo teste de Bonferroni)

Em segmentos teciduais do fundo gastrico de ratas diabeticas tratadas com veiculo o
relaxamento observado na CCR ao SNP (10 a 10° M) n3o foi alterado em relacdo a resposta
observada nos animais normoglicémicos tratados com veiculo (E max.: 20,9 + 5,6% de

relaxamento). O tratamento com insulina (6Ul/dia, fig. 39A), com acido ascérbico (300
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mg/kg, fig. 39B) ou a fracdo SE-AE (1mg/kg, fig. 39C) também ndo alterou a resposta ao

SNP do fundo gastrico.
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FIGURA 39: Efeito da fragdo SE-AE sobre o relaxamento evocado por SNP (10™ a 10 M)
no fundo géstrico de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com
veiculo (Vei: 0.1mL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo (0,1mL/100g), insulina
(Ins.: 6Ul/dia), acido ascérbico (AA: 300 mg/kg) ou a fragdo SE-AE ( 1 mg/kg). Os
resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6-10). “p<0,05 quando comparado ao
grupo normoglicémico tratado com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo diabético
tratado com veiculo. (ANOVA de duas via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.8.5 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre relaxamento evocado pela estimulagéo

elétrica no fundo gastrico ratas diabéticas.

Além do relaxamento evocado pelo SNP, o efeito da fracdo SE-AE no relaxamento
nitrérgico através de estimulacdo elétrica do fundo géastrico de ratas diabéticas também foi
avaliado. Os segmentos teciduais do fundo gastrico de ratas normoglicémicas e diabéticas
desenvolveram relaxamento nitrérgico em resposta a estimulacdo elétrica de campo (EEC)
usando uma frequéncia de 8 Hz, que foi significativamente diminuido pela incubacdo com L-
NAME (100 uM) um inibidor da éxido nitrico sintase (Fig. 40) . Esse relaxamento foi
acentuadamente reduzido nos animais diabéticos tratados com veiculo (7 £ 4,5% de
relaxamento). Por outro lado, o tratamento com insulina (6 Ul/dia), acido ascérbido (300
mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg) manteve o relaxamento nitrérgico em resposta a EEC

em 35 + 8,6%, 37 £ 3,3% e 37 £ 8,2% de relaxamento, respectivamente.
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FIGURA 40: Efeito da fracdo SE-AE sobre o relaxamento evocado por ECC (8 HZ) no fundo
gastrico de ratas diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com veiculo (Vei:
0.1mL/100g) e diabéticos foram tratados com veiculo (0,1mL/100g), insulina (Ins.: 6Ul/dia),
acido ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE ( 1 mg/kg). Os resultados foram
expressos como média + E.P.M. (n = 6-10). "p<0,05 quando comparado ao grupo
normoglicémico veiculo incubado com veiculo, *p <0,05 quando comparado ao grupo
diabético veiculo incubado com veiculo, & p<0,05 quando comparado ao mesmo grupo
incubado com L-NAME (100 uM). (ANOVA de uma e de duas via seguida pelo teste de
Bonferroni).
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4.8.6 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre os niveis de expressdo da NOS1 no

corpo gastrico de ratas diabéticas.

Como indicado na figura 41, o nivel de expressdo da NOS1 no corpo gastrico de ratas
diabéticas tratadas com veiculo foi aumentado em 68%, quando comparada com 0 grupo
normoglicémico tratado com veiculo (Vei: 0,6 + 0,09). Contudo, a expressdo da enzima
NOS1 em animais diabéticos tratados com insulina (6Ul/dia), cido ascérbico (300 mg/kg) ou
a fracdo SE-AE (1 mg/kg) foi restaurada para 1,0 £ 0,05; 0,9 + 0,2 e 0,8 £ 0,18,

respectivamente.
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FIGURA 41: Efeito da fracdo SE-AE sobre a expressdo da NOS1 no corpo gastrico de ratas
diabéticas. Os animais normoglicémicos foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g) e
diabéticos foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g), insulina (Ins: 6Ul/dia), acido
ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg). Os resultados foram expressos
como média + E.P.M. (n = 6). #p<0,01 quando comparado ao grupo normoglicémico tratado
com veiculo e *p <0,05 quando comparado ao grupo diabético tratado com veiculo. (ANOVA
de uma via seguida pelo teste de Bonferroni).
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4.8.7 Efeito da administracdo da fracdo SE-AE sobre os neurdnios mioentéricos NADPH-

diaforase positivos da regido gastrica glandular (corpo e antro) de ratas diabéticas.

Para avaliar alteracGes no numero de neurdnios nitrérgicos, a técnica histoquimica de
NADPH-diaforase foi realizada. No preparado de membrana, os neurdénios NADPH-diaforase
positivos do plexo mioentérico da regido glandular de ratas apresentou-se constituido por
neuronios de diferentes tamanhos reunidos em ganglios de distribuicdo esparsa e por
neurdnios isolados. Em ratas diabéticas tratadas com veiculo, o nimero de neur6nios
mioentéricos NADPH-diaforase positivos por 95,87 mm? da regido gastrica glandular foi
aumentado em 44% na curvatura menor (fig. 42A) e em 53 % na curvatura maior (fig. 42B),
quando comparado aos animais normoglicémicos tratados com veiculo (Vei: 364 + 29,9 e 340
* 44,9, respectivamente). O tratamento com insulina (6Ul/dia), acido ascérbico (300 mg/kg)
ou a fracdo SE-AE (1 mg/kg) manteve o numero de neurdnios NADPH-diaforase positivos
por 95,87 mm? na curvatura glandular menor de ratas diabéticas em 403 + 17,5; 370 + 44,2;
295 + 30,8, respectivamente, e na curvatura glandular maior de ratas diabéticas para 348 +
19,2; 333 £ 22,7 e 323 + 37,8, respectivamente. Além disso, como representado na tabela 6,
ndo houve diferenca entre a area da mucosa gastrica dos animais provenientes dos diferentes
grupos experimentais, indicando que o aumento no numero de neurdnios ndo esta associado

com alteracgGes na area da superficie gastrica.
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FIGURA 42: Efeito da fracdo SE-AE sobre os neur6nios mioentéricos NADPH-diaforase
positivos da regido gastrica glandular (corpo e antro) de ratas diabéticas. Os animais
normoglicémicos foram tratados com veiculo (Vei: 0,1mL/100g) e diabéticos foram tratados
com veiculo (Vei: 0,AmL/100g), insulina (Ins: 6Ul/dia), &cido ascorbico (AA: 300 mg/kg) ou
a fracdo SE-AE (1 mg/kg). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. (n = 6).
"p<0,01 quando comparado ao grupo normoglicémico tratado com veiculo e *p <0,05, **p
<0,01 quando comparado ao grupo diabético tratado com veiculo. (ANOVA de duas via
seguida pelo teste de Bonferroni).

TABELA 6: Area da superficie gastrica de ratas dos diferentes grupos experimentais.

Area

(mm?)

Tampao citrato Veiculo (0,1 mL/100g) 17+172

(0,1 mL/kg)

Estreptozotocina Veiculo (0,1 mL/100g) 15+04
(50 mg/kg, i.p)

Insulina (6 Ul/dia) 17+14

Ac. ascorbico (300 mg/kg) 17 +0,8

SE-AE (1mg/kg) 14+0,8

Resultados foram expressos como média = E.P.M. (n = 6). (ANOVA de uma via seguida pelo
teste de Bonferroni)
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Imagens dos neurdnios NADPH-diaforase positivos de preparados de membrana de
ratas normoglicémicas tratadas com veiculo (curvatura menor: fig. 43A, curvatura maior: fig
43B) e de ratas diabéticas tratadas com veiculo (curvatura menor: fig. 43C, curvatura maior:
fig 43D), insulina curvatura menor: fig. 43E, curvatura maior: fig 43F, acido ascérbico
(curvatura menor: fig. 43G, curvatura maior: fig 43H), ou fracdo SE-AE (curvatura menor:

fig. 431, curvatura maior: fig 43J) estéo representadas abaixo:
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FIGURA 43: Imagens representativas dos neurbnios mioentéricos NADPH-diaforase
positivos da regido gastrica glandular (corpo e antro) de ratas normoglicémicas tratadas com
veiculo (curvatura menor: fig. 43A, curvatura maior: fig 43B) e de ratas diabéticas tratadas
com veiculo (curvatura menor: fig. 43C, curvatura maior: fig 43D), insulina (curvatura menor:
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fig. 43E, curvatura maior: fig 43F), &cido ascérbico (curvatura menor: fig. 43G, curvatura
maior: fig 43H), ou fracdo SE-AE (curvatura menor: fig. 43I, curvatura maior: fig 43J)
(aumento de 400x, escala: 50 um).
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5. DISCUSSAO

O potencial gastroprotetor e cicatrizante gastrico das raizes de bardana ja& foram
estabelecidos em estudos prévios de nosso grupo de pesquisa (DOS SANTOS, 2010; DA
SILVA, 2013). No entanto, as informac6es sobre os efeitos de extratos, fracdes ou compostos
isolados das folhas da bardana sobre o trato gastrointestinal ainda sdo escassos. Por
conseguinte, neste trabalho foram investigados os efeitos gastroprotetor e cicatrizante gastrico
das folhas da bardana, assim como sua atividade sobre a fungdo motora gastrica em ratas sob
condic¢des normais e aumentadas de glicemia. Além do mais, ao contribuir para a validacdo do
uso terapéutico ou para a prospeccdo de compostos biologicamente ativos obtidos das folhas
da bardana, esse trabalho almejou colaborar para um melhor aproveitamento do cultivo da
espécie, uma vez que as folhas sdo descartadas durante a colheita da planta para obtengdo da

raiz para fins terapéuticos ou culinarios.

A andlise toxicoldgica aguda em camundongos do extrato solivel em etanol (SE)
obtido das folhas da bardana foi realizada com objetivo de determinar as reacdes adversas em
curto prazo ap6s a administracdo do extrato. De acordo com a DL50 (10,8208 g/kg para a via
oral e 1,6266 g/kg para a via intraperitoneal), baseados na classificacdo de SCHUARTSMAN
(1980) o SE quando administrado por via intraperitoneal, pode ser considerado
moderadamente tdxico, enquanto que pela DL50 por via oral pode ser considerado pouco
toxico. Assim diante dessas informacdes os experimentos foram continuados e as doses

utilizadas foram pelo menos 1000 vezes inferior a DL50 da via administrada.

A Ulcera gastrica € uma doencga que acomete mundialmente muitas pessoas e tem
incidéncia e prevaléncia em constante aumento (MALFERTHEINER et al., 2009). E
caracterizada pela presenca de uma lesdo necrotica profunda que acomete tanto a mucosa
como a camada muscular da mucosa (TARNAWSKI et al., 1991 e 2005) e que apos a
cicatrizacdo pode ser recorrente e reaparecer ao longo da vida do paciente (KANGWAN et
al., 2014). Basicamente, o desenvolvimento da Ulcera géastrica e resultado de um desequilibrio
entre os mecanismos de defesa da mucosa, incluindo o muco, o bicarbonato, PGs e o fluxo
sanguineo; e os fatores agressores a mucosa, tais como o acido cloridrico e a pepsina na
superficie luminal gastrica (TARNAWSKI, 2005). Ademais, 0 estresse, a infecgdo por H.

pylori e 0 uso a longo prazo de AINEs sdo importantes fatores que favorecem a agresséo a
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mucosa gastrica e estdo implicados no estabelecimento e recorréncia das Ulceras gastricas nos
dias atuais (GRAHAM, 2014; WANG et al., 2007).

O tratamento das Ulceras gastricas incluem a utilizacdo de medicamentos
antisecretores como 0s antagonistas dos receptores H2 e os inibidores da bomba de prétons
(IBPs) (KANGWAN et al., 2014). A utilizacdo de antimicrobianos para a erradicacdo da H.
pylory (EL-ZAHABY et al., 2014), e abordagens endoscépicas (CALVET et al., 2005) ou
cirirgicas (LEME et al., 2003) para o tratamento da Ulcera hemorréagica, assim como
alteracOes na terapia com AINEs também sdo estratégias terapéuticas para casos especificos
(DEEKS et al., 2013). Apesar da eficacia terapéutica, estudos apontam que a supressdo acida
ou a erradicacdo da H. pylori sdo insuficientes para um processo cicatricial completo e assim
aumentam a probabilidade de recorréncia da Ulcera (KANGWAN et al., 2014). Desta forma,
devido ao freqliente ressurgimento da Ulcera, é necessario que o tratamento com farmacos
antisecretores seja mantido por um longo periodo de tempo (TANG e CHAN, 2012).
Entretanto, o tratamento prolongado com esses farmacos pode causar efeitos adversos graves,
tais como a osteoporose e a hipergastrinemia que pode desencadear a hiperplasia de células
ECL e o desenvolvimento de tumores carcindides na mucosa gastrica (POYNTER et al, 1985;
PENSTON e WORMSLEY 1986; SHEEN e TRIADAFILOPOULOS, 2011). Neste contexto
clinico, tratamentos que melhorem a qualidade da cicatrizacdo das Ulceras gastricas e com
menos efeitos colaterais sdo necessarios. Por esta razdo, estudos com novas alternativas
terapéuticas sdo importantes e, dentre estas, as plantas medicinais, tém constituido importante

fonte de moléculas bioativas.

O modelo de ulcera gastrica induzida por etanol € o empregado na investigacdo dos
efeitos gastroprotetores de substancias (REPETTO e LLESUY, 2002). O etanol promove
ulceracBes hemorragicas na mucosa gastrica através de varios mecanismos, incluindo a
reducdo da barreira de muco, da secrecdo de bicarbonato e da disponiblidade de grupos
sulfidrilicos ndo-proteicos na mucosa gastrica (SZABO et al., 1985; WALLACE, 2001), além
do mais aumenta a permeabilidade vascular e promove perda de células do epitélio gastrico
(REPETTO e LLESUY, 2002). Neste modelo, a administracdo oral do extrato SE e da fracéo
SE-AE protegeu a mucosa géstrica de ratas, confirmando os dados obtidos por CARLOTTO
(2013). Além disso, a administracdo intraperitoneal do extrato e da fracdo também exibiu
atividade citoprotetora semelhante, afastando a possibilidade de que o efeito gastroprotetor do

SE e da fragdo SE-AE seja unicamente devido a formacdo de uma barreira fisica sobre a
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mucosa gastrica. Como esperado, o tratamento com omeprazol, utilizado como controle
positivo do ensaio, também reduziu as lesdes gastricas induzidas etanol. Similarmente, Dos
SANTOS e colaboradores (2008) também verificaram o efeito gastroprotetor do extrato
cloroférmico da raiz da bardana contra as lesdes gastricas induzidas por etanol e mais
recentemente, no Unico estudo sobre gastroprotecdo das folhas da bardana, De ALMEIDA e
colaboradores (2012) também demonstraram o efeito gastroprotetor da fracdo rica em

onopordopicrina, uma lactona sesquiterpenica, em Ulceras induzidas por etanol acidificado.

Estudos prévios ja descreveram a presenca de flavonoides tais como a rutina, a
quercitrina, a quercetina e a luteolina e de &cidos fendlicos, incluindo acido caféico, benzdico,
p-cumarico e clorogénicos (especificamente o acido 3-O-cafeoilquinico e cinarina) nas folhas
de A. lappa (FERRACANE et al., 2009; LOU et al., 2010). De fato, o extrato SE é composto
de isdbmeros de acido mono- e di-cafeoilquinicos. Esses dados sdo corroborados por nosso
estudo anterior, o qual também demonstrou a presenca de acidos hidroxicinamoilquinicos,
principalmente dicafeoilquinicos, no extrato etanélico bruto das raizes da bardana (Da SILVA
et al., 2013). O composto majoritario na fracdo ativa SE-AE foi identificado como sendo o
acido 1,3-O-dicafeoilquinico (1,3-DCQA), o qual também apresentou atividade
gastroprotetora no modelo de Ulcera induzida por etanol, porém em uma dose extremamente
reduzida. De forma interessante, durante a particdo liquido: liquido, a fracdo butandlica
concentrou grande quantidade de cinarina [acido 1,5-O-dicafeoilquinico (1,5-DCQA)] e
apesar da grande semelhanca estrutural com o composto ativo 1,3-DCQA, nem a fracdo SE-B
e nem o composto 1,5-DCQA apresentaram atividade gastroprotetora nas doses avaliadas.
Desta forma, fica evidente que o composto 1,3-DCQA é um potencial candidato para os
efeitos gastroprotetores das folhas da bardana e que as hidroxilas vicinais geometricamente
projetadas no mesmo plano sdo grupos farmacoféricos de grande importancia para a

gastroprotecao.

Dada a confirmacéo do efeito gastroprotetor das folhas da bardana e a identificagéo de
um composto ativo, nds prosseguimos investigando os mecanismos envolvidos nesse efeito e
a primeira hipotese avaliada foi a participacdo de fatores protetores da mucosa. Contudo,
devido a pouca quantidade do composto 1,3-DCQA, tais experimentos foram conduzidos

utilizando a fracdo SE-AE.
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Grupos sulfidrilicos ndo protéicos (NP-SH) como a GSH desempenham papel crucial
na regulacdo de reacGes de reducdo e oxidacdo intracelular, controlando a reducéo e a
inativacdo de EROs (JMATTHEWS et al., 2006). Apesar do exposto, o efeito gastroprotetor
da fracdo SE-AE foi mantido em animais pré-tratados com N-etilmaleimida (NEM), um
agente que promove a alquilacéo e inativacdo de NP-SH (TAKEUCHI et al., 1989), indicando
que a disponibilidade de tais compostos ndo é primordial no efeito gastroprotetor da frag&o.
Haja vista que a fracdo SE-AE foi eficaz no seqliestro do radical livre DPPH, é provavel que
esse efeito restitua o equilibrio redox mesmo em vigéncia da inativacdo dos NP-SH da
mucosa gastrica. Em contraste, no estudo de De ALMEIDA e colaboradores (2012) a fracéo
rica em onopordopicrina obtida das folhas da bardana teve o efeito gastroprotetor abolido pela
administracdo de NEM. As prostaglandinas sdo responsaveis pela secrecdo de muco e
bicarbonato na mucosa gastrica, além de favorecerem o fluxo sanguineo local e por tais
motivos sdo primordiais na manutencdo da integridade da mucosa géastrica (PALILEO e
KAUNITZ, 2011). De forma interessante, o efeito gastroprotetor da fragdo SE-AE no modelo
de ulcera induzida por etanol foi abolido em animais pré-tratados com indometacina. Vale
ressaltar que, a dose administrada de indometacina ndo produz lesdes gastricas agudas (dado
ndo mostrado), e é utilizada para potencializar a acdo necrotizante do etanol como
classicamente proposto por KONTUREK e colaboradores (1987). Classicamente os disturbios
gastrointestinais adversos desse medicamento sdo atribuidos a sua capacidade de inibicdo da
COX-1 e conseqiente diminuicdo da sintese de PGs, que como descrito acima Sao
responsaveis pela modulacdo de varios componentes envolvidos na defesa da mucosa géstrica
(KONTUREK, 2005). Portanto, diante do resultado obtido, podemos sugerir que um dos
mecanismos envolvidos na gastroprotecdo desempenhada pela fracdo SE-AE esté relacionado

a sintese e/ou a disponibilidade de PGs na mucosa gastrica.

Além de os AINEs promoverem lesdes gastricas através da diminuicdo da sintese de
PGs, 0 contato desses farmacos com a mucosa gastrica também promove efeitos irritantes
diretos (FIORUCCI et al., 2001), através da degradacédo de fosfolipidios presentes tanto no
muco aderido quanto nas membranas celulares do epitélio gastrico, o que reduz a
hidrofobicidade do muco e favorece a retrodifusdo de ions hidrogénio (BERSTAD, 2002). Por
tais caracteristicas, em doses adequadas, 0os AINEs podem ser empregados como agentes
ulcerogénicos em modelo de Ulcera gastrica aguda. Como esperado, no modelo de ulcera

aguda induzida por indometacina, tanto o tratamento com omeprazol, como com PGE,,
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utilizados como controles positivos do ensaio, reduziram as lesdes gastricas. Similarmente, a
fracdo SE-AE também foi capaz de promover gastroprotecdo nas doses de 0,15 e 1,5 mg/kg,
confirmando que a gastroprotecdo contra a indometacina exibida pela fracdo SE-AE esteja
intimamente relacionada com mecanismos relacionados ao aumento da sintese ou
disponibilidade de PGs. Contudo, considerando que além do sequestro do radical livre DPPH,
a fracdo SE-AE também foi capaz de inibir diretamente a atividade da mieloperoxidase
(MPO), uma enzima lisossomal com papel fundamental na producéo de EROs dependente de
neutrofilo (BRADLEY et al., 1982), é plausivel que a gastroprotecao da fracdo SE-AE contra
a indometacina ou etanol pode ser decorrente de seus efeitos antioxidantes. De fato, a
importancia do estresse oxidativo e da migracdo leucocitaria na ulcerogénese por
indometacina j& foram descritas na literatura, em trabalhos que demonstraram que a
administracdo do inibidor de xantina oxidase alopurinol (NAITO et al., 1995) e a inibicdo da
migracdo neutrofilica pela administracdo intraperitoneal de um anticorpo anti-neutrdfilo

(SUZUKI et al., 2000) atenuam a les@o gastrica induzida por indometacina

Pela importante funcdo atribuida as EROs na etiologia das Ulceras géastricas, em geral
terapias que aumentem os niveis de GSH sdo consideradas benéficas no tratamento dessas
doencas (KAPLAN et al., 2012). Ainda que, como descrito anteriormente, a fracdo SE-AE
promova gastroprotecdo mesmo quando os NP-SH estejam inativados por um agente
alquilante, a manutencdo dos niveis de GSH na mucosa gastrica exposta ao etanol ou a

indometacina também participa da gastroprotecdo promovida pela fracdo SE-AE.

O muco aderido a mucosa gastrica € um importante fator de protecdo tecidual
(VASCONCELOS et al., 2008), composto por uma camada de glicoproteinas dispostas em
gel, insoliveis em &gua, que protegem a mucosa contra danos provocados pelo acido
cloridrico e pela pepsina (BERNE et al., 2004). Similarmente ao efeito nos niveis de GSH, a
manutencdo dos niveis de muco aderido na mucosa gastrica também participa da
gastroprotecdo promovida pela fragdo SE-AE nos modelos de Ulcera aguda induzida por

etanol ou indometacina.

Os resultados discutidos até este ponto indicam o envolvimento de fatores protetores
da mucosa géstrica na gastroprotecao efetuada pela fracdo SE-AE. A julgar por esta atividade

em dose tdo reduzida, nos interessou avaliar também a atividade cicatrizante gastrica da
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referida fragdo em um modelo animal de Ulcera gastrica cronica, a Ulcera induzida por acido

acético 80%.

As Ulceras induzidas por &cido acético possuem localizacdo, severidade e cronicidade
semelhantes as Ulceras humanas, além de possuirem similaridades em relacéo ao processo de
cicatrizacdo (TAKAGI et al., 1969). Tal modelo é confidvel e utilizado mundialmente para
avaliacdo do potencial cicatrizante gastrico de substancias (OKABE e AMAGASE, 2005). A
Ulcera por &cido acético ocorre por alteracGes de maltiplos fatores, tais como alteracfes nos
niveis de PGs, de diversos fatores de crescimento e citocinas, além de mudancas no padréo de
aderéncia do muco e alteragdes na microcirculacio (KOBAYASHI et al., 2001).
Histologicamente a Ulcera gastrica produzida pela exposicdo da serosa ao acido acético é
composta de duas estruturas principais: a margem, chamada de zona de cicatrizacéo, e a base
da ulcera, formada basicamente por fibroblastos, macrofagos, células linfoides e células
endoteliais (TARNAWSKI, 2005). A cicatrizacdo dessa lesao é um processo ativo, complexo
e orquestrado para reconstrucdo da mucosa, envolve a formacao de tecido de granulacdo na
base da Ulcera, a formacdo de novos vasos e a proliferagdo celular na margem da leséo para o
restabelecimento da arquitetura glandular (KONTUREK et al., 2005). Neste modelo, o
tratamento dos animais com a fracdo SE-AE (1 mg/kg), duas vezes ao dia, por sete dias,
acelerou o processo de cicatrizacdo da lesdo induzida por acido acético. Este resultado foi
confirmado pelas analises histoldgicas, onde foi possivel observar a contracdo da base da
Ulcera acompanhada de uma maior continuidade tecidual da regido da margem da lesdo.
Fortalecendo nossos dados, Dos SANTOS e colaboradores (2008) e Da SILVA e
colaboradores (2013) também demonstraram acdo cicatrizante gastrica para extratos da
bardana. Entretanto os extratos testados em ambos os estudos foram obtidos das raizes da
planta e as doses eficazes dos mesmos foram maiores em relacdo a dose eficaz da fracdo SE-
AE. Como esperado, o tratamento com omeprazol, utilizado como controle positivo do

ensaio, também foi eficaz na reducdo da extensdo das Ulceras induzidas por acido acético.

Considerando que o muco gastrico também é importante durante o processo de
cicatrizacao por efetuar a protecdo das células da mucosa gastrica, o efeito da fracdo SE-AE
sobre os niveis de mucina em ulceras cronicas induzidas por &cido acetico também foi
mensurado pelo método histoquimico de PAS. Nessa técnica, o &cido periddico oxida
seletivamente os residuos de glicose, produzindo aldeidos que reagem com o reagente de

Schiff e confere uma cor final parpura-magenta, revelando a presenga de macromoléculas de
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carboidratos como glicoproteinas, glicogénio e proteoglicanos, tipicamente encontrados no
muco. Como previsto, a exposicdo da mucosa gastrica ao acido acético reduziu os niveis de
mucina e o tratamento com a fracdo SE-AE restaurou esses niveis. Esse resultado aponta que
a preservacdo do muco gastrico estd envolvido tanto na atividade gastroprotetora quanto no
efeito cicatrizante géstrico da fracdo SE-AE e vdo de encontro ao observado em nosso
trabalho anterior onde os efeitos cicatrizantes gastricos promovidos pelo extrato bruto
etanolico das raizes da bardana também envolveram a manutencdo do muco gastrico (Da
SILVA et al., 2013).

O processo inflamatorio estabelecido no desenvolvimento da Ulcera gastrica envolve o
recrutamento e ativacdo de neutrofilos através de agentes quimiotaticos, promovendo a
liberagdo de EROs e proteases, resultando em um dano tecidual inflamatério dependente de
neutrofilos (FIALKOW et al., 2007). Como descrito anteriormente, a MPO é uma enzima
peroxidase presente nos granulos azurofilos dos neutréfilos, que promove a formacdo de
espécies reativas de oxigénio para auxiliar na destruicdo de agentes patogénicos (ARNHOLD
et al., 2003). Como a MPO é descrita como um marcador indireto da infiltracdo de neutrdfilos
na resposta inflamatéria (BRADLEY et al., 1982), a mensuracéao dos niveis de atividade desta
enzima foi realizada para a analise desse parametro nas Ulceras gastricas induzidas por acido
acético. E sabido que na Ulcera gastrica a atividade da MPO esta intimamente relacionada
com o estado da Ulcera, estando freqiientemente elevada no sitio da lesdo e diminuida ap6s a
cicatrizacdo da Ulcera (SATOH et al., 1997). Portanto, 0 aumento da atividade da MPO
decorrente da exposicdo da serosa gastrica ao acido acético evidencia o aumento da infiltracdo
de neutréfilos no local da lesdo. O tratamento com a fragdo SE-AE foi capaz de diminuir os
niveis de atividade da MPO, sugerindo reducdo da infiltracdo de neutréfilos na area ulcerada.
Adicionalmente, a inibicdo direta da MPO pela fracdo SE-AE também contribui para a
reducdo da formacdo de EROs oriundas de neutrofilos e conseqlientemente para o efeito

cicatrizante gastrico da fracao.

Reforcando o fato de que o estresse oxidativo tem grande importancia na ulceracéo
gastrica e que o sistema antioxidante é fundamental para a reconstrucdo da area lesada, as
alteracdes oxidativas promovidas pela exposi¢do ao acido acético e o efeito do tratamento
com a fracdo SE-AE nessas alteracdes também foram avaliadas. A geracdo de EROs como
radical hidroxila (OH"), o anion superdxido (O;") e o perdxido de hidrogénio (H,0,), entre

outros fatores, através da intensa atividade de células fagocitarias no sitio da lesdo gastricas,
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induzem constantemente o dano oxidativo (TANDON et al., 2004). Similarmente ao efetuado
em Da SILVA e colaboradores (2013), a producdo intracelular de radicais livres foi
investigada usando a sonda fluorescente 2’,7’-diclorfluoresceina-diacetato (DCFH-DA), a
qual apos ser oxidada por especies reativas de oxigénio e de nitrogénio emite fluorescéncia
nos comprimentos de onda de 485 e 520 nm, para excitacdo e emissdo, respectivamente.
Como esperado, foi observado um significante aumento nos niveis de radicais livres
intracelulares na mucosa gastrica ulcerada por acido acético. Contudo, o tratamento com a
fracdo SE-AE foi capaz de diminuir a geracdo de radicais livres intracelulares no sitio da
lesdo. Em contrapartida a producdo de EROs, a mucosa gastrica dispde de potentes defesas
antioxidantes (TANDON et al., 2004). Como descrito anteriormente, a GSH participa
ativamente dessas defesas por ser um potente antioxidante e também substrato para varias
enzimas antioxidantes, tais como: glutationa-S-transferase (GST), glutationa peroxidase
(GPx) e glutationa redutase (GR) (CNUBBEN et al., 2001). Como previsto, 0s niveis de GSH
foram reduzidos ap6s a exposicdo da mucosa gastrica ao &cido acético e restituidos para
niveis basais pelo tratamento com a fracdo SE-AE, reiterando que o restabelecimento do
equilibrio redox é promovido durante o efeito cicatrizante gastrico da fracdo. De forma
analoga, em nosso estudo anterior, tanto a reducdo dos niveis de EROs intracelular como o
restabelecimento do contetdo de GSH gastrico também foram descritos na atividade

cicatrizante gastrica do extrato etandlico da raiz da bardana (Da SILVA et al., 2013).

Frente ao discutido, a promocao de fatores protetores da mucosa gastrica como 0 muco
e as defesas antioxidantes participam tanto do efeito gastroprotetor como do cicatrizante
gastrico da fracdo SE-AE. Contudo, substancias antiulcerogénicas podem agir por dois modos
de acdo, um relacionado ao aumento da resisténcia da mucosa gastrica contra fatores
agressivos enddgenos ou exdgenos, e outro relacionado a supressdo da secre¢do acida gastrica
(ALLEN, 1993). Como a participacdo de fatores protetores nos efeitos da fracdo SE-AE na
mucosa gastrica ja foi evidenciada, a atividade antisecretora da fracdo foi avaliada na

continuidade deste estudo.

A secrecdo acida constitui um fator agressor da mucosa gastrica e juntamente com a
pepsina contribui para o aparecimento e desenvolvimento de lesGes gastricas. Por tal motivo,
0s medicamentos mais amplamente comercializados nos dias de hoje para o tratamento de
Ulceras sdo os farmacos antisecretores (GILL et al., 2011). No entanto, a fracdo SE-AE,

quando administrada por via oral, intraduodenal ou intraperitoneal ndo foi capaz de alterar o
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volume e a acidez total do contetdo gastrico em animais com hipersecrecdo induzida por
ligadura do piloro. Além disso, a fracdo também nao inibiu in vitro a atividade da enzima
H'/K*-ATPase ou bomba de prdton, a qual constitui a etapa final da producio de HCI no
limen estomacal, descartando a possibilidade de mecanismos antisecretores da fracdo SE-AE.
Em contraste, Da SILVA e colaboradores (2013) demonstraram a participacdo da supressao
acida no efeito cicatrizante gastrico do extrato bruto etandlico obtido das raizes da bardana.
Tais diferencas indicam que, dada a diversidade dos compostos ativos, diferentes partes da

bardana apresentam diferentes mecanismos envolvidos na atividade gastroprotetora.

A supressdo acida gastrica também protege a mucosa gastrica através da reducdo da
atividade péptica do suco gastrico (HUANG e HUNT, 1996). Visto que em meio acido, o
pepsinogénio secretado pelas células principais é catalisado em sua forma ativa, a pepsina,
qgue por suas atividades proteoliticas também é um agente agressor da mucosa gastrica
(RAUFMAN, 1996). Reforcando a auséncia de mecanismos antisecretores nos efeitos da
fracdo, em nossos experimentos somente a administracdo de omeprazol reduziu a atividade

péptica do conteldo gastrico de ratas.

Ainda em relacdo aos estimulos da secrecdo &cida, o aumento dos niveis plasmaticos
da gastrina é verificado durante a supressdo &cida promovida por drogas antisecretoras
(ANDRIULLI et al.,, 1991). Tal fendbmeno esta associado com o desenvolvimento de
tolerancia aos antagonistas dos receptores H2 e a hiperplasia de células parietais observadas
com o uso prolongado de IBPs (HASHIMOTO et al., 2007; QVIGSTAD et al., 1998;
STOLTE et al., 1992; KARASAWA et al., 1988). Além disso, em especial na terapia
prolongada com IBPs, a hipergastrinemia persistente pode promover varias alteracfes
histoldgicas, incluindo o aparecimento de pélipos na mucosa gastrica (STOLTE et al., 1992;
KARASAWA et al., 1988). Realmente, em nossos experimentos, a administracdo de
omeprazol em animais ndo ulcerados, durante sete dias, promoveu o0 aumento dos niveis
séricos de gastrina. Da mesma forma, KONAGAYA e colaboradores (2001) também
observaram a hipergastrinemia decorrente da administragdo de omeprazol em ratos apds sete
dias do inicio do tratamento. Pela auséncia de atividade antisecretora, animais tratados com a

fracdo SE-AE durante o mesmo periodo ndo desenvolveram hipergastrinemia.

Todavia, apesar dos efeitos prejudiciais associados a prolongada hipergastrinemia

decorrente do uso em longo prazo de supressores &cidos, alguns estudos apontam a
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importancia da gastrina durante a cicatrizacdo de Ulceras gastricas (BRZOZOWSKI et al.,
1999; KONTUREK et al., 2008; OPOKA et al., 2010). Por tal razdo, os niveis séricos de
gastrina também foram mensurados em animais ulcerados pelo acido acético. De forma
interessante, esses niveis foram aumentados em todos os animais ulcerados por acido aceético.
Contudo, o tratamento com a fracdo SE-AE aumentou ainda mais a gastrinemia nesses
animais. Alguns trabalhos indicam a participagdo da gastrina na cicatrizacdo gastrica
promovida por substancias como a colecistocinina (BRZOZOWSKI , et al., 1999), a
melatonina (KONTUREK et al., 2008) e o hidroaspartato de zinco (OPOKA et al., 2010).
Apesar das evidéncias, os mecanismos mediados pela gastrina durante a cicatrizacdo da
mucosa gastrica ainda precisam ser elucidados e até o momento somente o aumento da
proliferacdo celular na margem da Ulcera foi postulado (BRZOZOWSKI et al, 1999). Desta
forma é possivel que a proliferacdo celular mediada pela gastrina também contribua para o
aceleramento da cicatrizacdo gastrica promovido pela fracdo SE-AE. Adicionalmente, é
sabido que a expressao de fatores que promovem a proliferagao celular como EGF, TFGa e
HGF é aumentada durante o periodo inicial de cicatrizacdo da Ulcera, e que aumento dos
niveis séricos de gastrina nessa fase possa ser decorrente pela notavel supressdo acida
promovida por tais fatores (KONTUREK et al., 1992). Além do mais, os niveis de gastrina e
a expressdo desses fatores decaem com a progressao da cicatrizagdo da lesdo (KONTUREK et
al., 1992). Assim €é provavel, mas ainda ndo provado, que 0 aumento da gastrinemia
promovido pela fracdo SE-AE em animais ulcerados seja decorrente da participacdo desses

fatores de crescimento em seu efeito cicatrizante gastrico.

A luz dos dados até aqui discutidos, a atividade gastroprotetora e cicatrizante gastrica
da fracdo SE-AE foi evidente e possivelmente mediada pelo favorecimento de fatores
protetores da mucosa gastrica, em especial as defesas antioxidantes e as PGs. Além disso,
doses reduzidas da fracdo foram requeridas para todos os efeitos descritos. Diante disso, nos

interessou explorar ainda mais os efeitos da fragéo.

Como j& descrito anteriormente, a fracdo SE-AE é rica em um isdmero de acido
dicafeoilquinico, o composto 1,3 DCQA. Os &cidos dicafeoilquinicos sdo um grupo de acidos
clorogénicos formados pela esterificagdo dos acidos cafeico e quinico (De MARIA e
MOREIRA, 2004). Além da classica atividade antioxidante descrita para tais compostos (XU
et al.,, 2012; GASIC et al.,, 2014;), o efeito terapéutico em complicacGes associadas ao

diabetes através da inibigdo da formacdo dos produtos finais da glicacdo avancada (AGESs)
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(GUGLIUCCI et al., 2009) tem sido descrito para esses compostos. Assim, a atividade anti-
glicacdo da fracdo SE-AE foi avaliada e, de forma interessante, a fragdo preveniu a formacao
in vitro de AGEs. Os AGEs constituem uma classe de moléculas heterogéneas formadas a
partir de reacBes aminocarbonilo ndo-enzimaticas, que ocorrem aceleradamente no estado
hiperglicémico do diabetes. Uma vez que esses compostos sdo capazes de modificar
irreversivelmente as propriedades quimicas e funcionais de diversas estruturas bioldgicas, eles
tém fundamental importancia nas complicacdes organicas desencadeadas pelo diabetes, tais
como a retinopatia (STITT e CURTIS, 2005), a neuropatia (JACK e WRIGHT, 2012) e
complicagdes cardiovasculares (PIARULLI et al., 2013). Além do dano promovido aos
componentes celulares através da formacdo dos AGEs, esses compostos também podem
interagir com receptores especificos, os receptores de AGEs (RAGES) e desencadear uma
cascata de eventos intracelulares envolvidos em diversas doencas, em especial as
cardiovasculares (YAMAGISHI et al., 2012). Assim, além do estresse oxidativo, 0s AGES
também sdo um fator primordial nos danos teciduais causados pelo diabetes (SINGH, 2001).
A contribuicdo dos AGEs nas complicacdes do trato gastrointestinal associados ao diabetes ja
foi descrita, incluindo o prejuizo da cicatrizacdo de Ulceras gastricas (NAITO et al., 2009) e a
neuropatia autdbnomica presente na gastroparesia diabética (DUBY et al., 2004). Dada a
importancia da producdo de AGEs tambeém nas complica¢des gastrointestinais associadas ao
diabetes e diante da atividade cicatrizante gastrica em animais normais e o efeito anti-
glicacdo, ainda que in vitro, da fracdo em estudo, nés também avaliamos os efeitos dessa
fracdo tanto na cicatrizagdo de Ulceras crbnicas induzidas por acido acético em condicdes
hiperglicémicas e na gastroparesia desenvolvida em ratas diabéticas.

Apesar da prevaléncia mundial do diabetes mellitus (DM) estar aumentando ao longo
dos anos, pouca atencdo tem sido dada para a incidéncia e taxa de cura das Ulceras gastricas
em diabéticos (BRZOZOWSKA et al., 2004). A alta prevaléncia em doencas que acometem
o trato gastrointestinal entre pacientes diabéticos, tais como a esofagite, o es6fago de Barret, a
Ulcera péptica e o cancer gastrico ja foi descrita (TSENG et al., 2012) e estudos pré-clinicos
indicam que o DM aumenta a susceptibilidade da mucosa gastrica a estimulos ulcerogénicos e
predispde ao prejuizo na cicatrizacdo desse tecido (TASHIMA et al., 2000). Por tais razdes,
as Ulceras gastricas que ocorrem no decurso do diabetes sdo muitas vezes associadas a
complicagdes como a hemorragia gastrointestinal (PIETZSCH et al., 2002; BOEHME et al.,
2007).
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A estreptozotocina (STZ) é amplamente utilizada para induzir diabetes experimental
em animais. Sua agao citotoxica nas células B pancreaticas, produtoras de insulina, ¢ mediada
por EROs, visto que a captacdo da STZ nessas células, através dos transportadores de glicose
do tipo 2 (GLUT-2), causa a ativacdo de poli ADP-ribosilacdo, a qual promove a formacéo
intracelular de radicais superdxidos (SZKUDELSKI, 2001). Assim, é facil prever que o
diabetes induzido por STZ é conseqléncia da insulinopenia causada pela destruicdo das

células f.

Comprovando o prejuizo da cicatrizacdo gastrica em decorréncia do diabetes, em
nossos experimentos foi observado que a area das Ulceras gastricas induzidas por &cido
acético foi maior nos animais diabéticos em relagdo aos normoglicémicos e que a dose da
fracdo SE-AE efetiva em acelerar a cicatrizacdo gastrica em condi¢fes normais de glicémia
foi ineficaz na cicatrizacdo gastrica em condi¢6es hiperglicémicas. No entanto, o tratamento
com a fracdo SE-AE, durante sete dias, na dose de 10 mg/kg, dez vezes maior que a efetiva
em animais normoglicémicos, acelerou a cicatrizacdo das lesdes gastricas induzidas por acido
acético em ratas diabéticas. Uma vez que o diabetes mellitus reduz o esvaziamento gastrico
(CAMILLERI et al., 2011) e que a taxa de esvaziamento gastrico influencia na absorcédo e
consequentemente na biodisponibilidade de farmacos (DOSTALEK et al., 2012), é provavel,
porém nao provado, que fendmenos farmacocinéticos como o prejuizo na absorcdo da fracdo
SE-AE explique a necessidade de uma dose dez vezes maior que a efetiva em animais

normoglicémicos para o efeito cicatrizante gastrico em ratas diabeticas.

Apesar do tratamento com omeprazol também ter reduzido a extensdo das lesGes
gastricas induzidas por acido acético em ratas diabéticas, esse tratamento ndo reduziu as
lesbes nesses animais em comparacdo ao grupo normoglicémico tratado com veiculo.
Somente o tratamento com a fracdo SE-AE reduziu as lesbes gastricas induzidas por acido
acético em ratas diabéticas mesmo em relagao ao grupo normoglicémico tratado com veiculo.
Como exposto por BASTAKI e colaboradores (2010) o diabetes promove alteragoes
funcionais e morfoldgicas nas células parietais, reduzindo a atividade da H'/K*-ATPase e a
secrecdo gastrica basal em ratos diabéticos. Desta forma, a menor eficcia do tratamento com
omeprazol em condigdes hiperglicémicas, pode ser explicada por tais alteracdes e indica que a
acidez da secreacdo géastrica ndo é o fator primordial para o prejuizo cicatricial da mucosa.
Apesar do exposto, a terapia atual para o tratamento de Ulceras gastricas em pacientes

diabéticos ainda € baseada na supressdo &cida por antagonistas de receptores H2 e IBPs.
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Assim, abordagens terapéuticas que independam da supresséo acida, tal como 0s mecanismos
envolvidos nos efeitos da fracdo SE-AE, podem tornar-se relevantes no tratamento Ulceras
gastricas nesses pacientes. Além do mais, a utilizacdo de inibidores de bomba de prétons por
pacientes diabéticos esta relacionada ao prejuizo do esvaziamento gastrico de sélidos nesses
pacientes (SANAKA et al., 2010) o que pode agravar ainda mais uma gastroparesia ja

existente.

O potencial gastroprotetor do acido ascorbico j& foi demonstrado por alguns estudos.
Assim, a administracdo oral do antioxidante na dose de 100 a 400 mg/kg promoveu
gastroprotecdo contra indometacina (KOC et al., 2008) e na dose de 500 mg/kg contra o
etanol (POTRICH et al., 2010). Mais recentemente, OWU e colaboradores (2012) também
demonstraram o efeito gastroprotetor do &cido ascérbico (200 mg/kg) em Ulceras gastricas
induzidas por etanol em ratos diabéticos. Por outro lado, em nossos experimentos o
tratamento oral com acido ascorbico (300 mg/kg), durante sete dias, ndo foi efetivo em
acelerar a cicatrizacdo das lesdes gastricas em ratas diabéticas. Esse resultado é corroborado
por estudos anteriores de nosso grupo, nos quais a ineficacia do tratamento oral com &cido
ascorbico (250 e 300 mg/kg) em acelerar a cicatrizacdo das lesdes gastricas induzidas por
acido acético em animais normais foi demonstrada (POTRICH et al., 2010; DA SILVA et al.,
2013). E sabido que além da hiperglicemia aumentar a geracdo das espécies reativas de
oxigénio, também produz danos teciduais pela ativacdo da proteina quinase C ou pelo
aumento do metabolismo da via dos polidis (WILLIAMSON et al., 1993) , ou ainda, como
descrito anteriormente, pela formacéo dos produtos da glicacdo avangada. Assim, a ineficacia
do tratamento com acido ascérbico indica que além do estresse oxidativo outros eventos

precisam ser descontinuados para o restabelecimento da homeostasia do tecido gastrico.

MOHAN e colaboradores (2006) reportaram que além do aumento do estresse
oxidativo, a diminuicdo de fatores protetores da mucosa gastrica também esta entre os
mecanismos multifatoriais envolvidos de forma pronunciada no prejuizo da cicatrizagdo das
Ulceras gastricas em ratos diabéticos. Realmente, em nossos experimentos os niveis de EROs
intracelulares mensurados pela DCFH-DA foram mais intensamente reduzidos e aumentados,
respectivamente, no tecido ulcerado de ratas diabéticas. Porém, o aumento dos niveis da
atividade da MPO e a deplecdo das mucinas e do GSH foram de intensidade semelhantes na
lesdo gastrica induzida em ratas normoglicémicas e diabéticas. Por outro lado, o tratamento

com a fragdo SE-AE aumentou a marcacgdo para mucina, reduziu os niveis de EROs, restaurou
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0s niveis da atividade da MPO e parcialmente o conteudo de GSH na mucosa géstrica de ratas
diabéticas expostas ao acido acético. Desta forma, a participacdo do aumento de fatores
protetores da mucosa, incluindo o aumento de muco protetor e mecanismos antioxidantes
também sdo evidentes no efeito cicatrizante gastrico da fracdo SE-AE em condigdes

hiperglicémicas.

E sabido que durante o diabetes, a hiperglicemia e os prejuizos no metabolismo da
glicose promovem acentuado estresse oxidativo, incluindo alteragdes em enzimas
antioxidantes como a superoxido dismutase (SOD), a catalase (CAT), a GST e a GPx
(GONDI et al., 2014). A SOD atua como um sistema de defesa intracelular, degradando o
anion superoxido em oxigénio e peroxido de hidrogénio (CHANDE e BUDINGER, 2007). A
CAT ¢é uma enzima que metaboliza o0 H,O, em &gua e oxigénio de maneira extremamente
rapida e desta maneira tem um papel importante contra os efeitos tdxicos dos perdxidos
(SIRAKI et al., 2002). A GPx é uma segunda via do metabolismo do H,O, que depende da
cooperacao da GR (KWIECIEN et al., 2002). A GST é uma super familia de isoenzimas que
catalisam a conjugacdo de compostos eletrofilicos a GSH, produzindo compostos menos
reativos (CNUBBEN et al., 2001). Considerando que tais enzimas também sdo importantes
defesas da mucosa gastrica (BAYIR, 2005), o efeito da fracdo SE-AE sobre os niveis de suas

atividades em ratas diabéticas ulceradas também foi acessado.

Neste estudo verificamos gque os niveis de atividade da SOD, da CAT e GPx foram
aumentados pela exposicdo da serosa ao acido acético. Além disso, esse aumento foi mais
pronunciado na mucosa gastrica ulcerada de ratas diabéticas. O aumento nos niveis da
atividade da SOD (Da SILVA et al., 2013) e da expresséo e atividade da CAT (KONTUREK
et al., 2010) ja foram descritos na Ulcera gastrica induzida por acido acético e pode ser uma
resposta ao aumento de EROs. Corroborando o exposto por MARIA-FERREIRA e
colaboradores (2014), a atividade da GST foi reduzida nos tecidos ulcerados e é provavel que
essa reducdo seja decorrente da deplecdo de GSH, uma vez que esta molécula € um
importante para reagdes de conjugacdo promovidas pela GST. Por outro lado, refor¢ando
ainda mais que o restabelecimento do equilibrio redox participa dos efeitos cicatrizantes da
fragcdo mesmo em condicdes hiperglicémicas, os niveis de atividade da SOD, GPx e GST na
mucosa gastrica de ratas diabéticas estavam mais proéximos aos encontrados nos animais

normoglicémicos ndo ulcerados.
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O efeito hipoglicemiante de compostos isolados da bardana ja sdo conhecidos (XU et
al., 2014). Contudo, uma vez que o tratamento com a fracdo SE-AE ndo alterou os niveis
glicémicos ou a taxa de hemoglobina glicada em ratas diabéticas, a melhora na cicatrizacao
gastrica nesses animais ndo foi devido a efeitos hipoglicemiantes de compostos presentes na
fragdo. Desta maneira podemos indicar que sob condi¢des aumentadas de glicemia, 0 aumento
dos fatores protetores da mucosa gastrica também participam da atividade cicatrizante gastrica
da fracdo SE-AE. Além disso, apesar dos niveis gastricos de AGEs em animais diabéticos
tratados ou ndo com a fracdo SE-AE ainda ndo terem sido avaliados, € provavel que a inibicédo
da glicacdo de estruturas teciduais da mucosa gastrica também participem dos efeitos da
fracdo na cicatrizacdo gastrica de ratas diabéticas.

De forma mais frequente que o prejuizo na cicatrizacdo da mucosa gastrica, 0S
portadores de DM podem apresentar quadros especificos de distirbios de motilidade gastrica
de grande relevancia clinica como a gastroparesia, a qual é caracterizada por uma taxa de
esvaziamento gastrico anormal, associada a sintomas como nauseas, vomitos, plenitude pés-
prandial, saciedade precoce, e inchago abdominal (CAMILLERI et al., 2011). A gastroparesia
que afeta pacientes com diabetes aumenta a morbidade e mortalidade desses pacientes,
principalmente pela ocorréncia de prejuizos nutricionais graves e pelo controle glicémico
tornar-se ainda mais dificil (TALLEY et al., 2001).

Em geral o tratamento da gastroparesia diabética é realizado principalmente através da
utilizacdo de drogas pré-cinéticas como a metoclopramida, a domperidona e a eritromicina,
mas também pode incluir modificacdes dietéticas e utilizacdo de agentes anti-eméticos
(GANGULA et al., 2011). Das alternativas farmacolégicas disponiveis, a metoclopramida é o
unico medicamento aprovado pelo Food and Drug Association (FDA) para o tratamento de
gastroparesia nos Estados Unidos, e tem seu efeito pro cinético através do aumento da
liberacdo de acetilcolina no plexo mioentérico, e do antagonismo do receptor D2 de dopamina
(BOURAS et al., 2013). Entretanto, apesar de eficaz, 0 uso de metoclopramida por mais de
doze semanas ndo é recomendado, devido a incidéncia dos efeitos colaterais que ocorrem
principalmente em mulheres e incluem discinesia tardia, hiperprolactinemia, galactorréia e
irregularidades menstruais (PARKMAN et al., 2012).

A domperidona também é um antagonista de receptores D2 e tem efeitos anti-eméticos

e procinéticos semelhantes a metoclopramida, no entanto ndo atravessa a barreira hemato-
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encefélica (PARKMAN et al., 2011). Os efeitos colaterais relacionados ao seu uso incluem
boca seca, dores de cabeca, hiperprolactinemia acompanhada de galactorréia e irregularidades
menstruais (CAMILLERI et al., 2013).

A eritromicnia € um procinético agonista dos receptores da motilina, um hormonio
enddgeno que estimula o esvaziamento gastrico (BOURAS et al., 2013). Apesar de disponivel
para administracdo endovenosa e oral, a utilizacdo a longo prazo estd associada ao
desenvolvimento de taquifilaxia e efeitos colaterais como nduseas, diarreia e desconforto
abdominal ja foram descritos (LAMIAN et al., 2006).

Por conta dos incovenientes relacionados a terapia vigente, alternativas terapéuticas no
tratamento da gastroparesia, bem como uma melhor compreensdo dos eventos etiol6gicos nos
quais o diabetes promove essa complicagdo sdo necessarios. Considerando 0 exposto e 0
potencial terapéutico da fracdo SE-AE discutido até aqui, este estudo foi ampliado para
investigar os efeitos da referida fracdo no prejuizo da motilidade géastrica espontaneamente

desenvolvido em ratas diabéticas.

Para avaliar o efeito do diabetes no esvaziamento gastrico de ratas, uma analise
temporal das alteracGes deste parametro foi primeiramente realizada. Assim, apds duas
semanas da inducdo do diabetes por STZ foi observado um declinio na taxa de esvaziamento
gastrico nas ratas. De forma interessante, animais diabetizados h& quatro semanas
apresentaram um aumento na taxa de esvaziamento gastrico, como reportado em ratos por
MIYAMOTO e colaboradores (2001). Contudo, a avaliacdo da taxa de esvaziamento gastrico
oito semanas ap6s a inducdo do diabetes demonstrou que o prejuizo neste parametro em ratas
diabéticas foi novamente restabelecido. Tal variacdo, em especial 0 aumento do esvaziamento
gastrico quatro semanas apos a inducdo do diabetes ja foi descrito em ratos, mas nao em ratas,
e parece ser relacionado a diminuicdo dos niveis de peptideo relacionado ao gene da
calcitocina (CGRP) no antro e corpo gastrico (MIYAMOTO et al., 2001) e ao aumento dos
niveis plasmaticos de grelina (ARIGA et al., 2008).

Frente a esses dados, optou-se pela mensuracdo da taxa de esvaziamento gastrico em
ratas diabéticas ao término da oitava semana da inducdo do diabetes, e com exce¢do a
insulina, os tratamentos foram iniciados ao final da segunda semana apés a indugdo do

diabetes.
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Como esperado, as ratas submetidas ao controle da glicemia através da administracdo
diaria de insulina, apresentaram niveis normais de esvaziamento gastrico oito semanas apos a
inducdo do diabetes, indicando que a manutencdo de um estado normoglicémico € crucial
para a prevencao da gastroparesia. Entretanto, apesar de o tratamento crénico com a fracéo
SE-AE, é&cido ascorbico ou domperidona ndo reduzir a glicemia, todos estes tratamentos
também restabeleceram os niveis do esvaziamento gastrico de ratas diabéticas para taxas
normais, demonstrando que todos os tratamentos foram eficazes em reverter as alteragdes
promovidas pelo diabetes na funcdo motora gastrica. Ademais, vale destacar que agudamente,
somente a administracdo de domperidona, mas ndo da fracdo SE-AE, alterou o esvaziamento
gastrico tanto em ratas normoglicémicas como diabéticas e que a administracdo de acido
ascorbico per se ja é sabidamente ineficaz em acelerar o esvaziamento gastrico de ratos
(SHARMA et al., 2000). Dessa forma, o efeito pro cinético da fracdo e do acido ascérbico em
ratas diabéticas parece estar relacionado especificamente a regressdo gradual dos efeitos
deletérios do diabetes na motilidade gastrica. Desta maneira, estudos funcionais foram
conduzidos com o intuito de melhor explorar os efeitos pro cinéticos da fracdo SE-AE e do

acido ascérbico em ratas diabéticas.

O relaxamento e contracdo do fundo gastrico sdo cruciais na acomodacdo e na
propulsdo do bolo alimentar em direcdo ao estdmago distal (FARRE e TACK, 2013). Com a
chegada do conteudo luminal ao estdmago distal, a contracdo adequada do piloro evita a saida
precoce do quimo, enquanto que, ao final da digestdo gastrica, o relaxamento pil6rico é
exigido para a entrega do mesmo ao duodeno (READ e HOUGHTON, 1989). Dada a
importancia dessas regides, os experimentos funcionais foram conduzidos tanto no esfincter

pilérico, como no fundo géstrico de ratas.

O KCI, um agente despolarizante, é classicamente empregado em estudos funcionais
por promover uma resposta contratil facilmente mensuravel. De fato, o emprego de KCI (40
mM) em nossos experimentos contraiu todos 0s segmentos teciduais analisados. Além disso, a
magnitude da resposta contréatil dos tecidos oriundos de ratas normoglicémicas e diabéticas foi
similar. JAMES e colaboradores (2004) também ndo verificaram diferencas entre a resposta
contratil ao KCI (80 mM) do fundo gastrico de camundongos diabéticos da linhagem
C57BLKS/J db/db e camundongos normais. Discordando desses dados, AIHARA e SAKAI
(1989), demonstraram o aumento da resposta contratil ao KCI (60 mM) no fundo gastrico de

ratos diabetizados por STZ. E provavel que tais diferencas entre os resultados obtidos nestes
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estudos podem ser explicadas pela diferenca do modelo experimental de diabetes utilizado.
Além do mais, apesar do modelo de diabetes experimental utilizado por AIHARA e SAKAI
(1989) ter sido o mesmo que o utilizado em nosso estudo, a diferenca de género entre 0s
animais experimentais avaliados por esses autores e 0s animais experimentais do nosso estudo
também pode influenciar nas diferencas dos dados obtidos entre os dois trabalhos, haja vista
que peculiaridades estdo presentes nos eventos patogénicos da gastroparesia diabética que
acomete o sexo feminino (GANGULA et al., 2007). Curiosamente, o aumento da resposta
contratil ao KCI foi observado nos segmentos teciduais do fundo gastrico de ratas diabéticas
tratadas com a fragdo SE-AE ou acido ascérbico, e estudos adicionais ainda sdo requeridos
para 0 melhor compreenséo deste efeito.

A hipomotilidade do fundo géstrico tem sido apontada como principal fator para
sintomas dispépticos, em especial a saciedade precoce, em pacientes diabéticos (SAMSOM et
al., 1998). Em adicdo, estudos eletrofisiolégicos em pacientes diabéticos ja evidenciaram o
prolongamento da contracdo pildrica através de disritmias nas ondas contrateis lentas do
piloro (JEBBINK et al., 1994). De fato, a hiper-reatividade pildrica e a hipocontratilidade
fandica em resposta a acetilcolina (Ach) também ja foram descritas em camundongos
diabéticos C57BLKS/J db/db (JAMES et al., 2004). Ademais, a reducéo da contratilidade do
antrum de camundongos ob/ob também ja foi descrita, e 0o envolvimento do prejuizo da
sinalizacdo de calcio intracelular foi apontada como causa desse desajuste (BHETWAL, et al.,
2013). Reiterando tais achados, a hipocontratilidade fundica também foi observada em nossos
experimentos, evidenciando que o desajuste na coordenacdo contratil do estbmago é um
evento crucial no retardo do esvaziamento gastrico também no diabetes induzido por STZ em
ratas.

Como esperado, a manutencdo dos niveis glicémicos em valores normais pelo
tratamento com insulina reverteu todas as alteracfes contrateis a Ach descritas acima. O
tratamento com a fracdo SE-AE reduziu a CEsy para Ach no piloro e aumentou a
contratilidade fundica para este neurotransmissor em ratas diabéticas. Similarmente, o
tratamento com &cido ascorbico reduziu a resposta maxima para a Ach no piloro e aumentou a
contratilidade fundica. O trato gastrointestinal é fortemente influenciado pelo sistema nervoso
autondmo, sendo a Ach o principal neurotransmissor excitatério desse sistema (CELLINI et
al., 2011). Além disso, a neuropatia autondmica causada pelo diabetes € bem conhecida e tém

sido descrita como a origem de alteracbes gastrointestinais promovidas pela doenca
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(GATOPOULOWU et al., 2012). Adicionalmente, alteraces axonais e ganglionares em fibras
aferentes e células gliais do plexo mientérico gastrico evidenciam a participacdo de neuropatia
entérica nos prejuizos gastomotores induzidos pelo diabetes (TAY e WONG, 1994;
HONORE et al., 2011). Dessa forma é possivel que tanto a neuropatia autonémica, como a
entérica promovam alteragfes na sintese e na responsividade tecidual a Ach, ainda que de
maneira diferente em cada regido gastrica como descrito por CELLINI e colaboradores
(2011). O estresse oxidativo tem sido descrito como um fator primordial entre os mecanismos
causadores da neuropatia autondmica e entérica induzida pelo diabetes (YILMAZ-OZDEN et
al., 2014). A luz dessa informagao, é possivel que a normalizacio da resposta contratil & Ach
promovido tanto pelo tratamento com a fracdo SE-AE, como com &cido ascorbico, no piloro e
fundo gastrico de ratas diabéticas possa ser decorrente da atividade antioxidante de ambos. No
entanto é preciso ressaltar que a utilizacdo clinica de antioxidantes em pacientes diabéticos
ainda ndo apresentou éxito na prevencdo ou melhora da gastroparesia (GOLBIDI et al., 2011),
indicando que mais estudos ainda sdo necessarios para otimizar essa abordagem terapéutica.
Todavia, apesar das semelhancas nos efeitos do tratamento da fracdo SE-AE e do acido
ascorbico € preciso evidenciar que a dose efetiva da fracdo foi 300 vezes menor em relacdo ao
acido ascorbico, assim € possivel inferir que, em adicdo a acdo antioxidante, outros
mecanismos ainda possam participar dos efeitos promovidos pela fracdo. Provavelmente o
efeito anti-glicacdo da fracdo esteja entre tais mecanismos, uma vez que 0s niveis de
hemoglobina glicada de ratas diabéticas tratadas com a fracdo SE-AE foram

significativamente reduzidos mesmo sob hiperglicemia.

Além das alteracbes aos estimulos colinérgicos, o prejuizo na sinalizacdo nao
adrenérgica e ndo colinérgico (NANC) também ja foi demonstrado em animais diabéticos
(ZANDECKI et al., 2008). O 6xido nitrico, um mediador gasoso, € considerado o principal
mecanismo relaxante NANC do trato gastrointestinal (GANGULA, 2011). O relaxamento
promovido pelo 6xido nitrico é decorrente da estimulacdo da enzima guanilato ciclase soltvel
com conseqliente formacdo de monofosfato ciclico de guanosina (cGMP) intracelular
(LYONS, 1995), e a estimulagédo de proteina kinase G (PKG), o que resulta na reducéo das
concentragOes intracelulares de calcio (JUNG et al., 1999). O NO ¢ sintetizado a partir da L-
arginina através da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), que pode ser neuronal (nNOS ou
NOS1), induzida (iNOS ou NOS2) e endotelial (eNOS ou NOS3) (WANG e MARDSEN,
1995). O NO liberado através de estimulos do plexo mioentérico gastrico causa o relaxamento
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do trato gastrointestinal, incluindo o relaxamento do ténus do esfincter inferior do esdfago, do
piloro, do esfincter de Oddi e anus, alem de regular a acomodacdo do fundo e o reflexo
peristaltico do intestino (TAKAHASHI , 2003). Em geral, o prejuizo no relaxamento
nitrérgico pode ser decorrente de alteracBes na sintese ou na viabilidade do NO, bem como na
inativacdo da via NO/cGMP/PKG (LUMME et al., 1996; JUNG et al., 1999; CELLEK et al.,
2003). Desta forma, inibidores da NOS prejudicam o esvaziamento géstrico e a reducdo da
expressao ou da atividade da NOSL1, associada ao prejuizo local da producéo de NO, também

podem ser responsaveis por desordens de motilidade gastrica (TAKAHASHI , 2003).

O nitroprussiato de sddio (SNP), um doador de 6xido nitrico clinicamente utilizado
como vasodilatador, também € bastante utilizado em protocolos experimentais onde se
objetiva avaliar relaxamento tecidual. Assim, este nitrato organico também foi utilizado em
nosso estudo para avaliar o prejuizo no relaxamento mediado por NO no tecido géstrico. O
prejuizo no relaxamento promovido pelo SNP foi constatado no piloro, mas ndo no fundo
gastrico, de ratas diabéticas. A semelhanca entre a intensidade do relaxamento promovido
pelo SNP no fundo géastrico de ratos diabéticas e normoglicémicas ja foi descrito por
TAKAHASHI e colaboradores (1997) e sugere que o prejuizo no relaxamento fuandico
induzido pelo diabetes ndo esta relacionado a alteragdes nos eventos intracelulares
desencadeados pelo NO e sim pela reducédo de sua sintese ou disponibilidade tecidual durante
o diabetes. Contudo, no piloro, frente aos resultados obtidos, é provavel que alteracdes na
sinalizacdo nitrérgica intracelular também ocorram. Além do mais, uma vez que a
intensificacdo de mecanismos excitatoérios pode contribuir para a disfuncdo nitrérgica
(CELLEK et al., 2000), é provavel que a hiper-reatividade pilérica, representada neste estudo
pelo aumento da resposta contratil a Ach, participe da reducdo do relaxamento evocado por

SNP no piloro de ratas diabéticas.

Em relacdo aos efeitos dos tratamentos no relaxamento tecidual evocado por SNP,
ratas diabéticas tratados com a fragdo SE-AE, mas ndo com acido ascérbico, exibiram
relaxamento pilérico em intensidade semelhante ao relaxamento produzido no piloro de ratas
normoglicémicas. Assim, apesar do estresse oxidativo promover a inativacdo da via
NO/cGMP/PKG (JUNG et al., 1999), a ineficacia do tratamento com &cido ascorbico neste
parametro reforca que mecanismos aditivos a atividade antioxidante participam dos efeitos da

fracdo SE-AE no restabelecimento da fungdo motora gastrica em condi¢des hiperglicémicas.
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Embora o relaxamento do fundo gastrico evocado pelo SNP ndo esteja alterado em
condicdes hiperglicémicas, alguns trabalhos sugerem que o prejuizo no relaxamento fundico
induzido pelo diabetes esta associado a reducdo da sintese ou disponibilidade tecidual de NO
em virtude do estresse oxidativo desencadeado pelo diabetes (GANGULA et al., 2007; 2010a;
2010b e 2011). Desta forma, o prejuizo no relaxamento nitrérgico do fundo gastrico de ratas
diabéticas foi novamente investigado. Entretanto, ao inves de promover o relaxamento através
de um doador de NO como o SNP, neste experimento nos utilizamos a estimulacao elétrica de
campo (EEC) sob condi¢ces NANC. Sob condicdes NANC, a aplicacdo de um estimulo
elétrico sobre segmentos do fundo géastrico promove relaxamento principalmente mediado
pelo NO (GANGULA et al., 2007) e sensivel a tetrodotoxina, indicando a origem neuronal do
mediador gasoso. Como esperado, nesses experimentos o relaxamento do fundo gastrico de
ratas diabéticas foi reduzido em relacdo ao obtido em ratas normoglicémicas e a participacdo
do NO foi atestada pela reducdo desta resposta apds a incubacdo das preparacGes teciduais
com L-NAME, um inibidor n&o seletivo da enzima éxido nitrico sintase. A viabilidade do NO,
assim como sua habilidade em ativar GCs, sdo prejudicadas com o aumento de EROs
(LUMME et al., 1996). Em vigéncia do pronunciado estresse oxidativo nos tecidos gastricos
de animais diabéticos (YILMAZ-OZDEN et al., 2014), a participacéo deste fator no prejuizo
do relaxamento NANC do fundo gastrico destes animais é plausivel. Em contrapartida, o
tratamento com a fracdo SE-AE e com acido ascérbico restabeleceu os niveis do relaxamento
NANC no fundo gastrico de ratas diabéticas. Tal efeito indica a capacidade de ambos os
tratamentos em preservar a sintese e/ou a viabilidade do NO nos fundo gastrico,
possivelmente através da reducdo de EROs.

No sistema nervoso entérico, a sintese de NO é promovida pela atividade da enzima
nNOS, expressa em neurdnios inibitorios desse sistema (TAKAHASHI et al., 2003). Sobre 0s
niveis de expressao desta enzima no tecido gastrico de animais diabéticos, alguns autores ja
demonstraram a reducdo no corpo gastrico de ratos espontaneamente diabéticos (BB/W)
(TAKAHASHI et al., 1997) e outros 0 aumento no antro do estbmago de ratos, mas ndo de
ratas, diabetizados por STZ (GANGULA et al., 2007). Além disso, ja foi descrito que embora
ratas diabetizadas por STZ ndo apresentem alteracdes nos niveis de expressdao da nNOS, a
dimerizagdo e atividade do subtipo nNOSo sdo reduzidas (GANGULA et al., 2007). Em
nossos resultados pudemos constatar 0 aumento nos niveis da expressdo desta enzima nas
amostras teciduais oriundas de ratas diabéticas tratadas com veiculo. Além disso, outro dado

interessante também foi o aumento do ndmero de neurbnios NADPH-diaforase positivos
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nesses animais. Os neurdnios NADPH-diaforase positivos séo neurdnios produtores de NO
(HOPE et al., 1991). Vérios autores ja descreveram o envolvimento de alteracdes nitrérgicas
entre os disturbios no sistema nervoso entérico promovidos pela neuropatia entérica diabética
(TAKAHASHI et al., 2003; CELLEK et al., 2004), em especial a reducdo da atividade e o
prejuizo da producdo local de NO (GANGULA et al., 2010). Assim, embora ndo tenhamos
mensurado os niveis de NO através da quantificacdo de nitrito e nitrato nos tecidos gastricos
de ratas diabéticas, o prejuizo do relaxamento NANC promovido pela EEC no fundo gastrico
de ratas diabéticas suportam a hipotese de que tanto o aumento dos niveis de expressdo da
NOS1 como o aumento no nimero de neurdnios entéricos positivos para a NADPH-diaforase
podem ser uma resposta a deficiéncia da producdo e/ou viabilidade do NO nos tecidos
gastricos, em uma tentativa de aumentar a disponibilidade de NO tecidual. Contudo, tanto o
tratamento com insulina, como com a fracdo SE-AE ou acido ascorbico preveniram tais
alteracdes, indicando a preservacdo da producdo e disponibilidade de NO nos tecidos
gastricos. Em conjunto, esses ultimos dados e o relaxamento nitrérgico normal evidenciado
nos experimentos funcionais, indicam que a sintese e a viabilidade do NO estdo entre 0s
efeitos da fracdo SE-AE para a manutencdo da funcdo motora gastrica e mais uma vez esse
efeito pode ser decorrente da atividade antioxidante da fracdo, dado que tanto a sintese, a
viabilidade ou os mecanismos intracelulares desencadeados pelo NO sdo sensiveis as espécies

reativas de oxigeénio.
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6. CONCLUSAO

v

Os resultados obtidos demonstraram que:

O extrato SE (DEso = 3,8 mg/kg), a fracdo SE-AE (0,15 mg/kg) e o acido 1,3-O-
dicafeoilquinico (57 pg/kg, v.0) apresentaram gastroprotecdo mediada por fatores
protetores da mucosa gastrica como as defesas antioxidantes e as PGs.

A fracdo SE-AE (1 mg/kg, v.0) acelerou a cicatrizacao de Ulceras induzidas por acido
acético 80% em ratas, através do aumento do conteldo de mucina gastrica, GSH e
gastrina sérica, e a reducdo da atividade da mieloperoxidase (MPO) e do contetdo de

espécies reativas de oxigénio (EROs);

Apesar de o tratamento vigente para as Ulceras gastricas ser realizado através de
farmacos antisecretores, a fracdo SE-AE ndo apresentou qualquer atividade anti-

secretora;

Uma vez que as complicacBes associadas ao diabetes estdo relacionadas com o
estresse oxidativo e a formacao de AGEs, a atividade sequestradora do radical DPPH e
anti-glicacdo protéica, ainda que in vitro, da fracdo SE-AE, indicam o potencial

promissor da fracdo no tratamento de complicacBes associadas ao diabetes;

A fragdo SE-AE (10 mg/kg, v.0) também acelerou a cicatrizagdo de ulceras induzidas
por acido acético 80% em ratas diabéticas, através do aumento do conteldo de mucina
e GSH, da reducédo da atividade MPO e do conteldo de EROs e da restauracdo da
atividade das enzimas superdxido dismutase (SOD), glutationa-S-transferase (GST) e

glutationa peroxidase (GPx);

A fracdo SE-AE (1 mg/kg, v.0) reduziu os niveis de hemoglobina glicada, restabeleceu
0 esvaziamento gastrico de ratas diabéticas através da normalizacdo da contracéo

colinérgica e do relaxamento nitrérgico do fundo e do piloro;
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v" A manutencédo dos niveis normais de expressdo da enzima NOS-1 e da quantidade de
neurdnios entéricos NADPH-diaforase positivos no corpo gastrico de ratas diabéticas
tratadas com a fragdo SE-AE indicaram que a sintese e a viabilidade do NO estéo

preservadas nesses animais;

Em conjunto, nossos dados demonstram o efeito gastroprotetor e cicatrizante gastrico
da fracdo SE-AE das folhas da bardana associado com o aumento de fatores protetores da
mucosa gastrica, como a manutenc¢do do muco gastrico, a reducédo da infiltracdo de neutréfilos
e o favorecimento de defesas antioxidantes. Além disso, sob condi¢cdes hiperglicémicas é
possivel que a modulacdo das defesas antioxidantes e o potencial anti-glicacdo da fracédo
também colaborem para sua atividade cicatrizante gastrica e para o restabelecimento da
funcdo motora géstrica de ratas diabéticas. Ademais, além do restabelecimento da resposta
contrétil, a restauracdo do relaxamento nitrérgico de tecidos gastricos e a preservacao da
sintese e/ou viabilidade do o6xido nitrico também estdo relacionados com a atividade pro
cinética da fracdo em ratas diabéticas. Entretanto, mais estudos sdo necessarios para elucidar
mais profundamente estes mecanismos e ainda outros envolvidos tanto na protecdo gastrica
promovida pela fracdo SE-AE em ratas normais e diabéticas, como no restabelecimento do

esvaziamento gastrico sob condi¢6es hiperglicémicas.



131

7. BIBLIOGRAFIA

ABELL, T.L.; BERNSTEIN, R.K.; CUTTS, T.; FARRUGIA, G.; FORSTER, J.; HASLER,
W.L.; MCCALLUM, RW.; OLDEN, KW.; PARKMAN, H.P,; PARRISH, C.R,;
PASRICHA, P.J.; PRATHER, C.M.; SOFFER, E.E.; TWILLMAN, R.; VINIK, A.l
Treatment of gastroparesis: a multidisciplinary clinical review. Neurogastroenterol Motil., v.
18, n.4, p. 263-283, 2006

ABITOL, R. A. Doenca ulcerosa péptica. Medstudents: Rotinas de Clinica Médica.
Disponivel em: http://www.medstudents.com.br/rotinas/clinmed/dup.htm. Acesso em:
17/08/09.

ADLER, A.l;; STRATTON, I.M.; NEIL, H.A.; YUDKIN, J.S.; MATTHEWS, D.R.; CULL,
C.A.; WRIGHT, A.D.; TURNER, R.C; HOLMAN, R.R. Association of systolic blood
pressure with macrovascular and microvascular complications of type 2 diabetes (UKPDS
36): prospective observational study.BMJ., v. 321, n.7258, p. 412-419, 2000.

AEBI, H.Catalase. Methods Enzymol, v.105, p. 121-126, 1984

AIHARA, K.; SAKAI, Y. Hyperreactivity of contractile response in gastric fundus smooth
muscle from rats with diabetes induced by streptozotocin.Arch Int Pharmacodyn Ther., v.
302, p.220-231, 1989.

ALLEN, A; FLEMSTROM, G; GARNER, A; KIVILAAKSO, E .Gastroduodenal mucosal
protection. Physiological Reviews, v. 73, p. 823-857, 1993.

AMERICAN DIABETES ASSOCIATION. Diagnosis and classification of diabetes mellitus.
Diabetes Care., v. 37, p. S81-90, 2014.

ANDRIULLI, A.; MANGIA, A.; LAWSON, F. Antisecretory drugs, hypergastrinemia and
hyperplasia of enterochromaffin-like cells (ECL). Minerva Gastroenterol Dietol., v. 37, n. 3,
p. 135-140, 1991.

ANSON, M.L. The estimation of pepsin, trypsin, papain, and cathepsin with hemoglobin. J
Gen Physiol. v. 22, n.1, p. 79-89, 1938.

ARAKAWA, T.; WATANABE, T.; TANIGAWA, T.; TOMINAGA, K.; FUJIWARA, Y.;
MORIMOTO, K. Quality of ulcer healing in gastrointestinal tract: its pathophysiology and
clinical relevance. World J Gastroenterol., v. 18, n.35, p. 4811-4822, 2012.

ARAUJO, L.M.; BRITO, M.M.; CRUZ, T.R. Tratamento do diabetes mellitus do tipo 2:
novas opgdes. Arqg Bras Endocrinol Metab.,v. 44, p.509-518, 2000

ARIGA, H.; IMAI, K.; CHEN, C.; MANTYH, C.; PAPPAS, T.N.; TAKAHASHI, T. Does
ghrelin explain accelerated gastric emptying in the early stages of diabetes mellitus?’Am J
Physiol Regul Integr Comp Physiol., v. 294, n. 6, p. R1807-R1812, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16553582
http://www.medstudents.com.br/rotinas/clinmed/dup.htm.%20Acesso%20em:%2017/08/09
http://www.medstudents.com.br/rotinas/clinmed/dup.htm.%20Acesso%20em:%2017/08/09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10938049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10938049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10938049
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2636818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2636818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andriulli%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1686409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mangia%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1686409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lawson%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1686409
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ANDRIULLI++1991+GASTRIN
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19873094
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23002355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23002355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18385464
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18385464

132

ARNHOLD, J. Furtmiller PG, Obinger C.Redox properties of myeloperoxidase.Redox Rep.,
v.8, n.4, p. 179-186, 2003.

ATAY, S.; TARNAWSKI, A.S.; DUBOIS, A. Eicosanoids and stomach. Prostaglandins &
Others Lipids Mediators. v.61, n.3-4, p.105-124, 2000.

BASTAKI, S.M.; ADEGHATE, E.; CHANDRANATH, I|S.; AMIR, N.; TARIQ, S,
HAMEED, R.S.; ADEM, A. Effects of streptozotocin-induced long-term diabetes on parietal
cell function and morphology in rats. Mol Cell Biochem., v. 341, n. 1-2, p. 43-50, 2010.

BARAKA, A.M.; GUEMEI, A.; GAWAD, H.A. Role of modulation of vascular endothelial
growth factor and tumor necrosis factor-alpha in gastric ulcer healing in diabetic rats.
Biochem Pharmacol., v.79, n.11, p. 1634-1639, 2010.

BARNETT J.L.; OWYANG, C. Serum glucose concentration as a modulator of interdigestive
gastric motility. Gastroenterology., v.94, n.3, p. 739-744, 1998.

BARRQOS, D. Fitomedicamentos na industria brasileira. Phytomédica, ano 1, v.1, 2006.
Disponivel no endereco: WWW.
ache.com.br/arquivo/institucional/phytomedica_jornal/numero5.pdf Acesso em 17/08/09

BARROS, S.B.M.; DAVINO, S.C. Avaliacdo da Toxicidade. In: OGA, S. Fundamentos de
Toxicologia. 2.ed. Séo Paulo: Atheneu, 2003, p.57-67.

BAYR , H. Reactive oxygen species. Crit Care Med., v.33, n,12, p.498-501, 2005.

BERNE, R.M.; LEVY, M.N.; KOEPPEN, B.M.; STANTON, B.A. Fisiologia: 5% Edi¢do. Rio
de Janeiro: Elsevier, 2004.

BERSTAD, A.E.; BERSTAD, K.; BERSTAD, A. PH-activated phospholipase A2: an
important mucosal barrier breaker in peptic ulcer disease. Scand J Gastroenterol., v. 37, n.6,
p.738-742, 2002.

BHETWAL, B.P.; NA, C.; BAKER, S.A;; LYON, K.L.; PERRINO, B.A. Impaired
contractile responses and altered expression and phosphorylation of Ca(2+) sensitization proteins in
gastric antrum smooth muscles from ob/ob mice. J Muscle Res Cell Motil., v. 34, n. 2, p. 137-149,
2013.

BLOIS, M.S. Antioxidant Determinations by the Use of a Stable Free Radical. Nature, v.
181, p. 1199 — 1200, 1958.

BOEHME, M.W.; AUTSCHBACH, F.; ELL, C.; RAETH, U. Prevalence of silent gastric
ulcer, erosions or severe acute gastritis in patients with type 2 diabetes mellitus--a cross-
sectional study. Hepatogastroenterology., v .54, n.74, p. 643-648, 2007.

BORG, J.; MELANDER, O.; JOHANSSON, L.; UVNAS-MOBERG, K.; REHFELD, J.F;
OHLSSON, B. Gastroparesis is associated with oxytocin deficiency, oesophageal dysmotility
with  hyperCCKemia, and autonomic neuropathy with hypergastrinemia. BMC
Gastroenterol., v. 25, n. 9, p.17, 2009.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14599340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bastaki%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adeghate%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chandranath%20IS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Amir%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tariq%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hameed%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Adem%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20237950
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ADEM+GASTRIC+SECRETION+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20144589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20144589
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Barnett%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3338642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Owyang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3338642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BARNETT+OWYANG+1988+gastric+contractions
http://www.ache.com.br/arquivo/institucional/phytomedica_jornal/numero5.pdf%20Acesso%20em%2017/08/09
http://www.ache.com.br/arquivo/institucional/phytomedica_jornal/numero5.pdf%20Acesso%20em%2017/08/09
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12126256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12126256
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bhetwal%20BP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23576331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=An%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23576331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baker%20SA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23576331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lyon%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23576331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Perrino%20BA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23576331
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Impaired+contractile+responses+and+altered+expression+and+phosphorylation+of+Ca%282%2B%29+sensitization+proteins+in+gastric+antrum+smooth+muscles+from+ob%2Fob+mice.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boehme%20MW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17523341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Autschbach%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17523341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ell%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17523341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raeth%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17523341
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BOEHME++2007+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19243587
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19243587

133

BOURAS, E.P.; VAZQUEZ ROQUE, M.l.; ARANDA-MICHEL, J. Gastroparesis: from
concepts to management. Nutr Clin Pract., v. 28, n.4, p. 437-447, 2013.

BRADLEY, P.P.; PRIEBAT, D.A.; CHRISTENSEN, R.D.; ROTHSTEIN, G. Measurement of
cutaneous inflammation: estimation of neutrophil content with an enzyme marker. Journal
Investigative of Dermatology., v.78, p. 206-209, 1982.

BRUNTON, L.L.; LAZO, J.S.; PARKER, K.L. Goodman & Gilman’s the pharmacological
basis of therapeutics. 112 Edicdo. United States of America: Mc Graw-Hill Companies, Inc.,
2006.

BRZOZOWSKA, |.; TARGOSZ, A.; SLIWOWSKI, Z.; KWIECIEN, S.; DROZDOWICZ,
D.; PAIDO, R.; KONTUREK, P.C.; BRZOZOWSKI, T.; PAWLIK, M.; KONTUREK, S.J;;
PAWLIK, W.W.; HAHN , E.G. Healing of chronic gastric ulcers in diabetic rats treated with
native aspirin, nitric oxide (NO)-derivative of aspirin and cyclooxygenase (COX)-2 inhibitor.
J Physiol Pharmacol., v. 55, n.4, p. 773-790, 2004.

BRZOZOWSKI, T. Experimental production of peptic ulcer, gastric damage and cancer
models and their use in pathophysiological studies and pharmacological treatment — polish
achievements. Journal of physiology and pharmacology. v.54., p.99-126, 2003.

BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, P.C.; KONTUREK, S.J.; PAJDO, R.; DROZDOWICZ,
D.; KWIECIEN, S.; HAHN, E.G. Acceleration of ulcer healing by cholecystokinin (CCK):
role of CCK-A receptors, somatostatin, nitric oxide and sensory nerves.Regul Pept., V.82, n.1-
3, p. 19-33, 1999.

BURLANDO, B; VEROTTA, L.; CORNARA, L.; BOTTINI-MASSA, E. Herbal Principles
in Cosmetics. United States of America: Taylor e Francis Group, 2010.

BYTZER, P.; TALLEY, N.J.; LEEMON, M.; YOUNG, L.J.; JONES, M.P.; HOROWITZ, M.
Prevalence of gastrointestinal symptoms associated with diabetes mellitus: a population-based
survey of 15,000 adults. Arch Intern Med., v.161, n.16, p. 1989-1996, 2001.

CALIXTO, J. B. Biodiversidade como fonte de medicamentos. Cienc. Cult., v.55, n.3, p.37-
39, 2003.

CALIXTO, J.B. Estudo farmacoldgico pré-clinico de plantas medicinais. In: YUNES, R.A;;
CALIXTO, J.B. Plantas medicinais sob a dtica da quimica medicinal moderna. 1 ed.
Chapeco: Argos, 2001.

CALVET, X.; VERGARA, M.; BRULLET, E. Endoscopic treatment of bleeding ulcers: has
everything been said and done?.Gastroenterol Hepatol., v. 28, n.6, p. 347-353, 2005.

CAMILLERI, M. Integrated upper gastrointestinal response to food intake.
Gastroenterology., v. 131, n.2, p. 640-658, 2006.

CAMILLERI, M.; BHARUCHA, AE.; FARRUGIA, G. Epidemiology, mechanisms, and
management of diabetic gastroparesis. Clin Gastroenterol Hepatol., v. 9, n.1, p. 5-12, 2011.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bouras%20EP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23797376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vazquez%20Roque%20MI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23797376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aranda-Michel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23797376
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BOURAS+2013+gastroparesis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brzozowska%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Targosz%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sliwowski%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwiecien%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drozdowicz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Drozdowicz%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pajdo%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konturek%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brzozowski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pawlik%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konturek%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pawlik%20WW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hahn%20EG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15613743
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BRZOZOWSKA+2004+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10458643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10458643
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11525701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11525701
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15989817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15989817
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16890616
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Camilleri%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20951838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bharucha%20AE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20951838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Farrugia%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20951838
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CAMILLERI+2011+gastroparesis+diabetes

134

CAMILLERI, M.; PARKMAN, H.P.; SHAFI, M.A.; ABELL, T.L.; GERSON, L. American
College of Gastroenterology.Clinical guideline: management of gastroparesis. Am J
Gastroenterol. v. 108, n.1, p. 18-37, 2013.

CARLOTTO, J. Estudo quimico e bioldgico de folhas de Arctium lappa L.106 f. Dissertacéo (
mestrado em Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgica, Universidade Federal do Paran,
Curitiba, 2013.

CASTRO, J.L. Medicina Vegetal, 2 ed. Publicacdes Europa-América, 1981, p. 134-135.

CELLEK, S.; FOXWELL, N.A. Moncada S.Two phases of nitrergic neuropathy in
streptozotocin-induced diabetic rats. Diabetes. , v. 52, n.9, p.2353-2362, 2003.

CELLINI, J.; DINOVO, K.; HARLOW, J.; LEPARD, K.. Regional differences in
neostigmine-induced contraction and relaxation of stomach from diabetic guinea pig. Auton
Neurosci., v. 160, n.1-2, p. 69-81, 2011.

CESARINI, P.R.; FERREIRA, S.R.; DIB, S.A. Gastroparesia diabética. Rev Assoc Med
Brasil., v. 43, p. 163-168, 1997.

CHAN, Y. S.; CHENG, L. N.; WU, E. C.; KWAN, Y. W.; LEE, S. M. Y.; LEUNG, G. P. H.;
YU, P. H. F; CHAN, S. W. A review of the pharmacological effects of Arctium
lappa(burdock). Inflammopharmacology, v.19, p. 245-254, 2011.

CHANDE, N.S.L.; BUDINGER, G.R.S. Therapeutic potential of superoxide dismutase
(SOD) for resolution of inflammation. Free Radical Biology & Medicine, v.42, p. 165-174,
2007.

CHANG, FY.; CHEN, T.S.; LEE, S.D.; DOONG, M.L.; YEH, G.H.; WANG, P.S.
Pentagastrin-induced gastric acid secretion in the diabetic rats: role of insulin. Chin J
Physiol., v. 47, n.4, p. 175-181, 2004.

CHEN, F. A.; WU, A. B.; CHEN, C. Y. The influence of treatments on the free radical
scavenging activity of burdock and variations of its active. Food Chemistry, v. 86, p. 479-
484, 2004.

CHIANG, L.C.; CHIANG, W.; CHANG, M.Y.; NG, L.T.; LIN, C.C. Antiviral activity of
Plantago major extracts and related compounds in vitro. Antiviral Res. , v. 55, n.1, p. 53-62,
2002.

CHO, J.Y.; KIM, AR.; YOO, E.S.; BAIK, K.U.; PARK, M.H. Immunomodulatory effect of
arctigenin, a lignan compound, on tumour necrosis factor-alpha and nitric oxide production,
and lymphocyte proliferation. J Pharm Pharmacol., v.51, n.11, p.1267-1273, 1999.

CHOI, K.M.; GIBBONS, S.J.; NGUYEN, T.V.; STOLTZ, G.J.; LURKEN, M.S.; ORDOG,
T.; SZURSZEWSKI, J.H.; FARRUGIA, G. Heme oxygenase-1 protects interstitial cells of
Cajal from oxidative stress and reverses diabetic gastroparesis.Gastroenterology., v. 135, n.6,
p. 2055-64, 2064.e1-2, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23147521
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12941776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12941776
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21075692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21075692
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20FY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20TS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20SD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doong%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yeh%20GH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15803750
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang+2004++GASTRIC+SECRETION+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Chang+2004++GASTRIC+SECRETION+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiang%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12076751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiang%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12076751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chang%20MY%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12076751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ng%20LT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12076751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lin%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12076751
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=ANTIVIRAL+CHLOROGENIC+ACID+CHIANG
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10632084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10632084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10632084
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18926825
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18926825

135

CHOUNG, R.S.; LOCKE, G.R. 3RD.; SCHLECK, C.D.; ZINSMEISTER, A.R.; MELTON,
L.J. 3RD.; TALLEY, N.J. Risk of gastroparesis in subjects with type 1 and 2 diabetes in the
general population. Am J Gastroenterol., v. 107, n.1, p.82-88, 2012.

CNUBBEN, N. H. P, RIETJENS, I. M. C. M., WORTELBOER, H., van ZANDEN, J.& van
BLADEREN, P. J. The interplay of glutathione-related processes inantioxidant defense.
Environmental Toxicology and Pharmacology., v.10, p.141-152, 2001.

CORNNER, S.J., MORRISSEY, S.M., WOODS, R.J. 1974. Proceedings: A method for the
quantitative estimation of gastric barrier mucus. J. Physiol., v.242, p.116-117.

CORREA JUNIOR, C.; SCHEFFER, M. C. Producéo de plantas medicinais, condimentares e
aromaticas no Estado do Parana. In: CORREA JR, C.; GRACA, L.R.; SCHEFFER, M.C.
Complexo Agroindustrial das Plantas Medicinais, Arométicas e Condimentares no
Estado do Parana — Diagnostico e Perspectiva. 1 ed. Curitiba: EMATER, 2004.

CORREA, M.P. Dicionario das plantas Uteis no Brasil. Ministério da Agricultura: Instituto
de Desenvolvimento Florestal, v.1, p. 269, 1984.

CUNHA, A.P,; SILVA, A.P.; ROQUE, O.R. Plantas e produtos vegetais em fitoterapia. 1
ed. Lisboa: Fundacdo Calouste Gublenkian, 2003.

DARTORA, N. Avaliacdo dos polissacarideos e metabolitos secundarios das folhas de erva-
mate (llex Paraguariensis) em diferentes estados fisiologicos e de processamento. 109 f.
Dissertacdo (Mestrado em Bioquimica) — Setor de Ciéncias Bioldgicas, Universidade Federal
do Parand, Curitiba, 2011

DA SILVA, L.M, ALLEMAND, A., MENDES, D.A.G.B., DOS SANTOS, A.C., ANDRE, E,
DE SOUZA, L.M., CIPRIANI, T.R., DARTORA, N., MARQUES, M.C.A, BAGGIO, H.C,,
WERNER, M.F. Ethanolic extract of roots from Arctium lappa L. accelerates the healing of
acetic acid-induced gastric ulcer in rats: Involvement of the antioxidant system. Food an
Chemical Toxicology, v.51, p.179-187, 2013.

DAVIDSON, M. B. Diabetes mellitus: diagnostico e tratamento. Rio de Janeiro: Revinter,
2001. p. 277-303.

DE ALMEIDA, A.B.; SANCHEZ-HIDALGO, M.; MARTIN, AR.; LUIZ-FERREIRA, A
TRIGO, J.R.; VILEGAS, W.; DOS SANTOS, L.C.; SOUZA-BRITO, AR.; DE LA
LASTRA, C.A. Anti-inflammatory intestinal activity of Arctium lappa L. (Asteraceae) in
TNBS colitis model. J Ethnopharmacol., v. 146, n.1, p.300-310, 2013.

DEEKS, E.D. Fixed-dose ibuprofen/famotidine: a review of its use to reduce the risk of
gastric and duodenal ulcers in patients requiring NSAID therapy.Clin Drug Investig., v. 33,
n.9, p. 689-697, 2013.

DE MARIA, C.A.B.; MOREIRA, R.F.A. Métodos para analise de &cido clorogénico. Quim,
Nova., v. 27, n. 4, p. 586-592, 2004.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Choung%20RS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Locke%20GR%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schleck%20CD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zinsmeister%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Melton%20LJ%203rd%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Talley%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22085818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=CHOUNG+gastroparesis+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23313393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23313393
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23881568
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23881568

136

DIAS, A.S.; LLESUY, S.; MARRONI, C.A.; MARRONI, N. Gastrointestinal alterations in
diabetes mellitus: oxidative stress and blood flow in the superior mesenteric artery--
experimental study. Arq Gastroenterol., v. 41, n.2, p.108-113, 2004.

DIAS, P.C.; FOGLIO, M.A.; POSSENTI, A.; NOGUEIRA, D.C.; DE CARVALHO, J.E.
Antiulcerogenic activity of crude ethanol extract and some fractions obtained from aerial parts
of Artemisia annua L.Phytother Res., v.15, n.8, p. 670-675, 2001.

DOMER, F.R. Animail experiments in pharmacological analysis. Charles C. Thomas
Publisher, p. 669, 1971.

DONG, M.H.; KAUNITZ,J.D. Gastroduodenal mucosal defense. Current Opinion in
Gastroenterology.v.22., n.6, p.599-606,2006.

DOS SANTOS, A.C; BAGGIO, C.H.; FREITAS, C.S.; LEPIESZYNSKI, J.; MAYER, B,
TWARDOWSCHY, A.; MISSAU, F.C.; DOS SANTOS, E.P.; PIZZOLATTI, M.G;
MARQUES, M.C.Gastroprotective activity of the chloroform extract of the roots from
Arctium lappa L. J Ethnopharmacol. v.21, p. 318-23, 2009.

DOSTALEK, M.; AKHLAGHI, F.; PUZANOVOVA, M. Effect of diabetes mellitus on
pharmacokinetic and pharmacodynamic properties of drugs.Clin Pharmacokinet.v. 51, p.481-
99, 2012.

DUBY, JJ., CAMPBELL, R.K.; SETTER, S.M.; WHITE, JR.; RASMUSSEN, K.A.
Diabetic neuropathy: an intensive review. Am J Health Syst Pharm., v.61, n. 2, p. 160-173,
2004.

DUCHEN, L.W.; ANJORIN, A.; WATKINS, P.J.; MACKAY, J.D. Pathology of autonomic
neuropathy in diabetes mellitus. Ann Intern Med., v. 92, n.2, p. 301-303, 1980.

EICH, E.; PERTZ, H.; KALOGA, M.; SCHULZ, J.; FESEN, M.R.; MAZUMDER, A,
POMMIER, Y.(-)-Arctigenin as a lead structure for inhibitors of human immunodeficiency
virus type-1 integrase. J Med Chem., v. 39, n. 1, p. 86-95, 1996.

EISNER, T. Chemical prospecting: A proposal for action. Ecology Economics and Ethics:
The broken circle, 1992, 196-202.

EL-ZAHABY, S.A.; KASSEM, A A.; EL-KAMEL, A.H. Helicobacter pylori: An Overview
on Antimicrobials and Drug Delivery Systems for its Eradication.Curr Drug Deliv., v.11,
n.3, p. 306-312, 2014.

FARRE, R.; TACK, J. Food and symptom generation in functional gastrointestinal disorders:
physiological aspects. Am J Gastroenterol., v. 108, n.5, p. 698-706, 2013.

FARRUGIA, G. Interstitial cells of Cajal in health and disease. Neurogastroenterol Motil.,
v.20, n. 1, p. 54-63, 2008.

FELDMAN, M.; SCHILLER, L.R. Disorders of gastrointestinal motility associated with
diabetes mellitus. Ann Intern Med. , v. 3, p. 378-84, 1983.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15543384
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11746858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11746858
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22668340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22668340
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duby%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14750401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Campbell%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14750401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Setter%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14750401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=White%20JR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14750401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Rasmussen%20KA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=14750401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DUBY+2004++DIABETES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duchen%20LW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6243893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Anjorin%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6243893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Watkins%20PJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6243893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mackay%20JD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6243893
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=DUCHEN+1980+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24678600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24678600
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23458851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23458851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18402642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Feldman%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6402969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schiller%20LR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=6402969
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FELDMAN+and+SCHILLER+1983+diabetes

137

FERRACANE, R.; GRAZIANI, G.; GALLO, M.; FOGLIANO,V.; RITIANE, A Metabolic
profile of the bioactive compounds of burdock (Arctium lappa L.) seeds, root and leaves.
Journal of Pharmaceutical and Biomedical Analysis, v. 51, p. 175-181, 2010.

FIALKOW, L.; WANG, Y.; DOWNEY, G.P. Reactive oxygen and nitrogen species as
signaling molecules regulating neutrophil function. Free Radic Biol Med., v. 42, n.2, p. 153-
164, 2007.

FIORUCCI, S.; ANTONELLI, E.; MORELLI, A. Mechanism of non-steroidal anti-
inflammatory drug-gastropathy. Dig Liver Dis., v. 33, n. 2, p. S35-43, 2001.

FLEMSTROM, G.; HALLGREN, A; NYLANDER,O.; ENGSTRAND,L.; WILANDER, E.;
ALLEN,A.Adherent surface mucus gel restrict diffusion of macromolecules in rat duodeneum
in vivo. Am. J. Physiol. Gastrointest. Liver Physiol.,v.227, p.G375 — G382, 1999.

FOGLE, C.J. Diabetic gastroparesis: an overview of diagnostic and treatment strategies. Adv
NPs PAs., v. 4,n.11, p. 14-8, 2013.

FOGLIO, M.A.; DIAS, P.C.; ANTONIO, M.A.; POSSENTI, A.; RODRIGUES, R.A.; DA
SILVA, E.F.; REHDER, V.L.; DE CARVALHO, J.E. Antiulcerogenic activity of some
sesquiterpene lactones isolated from Artemisia annua.Planta Med., v. 68, n.6, p. 515-8, 2002.

FONT QUER, P. Plantas medicinales. EI Discorides renovado. 11 ed. Barcelona: Labor
S.A., 1988.

FORNAI, M.; NATALE, G.; COLUCCI, R.; TUCCORI, M.; CARAZZINA,
G.;ANTONIOLI, L.; BALDI, S.; LUBRANO, V.; ABRAMO, A.; BLANDIZZI, C.; DEL
TACCA, M. Mechanisms of protection by pantoprazole against NSAID-induced gastric
mucosal damage. Naunyn-Schmiedeberg’s Arch Pharmacol, v. 372, p. 79-87, 2005.

FORTE, J.G.; YAO, X. The membrane-recruitment-and-recycling hypothesis of gastric HCI
secretion. Trends Cell Biol., v. 6, n.2, p. 45-48, 1996.

FRANCO, L.; MANARA, P.; ERBETTI, I.; VELO, G.P. Anti-ulcer activity of carbenoxolone
and ISF 3401 on PGE2 release in rat gastric mucosa.Pharmacol Res. , v. 27, n.2, 141-150,
1993.

FRASER, R.J.; HOROWITZ, M.; MADDOX, A.F.; HARDING, P.E.; CHATTERTON, B.E,;
DENT, J. Hyperglycaemia slows gastric emptying in type 1 (insulin-dependent) diabetes
mellitus. Diabetologia., v. 33, n.11, p. 675-680, 1990.

GANGULA, P.R.; MANER, W.L.; MICCI, M.A.; GARFIELD, R.E.; PASRICHA, P.J.
Diabetes induces sex-dependent changes in neuronal nitric oxide synthase dimerization and
function in the rat gastric antrum. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol., v. 292, n.3, p.
G725-G733, 2007.

GANGULA, P.R.; MUKHOPADHYAY, S.; RAVELLA, K.; CAI, S.; CHANNON, K.M;
GARFIELD, R.E.; PASRICHA, P.J. Tetrahydrobiopterin (BH4), a cofactor for nNOS,
restores gastric emptying and nNOS expression in female diabetic rats. Am J Physiol
Gastrointest Liver Physiol., v.298, n.5, p. G692-G699, 2010a.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17189821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17189821
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11827361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11827361
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fogle%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24354229
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FOGLE+2013+GASTROPARESIS
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=FOGLE+2013+GASTROPARESIS
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12094294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12094294
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15157489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15157489
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8474959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8474959
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2076799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2076799
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17347455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17347455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20185690
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20185690

138

GANGULA, P.R.; MUKHOPADHYAY, S.; PASRICHA, P.J.; RAVELLA, K. Sepiapterin
reverses the changes in gastric nNOS dimerization and function in diabetic gastroparesis.
Neurogastroenterol Motil., v. 22, n.12, p.1325-1331, e351-2, 2010b.

GANOG, W.F. Review of medical physiology. 21 ed. San Francisco: Lange Medical Books,
2003.

GASIC, U.; KECKES, S.; DABIC, D.; TRIFKOVIC, I.; MILOJKOVIC-OPSENICA, D.;
NATIC, M.; TESIC, Z. Phenolic profile and antioxidant activity of Serbian polyfloral honeys.
Food Chem., v.15, n.145, p.599-607, 2014.

GATOPOULOQOU, A.; PAPANAS, N.; MALTEZQOS, E. Diabetic gastrointestinal autonomic
neuropathy: current status and new achievements for everyday clinical practice. Eur J Intern
Med., v. 23, n.6, p. 499-505, 2012.

GENTIL, M.; PEREIRA, J.V.; SOUSA. Y.T.C.S.; PIETRO, R.; NETO, M.D.S.; VANSAN,
L.P.; FRANCA, S.C. In vitro evalution of the antibacterial activity of Arctium lappa as a
phytotherapeutic agent used in intracanal dressings. Phytother.Res. v.20, p.184-186, 2006.

GILL, J.M.; PLAYER, M.S.; METZ, D.C. Balancing the risks and benefits of proton pump
inhibitors. Ann Fam Med., v. 9, n.3, p.200-202, 2011.

GLIGOROV, J.; LOTZ, J.P. Preclinical pharmacology of the taxanes: implications of the
differences. Oncologist., v.9, n. 2, p. 3-8, 2004.

GOLBIDI, S.; EBADI, S.A.; LAHER, |. Antioxidants in the treatment of diabetes. Curr
Diabetes Rev., v. 7, n.2, p. 106-125, 2011.

GONDI, M.; BASHA, S.A.; BHASKAR, J.J.; SALIMATH, P.V.; PRASADA RAO, UJ.
Antidiabetic effect of dietary mango (Mangifera indica L.) peel in streptozotocin-induced
diabetic rats. J Sci Food Agric. [Epub ahead of print], 2014.

GOODMAN & GILMAN - As bases farmacoldgicas da terapéutica, Joel Hardman e Lee
E. Limbird, 10 ed. , Rio de Janeiro, 2003.

GRAHAM, D.Y. History of Helicobacter pylori, duodenal ulcer, gastric ulcer and gastric
cancer. World J Gastroenterol., v. 20, n.18, p. 5191-204, 2014.

GUGLIUCCI, A.; BASTOS, D.H.; SCHULZE, J.; SOUZA, M.F. Caffeic and chlorogenic
acids in llex paraguariensis extracts are the main inhibitors of AGE generation by
methylglyoxal in model proteins. Fitoterapia., v. 80, n.6, p. 339-44, 2009.

GU, Y.; SCHEUER, C.; FENG, D.; MENGER, M.D.; LASCHKE, M.W. Inhibition of
angiogenesis: a novel antitumor mechanism of the herbal compound arctigenin. Anticancer
Drugs., v. 24, n.8, p. 781-791, 2013.

GUY, R.J.; DAWSON, J.L.; GARRETT, J.R.; LAWS, JW.; THOMAS, P.K.; SHARMA,
A K., WATKINS, P.J. Diabetic gastroparesis from autonomic neuropathy: surgical


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20731778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20731778
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24128520
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22863425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22863425
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21555747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21555747
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15161985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15161985
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21294707
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24917522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24917522
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24833849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24833849
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19409454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19409454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19409454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23744558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23744558
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6747645

139

considerations and changes in vagus nerve morphology. J Neurol Neurosurg Psychiatry.,
v.47,n.7, p.686-691, 1984,

HABIG, W.H.; PABST, MJ.; FLEISCHNER, G.; GATMAITAN, Z.; ARIAS, LM,
JAKOBY, W.B. The identity of glutathione S-transferase B with ligandin, a major binding
protein of liver. Proc Natl Acad Sci U S A., v.71, n.10, p. 3879-82, 1974.

HASHIMOTO, H.; KUSHIKATA, T.; KUDO, M.; HIROTA, K. Does long-term medication
with a proton pump inhibitor induce a tolerance to H2 receptor antagonist? J
Gastroenterol., v. 42, n.4, p. 275-278, 2007.

HASLER, W.L.; PARKMAN, H.P.; WILSON, L.A.; PASRICHA, P.J.; KOCH, K.L;
ABELL, T.L.; SNAPE, W.J.; FARRUGIA, G.; LEE, L.; TONASCIA, J.; UNALP-ARIDA,
A.; HAMILTON, F .Psychological dysfunction is associated with symptom severity but not
disease etiology or degree of gastric retention in patients with gastroparesis. Am J
Gastroenterol., v. 105, n.11, p. 2357-2367, 2010.

HARSCH, ILA.; BRZOZOWSKI, T.; BAZELA, K.; KONTUREK, S.J.; KUKHARSKY, V.;
PAWLIK, T.; PAWLOWSKI, E.; HAHN, E.G.; KONTUREK, P.C. Impaired gastric ulcer
healing in diabetic rats: role of heat shock protein, growth factors, prostaglandins and
proinflammatory cytokines. Eur J Pharmacol., v. 481, n. 2-3, p. 249-260, 2003.

HARSCH, |.A.; KOEBNICK, C.; TASI, AM.; HAHN, E.G.; KONTUREK, P.C. Ghrelin and
obestatin levels in type 2 diabetic patients with and without delayed gastric emptying. Dig Dis
Sci., v. 54, n.10, p . 2161-2166, 2009.

HASLER, W.L.; COLESKI, R.; CHEY, W.D.; KOCH, K.L.; MCCALLUM, RW.; WO,
J.M.; KUO, B.; SITRIN, M.D.; KATZ, L. A.; HWANG, J.; SEMLER, J.R.; PARKMAN, H.P.
Differences in intragastric pH in diabetic vs. idiopathic gastroparesis: relation to degree of
gastric retention. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol., v. 294, n.6, p. G1384-G1391,
2008.

HONORE, S.M.; ZELARAYAN, L.C.; GENTA, S.B.; SANCHEZ, S.S. Neuronal loss and
abnormal BMP/Smad signaling in the myenteric plexus of diabetic rats. Auton Neurosci., V.
164, n.1-2, p. 51-61, 2011.

HOPE, B.T.; MICHAEL, G.J.; KNIGGE, K.M.; VINCENT, S.R. Neuronal NADPH
diaphorase is a nitric oxide synthase.Proc Natl Acad Sci U S A., 88(7):2811-2814, 1991.

HOOGERWERF, W.; PASRICHA, P.J. Agentes usados para o controle da acidz gastrica e no
tratamento de Ulceras pépticas e da doenga do refluxo gastroesofagico. In:

HUANG, J.Q.; HUNT, R.H. pH, healing rate and symptom relief in acid-related diseases.
Yale J Biol Med., v. 69, n.2, p. 159-174, 1996.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6747645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4139704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4139704
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17464455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17464455
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20588262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20588262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14642793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14642793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14642793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14642793
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19082715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19082715
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18403619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18403619
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Honor%C3%A9%20SM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21737358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zelarayan%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21737358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Genta%20SB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21737358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=S%C3%A1nchez%20SS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21737358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21737358
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1707173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1707173
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9112748

140

HUANG, T.C.; TSAI, S.S,; LIU, L.F.; LIU, Y.L.; LIU, HJ.; CHUANG, K.P. Effect of
Arctium lappa L. in the dextran sulfate sodium colitis mouse model. World J Gastroenterol.,
v. 16, n. 33, p. 4193-4199, 2010.

HSIEH, C.J.; KUO, P.L.; HSU, Y.C.; HUANG, Y.F.; TSAI, E.M.; HSU, Y.L. Arctigenin, a
dietary phytoestrogen, induces apoptosis of estrogen receptor-negative breast cancer cells
through the ROS/p38 MAPK pathway and epigenetic regulation. Free Radic Biol Med., v.
67, p. 159-170, 2014.

IDB, 2010. MINISTERIO DA SAUDE : Disponivel em
:http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2010/matriz.htm. Acesso em : 18/04/2014.

IDF, 2013. INTERNATIONAL DIABETES FEDERATION - DIABETES ATLAS.
Disponivel em : http://www.idf.org/sites/default/files/EN_6E_Atlas_Full_0.pdf. Acesso em :
18/04/2014.

INTERNATIONAL EXPERT COMMITTEE. International Expert Committee report on the
role of the A1C assay in the diagnosis of diabetes. Diabetes Care, v. 32, p. 1327-1334, 2009.

JACK, M.; WRIGHT, D. Role of advanced glycation endproducts and glyoxalase I in diabetic
peripheral sensory neuropathy.Transl Res., v. 159, n.5, p. 355-365, 2012.

JACKSON, M.W.; GORDON, T.P. A novel impedance-based cellular assay for the detection
of anti-calcium channel autoantibodies in type 1 diabetes. J Immunol Methods., v. 361, n. 1-
2, p. 31-36, 2010.

JAIN, K.S.; SHAH, AK.; BARIWAL, J.; SHELKE, S.M.; KALE, A.P.; JAGTAP, JR,;
BHOSALE, A.V. Recent advances in proton pump inhibitors and management of acid-peptic
disorders. Bioorganic and Medicinal Chemistry, v.15, p. 1181-1205, 2007.

JAIN, R.N.; SAMUELSON, L.C. Differentiation of the gastric mucosa. Il. Role of gastrin in
gastric epithelial cell proliferation and maturation. Am J Physiol Gastrointest Liver
Physiol., v. 291, n.5, p. G762-G765, 2006.

JAMES, A.N.; RYAN, J.P.; CROWELL, M.D.; PARKMAN, H.P. Regional gastric
contractility alterations in a diabetic gastroparesis mouse model: effects of cholinergic and
serotoninergic stimulation. Am J Physiol Gastrointest Liver Physiol., v. 287, n.3, G612-
G619, 2004.

JEBBINK, H.J.; BRUWIJS, P.P.; BRAVENBOER, B.; AKKERMANS, L.M.; VAN BERGE-
HENEGOUWEN, G.P.; SMOUT, A.J. Gastric myoelectrical activity in patients with type |
diabetes mellitus and autonomic neuropathy. Dig Dis Sci., v. 39, n. 11, p. 2376-2383, 1994.

JUNG, H.K. The incidence, prevalence, and survival of gastroparesis in olmsted county,
Minnesota, 1996-2006. J Neurogastroenterol Motil., v. 16, n. 1, p. 99-100, 2010.

JUNG, Y.D,; KIM, M.S;; LEE, K.S.; KANG, I.C.; NAH, AS.; SONG, D.U.; YANG, S.Y;
KIM, J.K.; AHN, B. W. 2-(4-morpholinyl)-8-phenyl-4H-1-benzopyran-4-one (LY294002)


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20806438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20806438
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24140706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24140706
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24140706
http://tabnet.datasus.gov.br/cgi/idb2010/matriz.htm
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22500508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22500508
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20655919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20655919
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17030897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17030897
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=James%20AN%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15107299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ryan%20JP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15107299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Crowell%20MD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15107299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Parkman%20HP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15107299
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=JAMES+2004+diabetes+fundus+contraction
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7956606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7956606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20535336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20535336
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10527657

141

inhibits nitric oxide production in cultured murine astrocytes. Pharmacol Res., v. 40, n.5, p.
423-4217.

KALLAYA, E.; SUTHILUK, P.; NARUEMON, V.; DUANGPORN,T. Effects of Aloe vera
and sucralfate on gastric microcirculatory changes, cytokine levels and gastric ulcer healing in
rats. World J Gastroenterol., v. 7, n.12, p. 2034-2039, 2006.

KANGWAN, N.; PARK, J.M.; KIM, E.H.; HAHM, K.B. Quality of healing of gastric ulcers:
Natural products beyond acid suppression. World J Gastrointest Pathophysiol., v. 5, n. 1, p.
40-47, 2014.

KAPLAN, K.A.; ODABASOGLU, F.; HALICI, Z.; HALICI, M.; CADIRCI, E.; ATALAY,
F.; AYDIN, O.; CAKIR, A. Alpha-lipoic acid protects against indomethacin-induced gastric
oxidative toxicity by modulating antioxidant system. J Food Sci., v. 77, n. 11, p. H224-H230,
2012.

KARAMANOLIS, G.; TACK, J. Promotility medications--now and in the future. Dig Dis., v.
24, n.3-4, p. 297-307, 2006.

KARASAWA, H.; TANI, N.; MIWA, T. The effect of omeprazole on ultrastructural changes
in gastric parietal cells. Gastroenterol Jpn., v. 23, n. 1, p. 1-8, 1998.

KARDOSOVA, A..; EBRINGEROVA, A.; ALFOLDI, J.; NOSAL'OVA, G.; FRANOVA,
S.; HRIBALOVA, V. A biologically active fructan from the roots of Arctium lappa L., var.
Herkules. Internacional Journal Biological Macromolecule, v. 33, p. 135-140, 2003.

KESTON, A.S.; BRANDT, R. The fluorometric analysis of ultramicro quantities of hydrogen
peroxide. Anal Biochem., v.11, p. 1-5, 1965.

KHANNA, M.U.; ABRAHAM, P. Determinants of acid secretion. Assoc Physicians India.,
v. 38,n. 1, p. 727-730, 1990.

KHOO, J.; RAYNER, C.K.; FEINLE-BISSET, C.; JONES, K.L., HOROWITZ, M.
Gastrointestinal hormonal dysfunction in gastroparesis and functional dyspepsia.
Neurogastroenterol Motil., v. 22, n. 12, p. 1270-1278, 2010.

KIM, S.J.; PARK, J.H.; SONG, D.K.; PARK, K.S.; LEE, J.E.; KIM, E.S.; CHO, K.B.; JANG,
B.K.; CHUNG, W.J.; HWANG, J.S.; KWON, J.G.; KIM, T.W. Alterations of colonic
contractility in long-term diabetic rat model.J Neurogastroenterol Motil., v. 17, n.4, 372-380,
2011.

KOBAYASHI, N.; KATAOKA, T.; ONO, A.; TSUKIMI, Y.; OKABE, S. Role of p38
mitogen-activated protein kinase in the healing of gastric ulcers in rats. J Physiol
Pharmacol., v. 52, n.2, p. 195-210, 2001.

KOC, M.; IMIK, H.; ODABASOGLU, F. Gastroprotective and anti-oxidative properties of
ascorbic acid on indomethacin-induced gastric injuries in rats. Biol Trace Elem Res. v.126,
n.1-3, p.222-236, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10527657
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kangwan%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Park%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kim%20EH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hahm%20KB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24891974
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KANGWAN+2014+gastric+ulcer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23057764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23057764
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16849857
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Karasawa%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3350276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tani%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3350276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miwa%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=3350276
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KARASAWA+1988+PROTON+PUMP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14328641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14328641
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khanna%20MU%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1982628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abraham%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1982628
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KHANNA+e+ABRAHAM+1990+gastric+secretion
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20939851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22148106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22148106
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11453100
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11453100

142

KOCH, C.A.; UWAIFO, G.I. Are gastrointestinal symptoms related to diabetes mellitus and
glycemic control? Eur J Gastroenterol Hepatol., v. 20, n. 9, p. 822-825, 2008.

KOCH, K.L. Diabetic gastropathy: gastric neuromuscular dysfunction in diabetes mellitus: a
review of symptoms, pathophysiology, and treatment. Dig Dis Sci., v. 44, n. 6, p. 1061-1075,
1999.

KOCH, K.L. Diabetic gastropathy: gastric neuromuscular dysfunction in diabetes mellitus: a
review of symptoms, pathophysiology, and treatment. Dig Dis Sci., v. 44, n. 6, p. 1061-1075,
1999.

KONAGAYA, T.; BERNSAND, M.; NORLEN, P.; HAKANSON, R. Mobilization of rat
stomach ECL-cell histamine in response to short- or long-term treatment with omeprazole
and/or YF 476 studied by gastric submucosal microdialysis in conscious rats. Br J
Pharmacol., v. 133, n.1, p. 37-42, 2001.

KONTUREK, P.C.; BRZOZOWSKI, T.; BURNAT, G.; SZLACHCIC, A.; KOZIEL, J;
KWIECIEN, S.; KONTUREK, S.J.; HARSCH, I.A. Gastric ulcer healing and stress-lesion
preventive properties of pioglitazone are attenuated in diabetic rats. J Physiol Pharmacol., v.
61, n. 4, p. 429-436, 2010.

KONTUREK, P.C.; KONTUREK, S.J.; BURNAT, G.; BRZOZOWSKI, T,
BRZOZOWSKA, |.; REITER, R. J. Dynamic physiological and molecular changes in gastric
ulcer healing achieved by melatonin and its precursor L-tryptophan in rats. J Pineal Res., v.
45, n. 2, p.180-190, 2008.

KONTUREK, S.J.; KONTUREK, P.C.; BRZOZOWSKI, T. Prostaglandins and ulcer healing.
J Physiol Pharmacol., v. sep., p. 56, 2005.

KONTUREK, S.J.; RADECKI, T.; PIASTUCKI, I.; BRZOZOWSKI, T.; DROZDOWICZ, D.
Gastrocytoprotection by colloidal bismuth subcitrate (De-Nol) and sucralfate. Role of
endogenous prostaglandins. Gut., v. 28, n. 2, p. 201-205, 1987.

KONTUREK, S.J.; BRZOZOWSKI, T.; MAJKA, J.; DEMBINSKI, A.; SLOMIANY, A,
SLOMIANY, B.L. Transforming growth factor alpha and epidermal growth factor in
protection and healing of gastric mucosal injury. Scand J Gastroenterol., v. 27, n. 8, p. 649-
55, 1992.

KONTUREK, P.C.; BRZOZOWSKI, T.; BURNAT, G.; SZLACHCIC, A.; KOZIEL, J;
KWIECIEN, S.; KONTUREK, S.J.; HARSCH, I.A. Gastric ulcer healing and stress-lesion
preventive properties of pioglitazone are attenuated in diabetic rats. J Physiol Pharmacol., v.
61, n. 4, p. 429-436, 2010.

KONTUREK, P.C.; KONTUREK, SJ.; BURNAT, G.; BRzZOzZOWSKI, T,
BRZOZOWSKA, I.; REITER, R.J. Dynamic physiological and molecular changes in gastric
ulcer healing achieved by melatonin and its precursor L-tryptophan in rats. Journal of Pineal
Research. , v. 45, p. 180-190, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koch%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18794593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uwaifo%20GI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18794593
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KOCH+e+UWAIFO+2008+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10389675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10389675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10389675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10389675
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konagaya%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bernsand%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Norl%C3%A9n%20P%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=H%C3%A5kanson%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11325792
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KONAGAYA+2001+PROTON+PUMP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KONAGAYA+2001+PROTON+PUMP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konturek%20PC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brzozowski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burnat%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szlachcic%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Koziel%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kwiecien%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Konturek%20SJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harsch%20IA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=KONTUREK+2010++diabetic+rats
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18298459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18298459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16247187
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3470240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/3470240
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1439546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1439546
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20814070
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20814070

143

KOROLKIEWICZ, R.P.; TASHIMA, K.; FUIJITA, A.; KATO, S.; TAKEUCHI, K.
Exogenous insulin-like growth factor (IGF)-1 improves the impaired healing of gastric
mucosal lesions in diabetic rats. Pharmacol Res., v. 41, n.2, 221-229, 2000.

KUBO, K.; UEHARA, H.; KUBOTA, T.; NOZU, T.; MORUYA M.; WATANABE, Y;
SHQOJI, E.; SANTOS, S. B.; HARADA, K.; KONGO, Y. Effects of ranitidine on gastric
vesicles containing H+, K+ - ATPase adenosine triphosphatase in rats. Scand. J.
Gastroenterol., v. 30, p. 944-951, 1995.

KUSTERS, J.G.; VAN VLIET, A.H.; KUIPERS, E.J. Pathogenesis of Helicobacter pylori
infection. Clin Microbiol Rev., v. 19, n. 3, p. 449-490, 2006.

KWIECIEN, S.; BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, S. J. Effects of reactive oxygen species
action on gastric mucosa in various models of mucosal injury. Journal of Physiology and
Pharmacology. v.53, p.39-50, 2002.

LAINE, L., TAKEUCHI, K.; TARNAWSKI, A. Gastric Mucosal Defense and
Cytoprotection: Bench to Bedside. Gastroenterology, v.135, p.41-60, 2008.

LAMIAN, V.; RICH, A.; MA, Z.; LI, J.; SEETHALA, R.; GORDON, D.; DUBAQUIE, Y.
Characterization of agonist-induced motilin receptor trafficking and its implications for
tachyphylaxis. Mol Pharmacol., v. 69, n. 1, p. 109-118, 2006.

LAWRENCE, R.A.; BURK, R.F. Glutathione peroxidase activity in selenium deficient rat
liver. Biochem Biophys Res Commun., v. 71, p. 952-958, 1976.

LEME, P.L.S.; DE CARVALHO, D.L.M.; MALHEIROS, C. A. Indica¢fes atuais do
tratamento operatorio da Ulcera péptica Rev. Assoc. Med. Bras., v. 49, n. 2, 2003.

LEONARD, S.S.; KEIL, D.; MEHLMAN, T.; PROPER, S.; SHI, X.; HARRIS, GK. Essiac
tea: scanvenging of reactive oxygen species and effects on DNA damage. J.
Ethnopharmacol., v. 103, p. 288-296, 2006.

LI, D.; LIU, Q.; JIA, D.; DOU, D.; WANG, X.; KANG, T. Protective effect of arctigenin
against MPP* and MPTP-induced neurotoxicity. Planta Med. , v. 80, n. 1, p. 48-55, 2014.

LIN, S.C.; CHUNG, T.C.; LIN,C.C.; UENG, T.H.; LIN, Y.H.; LINS.Y.; WANG, L.Y.
Hepatoprotective effects of Arctium lappa on carbon tetrachloride- and acetaminophen-
induced liver damage. Am. J. Chin. Med., v. 28, p. 163-173, 2000.

LIN, S.C.; LIN,C.H.; LIN,C.C.; LIN, Y.H.; CHEN C.F; CHEN, I.C.; WANG, L.Y.
Hepatoprotective effects of Arctium lappa Linne on liver injuries induced by chronic ethanol
consumption and potenciated by carbon tetrachloride. J. Biomed Sci., v. 9, p.38-46, 2002.

LIN, L. Z; HARNLY, J. M. Identification of hydroxy cinnamoylquinic acids of arnica
flowers and burdock roots using a standardized LC-DAD-ESI/MS profiling method. Journal
of Agricultural and Food Chemistry, v. 56, p. 10105-10114, 2008.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10623490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10623490
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16847081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16847081
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16221873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16221873
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24414307
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24414307

144

LIU, S.; CHEN, K.; SCHLIEMAN, D. Isolation and identification of arctiin e arctigenin in
leaves of burdock (Arctium lappa L.) by polyamide column chromatography in combination
with HPLC-ESI/MS. Phytochemical Analysis, v.16, p. 86-89, 2005.

LORENZI, H.; MATOS, F.J.A. Plantas medicinais no Brasil: nativas e exoticas cultivadas.
Nova Odessa: Plantarum, 2002. 544p.

LOU, Z.; WANG, H.; ZHU, S.; ZHANG, M.; GAO, Y.; MA, C.; WANG, Z. Improved
extraction and identification by ultra performance liquid chromatography tandem mass
spectrometry of phenolic compounds in burdock leaves. J Chromatogr A. , v. 1217, n. 16, p.
2441-2446, 2010.

LUIZ-FERREIRA, A.; ALMEIDA, A.C.; COLA, M.; BARBASTEFANO, V.; ALMEIDA,
A.B.; BATISTA, L.M.; FARIAS-SILVA, E.; PELLIZZON, C.H.; HIRUMA-LIMA, C.A;;
SANTOS, L.C.; VILEGAS, W.; BRITO, A.R. Mechanisms of the gastric antiulcerogenic
activity of Anacardium humile St. Hil on ethanol-induced acute gastric mucosal injury in rats.
Molecules., v. 15, n. 10, p. 7153-7166, 2010.

LU, L.C.; ZHOU, W.; LI, Z.H.; YU, C.P.; LI, CW.; LUO, M.H.; XIE, H. Effects of arctiin on
streptozotocin-induced diabetic retinopathy in Sprague-Dawley rats. Planta Medica., v.78, n.
12, p. 1317-1323, 2012..

LUMME, A.; VANHATALDO, S.; SOINILA, S. Axonal transport of nitric oxide synthase in
autonomic nerves. J Auton Nerv Syst., v. 56, n. 3, p. 207-214, 1996.

LYONS, C.R. The role of nitric oxide in inflammation. Adv Immunol., v. 60, p. 323-371,
1975.

MA, S.T.; LIU, D.L.; DENG, J.J.; NIU, R.; LIU, R.B. Effect of arctiin on glomerular
filtration barrier damage in STZ-induced diabetic nephropathy rats. Phytother Res., v. 27, n.
10, p. 1474-1480, 2013.

MALFERTHEINER, P.; CHAN, F.K.; MCCOLL, K.E. Peptic ulcer disease. Lancet, v.374,
p.1449- 1461, 2009

MARIA-FERREIRA, D.; DA SILVA L.M.; MENDES, D.A.; CABRINI, D DE A;
NASCIMENTO, A.M.; IACOMINI, M.; CIPRIANI, T.R.; SANTOS, A.R.; WERNER, M.F.;
BAGGIO, C.H .Rhamnogalacturonan from Acmella oleracea (L.) R.K. Jansen:
gastroprotective and ulcer healing properties in rats. PLoS One., v. 9, n.1, e84762, 2014.

MARKLUND, S.; MARKLUND, G. Involvement of the superoxide anion radical in the
autoxidation of pyrogallol and a convenient assay for superoxide dismutase. Eur J Biochem.,
v.47,n. 3, 469-474, 1974.

MARRINAN, S.; EMMANUEL, A.V.; BURN, D.J. Delayed gastric emptying in Parkinson's
disease. Mov Disord., v. 29, n.1, p. 23-32, 2014.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20022606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20022606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20022606
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20953159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20953159
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lu%20LC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20W%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20ZH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yu%20CP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Li%20CW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Luo%20MH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22753037
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=RETINOPHATY+ARCTIIN
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8847445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8847445
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/8607373
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23147865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23147865
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Maria-Ferreira%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mendes%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cabrini%20Dde%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nascimento%20AM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iacomini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cipriani%20TR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Santos%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werner%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baggio%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24416280
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=gastric+ulcer+Rhamnogalacturonane+plos+one
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4215654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/4215654
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marrinan%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24151126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Emmanuel%20AV%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24151126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Burn%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=24151126
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MARRINAN+2014+GASTROPARESIS

145

MATTHEWS, G.M.; HOWARTH, G.S.; BUTLER, R.N. Nutrient and antioxidant
modulation of apoptosis in gastric and colon cancer cells. Cancer Biol Ther., v. 6, p. 569-
572, 2006.

MCINTYRE, K.L.; HARRIS, C.S.; SALEEM, A.; BEAULIEU, L.P.; TA, C.A.; HADDAD,
P.S.; ARNASON, J.T. Seasonal phytochemical variation of anti-glycation principles in
lowbush blueberry (Vaccinium angustifolium). Planta Med., v. 75, n. 3, p. 286-292, 2009.

MISHIMA, Y.; AMANO, Y., TAKAHASHI, Y.; MISHIMA, Y.; MORIYAMA, N,
MIYAKE, T.; ISHIMURA, N.; ISHIHARA, S.; KINOSHITA, Y. Gastric emptying of liquid
and solid meals at various temperatures: effect of meal temperature for gastric emptying. J
Gastroenterol., v. 44, n.5, p.412-418, 2009.

MILANI, S.; CALABRO, A. Role of growth factors an their receptors in gastric healing.
Microscopy Research and Techinigye. v.53, p.3060-371, 2001.

MITSUO, M.; NOBUO, Y.; KATSUYA, T. Inhibitory compounds of alpha glucosidase
activity from Arctium lappa L. Journal of Japan Oil Chemists’ Society, v. 54, p. 589-594,
2005.

MIYAMOTO, Y.; YONEDA, M.; MORIKAWA, A.; ITOH, H.; MAKINO, I. Gastric
neuropeptides and gastric motor abnormality in streptozotocin-induced diabetic rats:
observation for four weeks after streptozotocin.Dig Dis Sci., v. 46, n.8, p. 1596-603, 2001.

MOHAN KUMAR, M.; JOSHI, M.C.; PRABHA, T.; DORABABU, M.; GOEL, R.K. Effect
of plantain banana on gastric ulceration in NIDDM rats: role of gastric mucosal glycoproteins,
cell proliferation, antioxidants and free radicals. Indian J Exp Biol., v. 44, n.4, p. 292-299,
2006.

MOUDI, M.; GO, R.; YIEN, C.Y.; NAZRE, M. Vinca alkaloids. Int J Prev Med., v. 4, n. 11,
1231-1235, 2013.

MOULI, V.P.; AHUJA, V. Proton pump inhibitors: concerns over prolonged use. Trop
Gastroenterol., v. 32, n.3, p. 175-184, 2011.

MORIMOTO, Y.; SHIMOHARA, K.; OSHIMA, S.; SUKAMOTO, T. Effects of the new
anti-ulcer agent KB-5492 on experimental gastric mucosal lesions and gastric mucosal
defensive factors, as compared to those of teprenone and cimetidine. Jpn J Pharmacol., v.
57, n. 4, 495-505, 1991.

MOWRY R, WINKLER CH. The coloration of acidic carbo hydrates of bacteria and fungi in
tissue sections with special reference to capsules of Cryptococcus neoformans Pneumococci
and Staphilococci. Am J Pathol;32:628-9, 1956.

MURAKAMI, S.; ARAI, L.; MURAMATSU, M.; OTOMO, S.; BABA, K.; KIDO, T,
KOZAWA, M. Inhibition of gastric H+, K+ - ATPase and acid secretion by cassigarol A , a
polyphenol from Cassia garrettiana Craib. Biochem. Pharmacol., v. 44, p. 33-37, 1992.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16760645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16760645
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McIntyre%20KL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Harris%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Saleem%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Beaulieu%20LP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ta%20CA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haddad%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Haddad%20PS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arnason%20JT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19085814
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=BEAULIEU+2009+glication
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19308311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19308311
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11508655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11508655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11508655
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16629371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16629371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16629371
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24404355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mouli%20VP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22332332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ahuja%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22332332
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MOULI+e+AHUJA+2011+proton+pump
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MOULI+e+AHUJA+2011+proton+pump
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Morimoto%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1803065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shimohara%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1803065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Oshima%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1803065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sukamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1803065
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=MORIMOTO+1991+gastric+ulcer

146

NAITO, Y.; YOSHIKAWA, T.; MATSUYAMA, K.; NISHIMURA, S.; YAGI, N.; KONDO,
M. Effects of free radical scavengers on indomethacin-induced aggravation of gastric ulcer in
rats. Dig Dis Sci., v. 40, n. 9, p. 2019-2021, 1995.

NAITO, Y.; TAKAGI, T.; OYA-ITO, T.; OKADA, H.; SUZUKI, T.; HIRATA, |.; HIRAI,
M.; UCHIYAMA, K.; HANDA, O.; UCHIDA, K.; YOSHIKAWA, T. Impaired gastric ulcer
healing in diabetic mice: role of methylglyoxal. J Physiol Pharmacol., v.60, n.7, p. 123-130,
2009.

NDDG: Classification and diagnosis of diabetes mellitus and other categories of glucose
intolerance. Diabetes, v. 28, p. 1039— 1057, 1979

NOHARA, S.; IWASE, M.; IMOTO, H.; SASAKI, N.; NAKAMURA, U.; UCHIZONO, Y ;
ABE, S.; DOI, Y.; IIDA, M. Gastric emptying in patients with Type 2 diabetes mellitus and
diabetes associated with mitochondrial DNA 3243 mutation using 13C-octanoic acid breath
test. J Diabetes Complications., v. 20, n. 5, p. 295-301, 2006.

OFMAN, JJ; ETCHASON, J.; ALEXANDER, W.; STEVENS, B.R.; HERRIN, J;
CANGIALOSE, C.; BALLARD, D.J.; BRATZLER, D.; ELWARD, K.S.; FITZGERALD,
D.; CULPEPPER-MORGAN, J.; MARSHALL, B. The Quality of Care for Medicare Patients
With Peptic Ulcer Disease. The American Journal of Gastroenterology, v. 95, n. 1, 2000.

OKABE, S.; AMAGASE, K. An Overview of Acetic Acid Ulcer Models —The History and
State of the Art of Peptic Ulcer Research. Biological & Pharmaceutical Bulletin, v.28, n.8,
2005.

OKABE, S., ROTH, L.A., PFEIER, J. A method of experimental penetrating gastric and
duodenal, ulcers in rats. Am J Dig Dis., v.16, p. 277-280, 1971.

OPOKA, W.; ADAMEK, D.; PLONKA, M.; RECZYNSKI, W.; BAS, B.; DROZDOWICZ,
D.; JAGIELSKI, P.; SLIWOWSKI, Z.; ADAMSKI, P.; BRZOZOWSKI, T. Importance of
luminal and mucosal zinc in the mechanism of experimental gastric ulcer healing. J Physiol
Pharmacol., v. 61, n.5, p 581-591, 2010.

ORDOG T. Interstitial cells of Cajal in diabetic gastroenteropathy. Neurogastroenterol
Motil., v. 20, n. 1, p. 8-18, 2008.

Owu, D.U.; OBEMBE, A.O0.; NWOKOCHA, C.R.; EDOHO, LE.; OSIM, E.E. Gastric
ulceration in diabetes mellitus: protective role of vitamin C. ISRN Gastroenterol., v. 2012,
p.362805, 2012.

PALILEO, C.; KAUNITZ, J.D. Gastrointestinal defense mechanisms. Curr Opin
Gastroenterol., v.27, n. 6, p. 543-548, 2011.

PALMER, AJ.; ROZE, S.; VALENTINE, W.J.; MINSHALL, M.E.; FOOS, V.; LURATI,
F.M.; LAMMERT, M.; SPINAS, G.A. The CORE Diabetes Model: Projecting long-term
clinical outcomes, costs and cost-effectiveness of interventions in diabetes mellitus (types 1


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7555459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7555459
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20388955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20388955
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nohara%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iwase%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Imoto%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sasaki%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20U%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uchizono%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Abe%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doi%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Iida%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16949516
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=NOHARA++2006+gastroparesis+mutation
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21081802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21081802
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18173559
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22778975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22778975
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21897225
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palmer%20AJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Roze%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Valentine%20WJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Minshall%20ME%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Foos%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lurati%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lurati%20FM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lammert%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spinas%20GA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15324513

147

and 2) to support clinical and reimbursement decision-making. Curr Med Res Opin., v. 20,
n. 1, p. S5-26, 2004.

PARK, S. Y.; HONG, S. S.; HAN, X. H.; HWANG, J. S,; LEE, D.; RO, J. S.; HWANG, B.
Y. Lignans from Arctium lappa and Their Inhibition of LPS-Induced Nitric Oxide
Production.Chemical and Pharmaceutical Bulletin,v. 55, p. 150-152, 2007.

PARKMAN, H.P.; MISHRA, A.; JACOBS, M.; PATHIKONDA, M.; SACHDEVA, P;
GAUGHAN, J.; KRYNETSKIY, E. Clinical response and side effects of metoclopramide:
associations with clinical, demographic, and pharmacogenetic parameters. J Clin
Gastroenterol. v. 46, n.6, p. 494-503, 2012.

PARKMAN, H.P.; YATES, K.; HASLER, W.L.; NGUYEN, L.; PASRICHA, P.J.; SNAPE,
W.J.; FARRUGIA, G.; KOCH, K.L.; ABELL, T.L.; MCCALLUM, R.W.; LEE, L.; UNALP-
ARIDA, A.; TONASCIA, J.; HAMILTON, F. Clinical features of idiopathic gastroparesis
vary with sex, body mass, symptom onset, delay in gastric emptying, and gastroparesis
severity. Gastroenterology., v. 140, n.1, p. 101-115, 2011.

PEDROSA, H. C.; MACEDO, G. C.; RIBEIRO, J. Pé diabético. In: LYRA, R;
CAVALCANTI,N. Diabetes Mellitus. Rio de Janeiro: Diagraph, 2006, 557-68.

PENSTON, J.; WORMSLEY, K.G. Adverse reactions and interactions with H2-receptor
antagonists. Med Toxicol., v. 1, n. 3, p. 192-216, 1986.

PEREIRA, I.T.; BURCI, L.M.; DA SILVA, L.M.; BAGGIO, C.H.; HELLER, M.; MICKE,
G.A.; PIZZOLATTI, M.G.; MARQUES, M.C.; WERNER, M.F. Antiulcer effect of bark
extract of Tabebuia avellanedae: activation of cell proliferation in gastric mucosa during the
healing process. Phytother Res., v. 27, n. 7, 1067-1073, 2013.

PEREIRA, J.V,, BERGAMO, D.C.B., PEREIRA, J.0., FRANCA, S.C., PIETRO,R., SOUSA,
Y.T.C.S. Antimicrobial activity of Arctium lappa constituents against microorganisms
commonly found in endontic infections. Braz. Dent. J., v.16, p.192-196, 2005.

PIARULLI, F.; SARTORE, G.; LAPOLLA, A. Glyco-oxidation and cardiovascular
complications in type 2 diabetes: a clinical update. Acta Diabetol., v. 50, n. 2, 101-110, 2013.

PIETZSCH, M.; THEUER, S.; HAASE, G.; PLATH, F.; KEYSER, M.; RIETHLING, A.K.
Results of systematic screening for serious gastrointestinal bleeding associated with NSAIDs
in Rostock hospitals. Int J Clin Pharmacol Ther., v. 40, n. 3, p. 111-115, 2002.

POECKEL, D.; GREINER, C.; VERHOFF, M.; RAU, O.; TAUSCH, L.; HO'RNIG, C;
STEINHILBER D.; SCHUBERT-ZSILAVECZ, M.; WERZ, O. Carnosic acid and carnosol
potently inhibit human 5-lipoxygenase and suppress pro-inflammatory responses of
stimulated human polymorphonuclear leukocytes. Biochemical pharmacology. v.76, p. 91-
97, 2008.

POTRICH, F.B.; ALLEMAND, A.; DA SILVA, L.M.; DOS SANTOS, A.C.; BAGGIO,
C.H.; FREITAS, C.S.; MENDES, D.A.; ANDRE, E.; WERNER, M.F.; MARQUES, M.C.
Antiulcerogenic activity of hydroalcoholic extract of Achillea millefolium L.: involvement of
the antioxidant system. J Ethnopharmacol., v. 130, n. 1, p. 85-92, 2010.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15324513
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22688145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22688145
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20965184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20965184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20965184
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2878343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2878343
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22969019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22969019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22969019
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Piarulli%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22763581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sartore%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22763581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lapolla%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22763581
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=PIARULLI+++2013+age+DIABETES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11911599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11911599
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Potrich%20FB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Allemand%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=da%20Silva%20LM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dos%20Santos%20AC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baggio%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baggio%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Freitas%20CS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mendes%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andre%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Werner%20MF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Marques%20MC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20420892
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Potrich+gastric+ulcer

148

POYNTER, D.; PICK, C.R.; HARCOURT, R.A.; SELWAY, S.A.; AINGE, G.; HARMAN,
LW.; SPURLING, N.W.; FLUCK, P.A.; COOK, J.L. Association of long Ilasting
unsurmountable histamine H2 blockade and gastric carcinoid tumours in the rat. Gut., v. 26,
n. 12, p. 1284-1295, 1985.

PONTES, F.S.C.; PONTES, H.AR.; LIMA, I.P.; JEHA, L.H.; CARDOSO, D.G. Diabete
Melito e Doenga Periodontal. Rev. Int. Periodont. Clin., v. 1, p. 37-39, 2004.

PREDES, F. S.; TARCIZIO, J. C. M.; PAULA, A. R. Evaluation of rat testes treated with
Arctium lappa L.: morphometric study. Braz. J. Morphol. Sci, v. 24, n. 2, p. 112-117, 2007.

QUAN, C.; TALLEY, N.J.; JONES, M.P.; SPIES, J.; HOROWITZ, M. Gain and loss of
gastrointestinal symptoms in diabetes mellitus: associations with psychiatric disease,
glycemic control, and autonomic neuropathy over 2 years of follow-up. Am J
Gastroenterol., v. 103, n. 8, p. 2023-2030, 2008.

QUATRINI, M.; BOARINO, V.; GHIDONI, A.; BALDASSARRI, A.R.; BIANCHI, P.A;
BARDELLA, M.T. Helicobacter pylori prevalence in patients with diabetes and its
relationship to dyspeptic symptoms. J Clin Gastroenterol., v. 32, n. 3, p. 215-217, 2001.

QVIGSTAD, G.; ARNESTAD, J.S.; BRENNA, E.; WALDUM, H.L. Treatment with proton
pump inhibitors induces tolerance to histamine-2 receptor antagonists in Helicobacter pylori-
negative patients. Scand J Gastroenterol., v. 33, n. 12, p. 1244-1248, 1998.

RABON, E.; CUPPOLETTI, J.; MALINOWSKA, D.; SMOLKA, A.; HELANDER, H.F;
MENDLEIN, J.; SACHS, G. Proton secretion by the gastric parietal cell. J Exp Biol., v. 106, p.
119-133, 1983.

RAMSAY, P.T.; CARR, A. Gastric acid and digestive physiology. Surg Clin North Am., v.
91, n.5, p. 977-982, 2011.

RASKIN, I.; RIBNICKY, D.M.; KOMARNYTSKY, S.; ILIC, N.; POULEV, A;
BORISJUK, N.; BRINKER, A.; MORENO, D.A.; RIPOLL, C.; YAKOBY, N.; O'NEAL,
J.M.; CORNWELL, T.; PASTOR, |.; FRIDLENDER, B. Plants and human health in the
twenty-first century. Trends Biotechnol., v. 20, n. 12, p. 522-531, 2002.

RAUFMAN, J.P. Peptic activity and gastroduodenal mucosal damage.Yale J Biol Med., v.
69, n. 1, p. 85-90, 1996.

RATES, S.M. Plants as source of drugs. Toxicon., v. 39, n. 5, p. 603-613, 2001.

READ, N.W.; HOUGHTON, L.A. Physiology of gastric emptying and pathophysiology of
gastroparesis.Gastroenterol Clin North Am., v. 18, n. 2, p. 359-373, 1989.

REIS, J.S.; VELOSO, C.A.; MATTOS, R.T.; PURISH, S.; NOGUEIRA-MACHADO, J.A.
Oxidative stress: a review on metabolic signaling in type 1 diabetes. Arq Bras Endocrinol
Metabol., v. 52, n. 7, p 1096-1105, 2008.

REPETTO, M. G.; LLESUY, S. F. Antioxidant properties of natural compounds used in
popular medicine for gastric ulcers. Braz.J.Med.Biol.Res., v. 35, n. 5, p. 523-534, 2002.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2867954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2867954
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18796098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18796098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18796098
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Quatrini%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Boarino%20V%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ghidoni%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Baldassarri%20AR%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bianchi%20PA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bardella%20MT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11246346
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=QUATRINI++2001+gastric+ulcer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Qvigstad%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9930386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Arnestad%20JS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9930386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brenna%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9930386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Waldum%20HL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9930386
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=QVIGSTAD++1998+PROTON+PUMP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6317787
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ramsay%20PT%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Carr%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21889024
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=RAMSAY+CARR+2011+gastric+secretion
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Raskin%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ribnicky%20DM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Komarnytsky%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ilic%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Poulev%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Borisjuk%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Brinker%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Moreno%20DA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ripoll%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yakoby%20N%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Neal%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=O%27Neal%20JM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Cornwell%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Pastor%20I%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Fridlender%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12443874
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9041694
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11072038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2668174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2668174
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19082297

149

ROBERT, A. ; NEZAMIS, J.E.; LANCASTER, C.; HAUCHAR, A.. Cytoprotection by
prostaglandins in rats: Prevention of gastric necrosis produced by alcohol, HCI, NaOH,
hypertonic NaCl and thermal injury. Gastroenterology, v.77, p.433-443, 1979.

ROBERTSON, M.S.; CLANCY, R.L.; CADE, J.F. Helicobacter pylori in intensive care: why
we should be interested. Intensive Care Med., v. 29, n. 11, p. 1881-1888, 2003.

RODRIGUES, M.L.; MOTTA, M.E. Mechanisms and factors associated with gastrointestinal
symptoms in patients with diabetes mellitus. J Pediatr., v. 88, n. 1, p. 17-24, 2012.

ROSSETTI, P.; PAMPANELLI, S.; FANELLI, C.; PORCELLATI, F.; COSTA, E;
TORLONE, E.; SCIONTI, L.; BOLLI, G.B. Intensive Replacement of Basal Insulin in
Patients With Type 1 Diabetes Given Rapid-Acting Insulin Analog at Mealtime: A 3-month
comparison between administration of NPH insulin four times daily and glargine insulin at
dinner or bedtime. Diabetes Care., v. 26, n. 5, p. 1490-1496, 2003.

ROSTAS, JW. 3RD.; MAI, T.T.; RICHARDS, W.O. Gastric motility physiology and
surgical intervention.Surg Clin North Am., v. 91, n. 5, p. 983-99, 2011.

SALTIER, A.R. New perspectives into the molecular Pathogenesis and Treatment of type 2
Diabetes. Cell, v. n.23, p.517-529, fev.2001.

SAMSOM, M.; ROELOFS, J.M.; AKKERMANS, L.M.; VAN BERGE HENEGOUWEN,
G.P.; SMOUT, A.J. Proximal gastric motor activity in response to a liquid meal in type |
diabetes mellitus with autonomic neuropathy. Dig Dis Sci., v. 43, n. 3, p. 491-496, 1998.

SANAKA, M.; YAMAMOTO, T.; KUYAMA, Y. Effects of proton pump inhibitors on
gastric emptying: a systematic review. Dig Dis Sci. , v. 55, n. 9, p. 2431-2440, 2010.

SANTINI, S.A.; MARRA, G.; GIARDINA, B.; COTRONEO, P.; MORDENTE, A;
MARTORANA, G.E.; MANTO, A.; GHIRLANDA, G. Defective plasma antioxidant
defenses and enhanced susceptibility to lipid peroxidation in uncomplicated IDDM. Diabetes.
v. 46, n. 11, p. 1853-1858, 1997.

SARGYN, M.; UYGUR-BAYRAMICLI, O.; SARGYN, H.; ORBAY, E.; YAVUZER, D;
YAYLA, A.Type 2 diabetes mellitus affects eradication rate of Helicobacter pylori. World J
Gastroenterol., v. 9, n.5, p. 1126-1128, 2003.

SATOH, H.; ASANO, S.; MAEDA, R.; MURAKAMI, |.; INADA, I.; SATO, F.; SHINO, A.
Prevention of gastric ulcer relapse induced by indomethacin in rats by a mutein of basic
fibroblast growth factor. Jpn J Pharmacol., v. 73, n.3, p. 229-241, 1997.

SBD. Diretrizes da Sociedade Brasileira de Diabetes: tratamento e acompanhamento do
diabetes mellitus. Rio de Janeiro: SBD, 2014.

SBD. Consenso Brasileiro sobre Diabetes 2002: diagnostico e classificacdo do diabetes
mellitus e tratamento do diabetes mellitus tipo 2. Rio de Janeiro: Diagraphic editora, 2003.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14608460
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/14608460
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Paolo+Rossetti&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Simone+Pampanelli&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Carmine+Fanelli&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Francesca+Porcellati&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Emanuela+Costa&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Elisabetta+Torlone&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Elisabetta+Torlone&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Luciano+Scionti&sortspec=date&submit=Submit
http://care.diabetesjournals.org/search?author1=Geremia+B.+Bolli&sortspec=date&submit=Submit
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21889025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21889025
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9539642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9539642
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sanaka%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kuyama%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=20012198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/20012198
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9356036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9356036
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarg%C3%BDn%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Uygur-Bayramicli%20O%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sarg%C3%BDn%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Orbay%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yavuzer%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yayla%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=12717872
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.++SARG%C3%9DN+2003+gastric+ulcer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=.++SARG%C3%9DN+2003+gastric+ulcer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9127818
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9127818

150

SBOLLI, K. C. Arctium lappa: Efeitos depressores do sistema nervoso central em roedores.
Curitiba. Dissertacdo (Mestrado em Farmacologia) — Setor de Ciéncias Bioldgicas,
Universidade Federal do Parand, 2003.

SCARPIGNATO, C.; CAPOVILLA, T.; BERTACCINI, G. Action of caerulein on gastric
emptying of the conscious rat. Arch Int Pharmacodyn Ther., v. 246, n. 2, p. 286-294, 1980.

SCHERER-SINGLER, U.; VINCENT, S.R.; KIMURA, H.; MCGEER, E.G. Demonstration
of a unique population of neurons with NADPH-diaphorase histochemistry.] Neurosci
Methods., v.9, n.3, p. 229-234, 1983

SCHUARTSMAN, S. Produtos quimicos de uso domiciliar: seguranca e riscos
toxicologicos. Séo Paulo: Almed, 1980, p. 92.

SCHUBERT, M.L. Gastric secretion. Curr Opin Gastroenterol. , v. 21, n. 6, p. 636-643,
2005.

SCHUBERT, M.L.; PEURA, D.A. Control of gastric acid secretion in health and disease.
Gastroenterology. , v.134, n.7, p.1842-1860, 2008

SCHVARCZ, E.; PALMER, M.; AMAN, J.; HOROWITZ, M.; STRIDSBERG, M.; BERNE
C. Physiological hyperglycemia slows gastric emptying in normal subjects and patients with
insulin-dependent diabetes mellitus. Gastroenterology., v. 113, n. 1, p. 60-66, 1997.

SEDLAK, J., LINDSAY, R.H. Estimation of total prote in bound and nonprotein sulfhydril
groups in tissues with Ellman’s reagent. Analytical Biochemistry., v. 25, 192205, 1968.

SILVER, A. A.; KRANTZ J. C. JR. The effect of the ingestion of burdock root on normal and
diabetic individuals: a preliminary report. Annals of Internal Medicine, v. 5, p. 274-284,
1931.

SIMOES, C. M. et al. Farmacognosia: da planta ao medicamento.6. ed. Porto Alegre:
UFRGS, 2004

SIRAKI,A.G.;POURAHMAD,J.; CHAN,T.S.;KHAN,S.; O'BRIEN,P.J. Endogenous and
endobiotic induced reactive oxygen species formation by isolated hepatocytes. Free Radical
Biol. Med., v.32, p. 2-10, 2002.

SOUZA, L.M.; DARTORA, N.; SCOPARO, C.T.; CIPRIANI, T.R.; GORIN, P.A;
IACOMINI, M.; SASSAKI, G.L.Comprehensive analysis of maté (llex paraguariensis)
compounds: development of chemical strategies for matesaponin analysis by mass
spectrometry. J Chromatogr A., v. 1218, n. 41, p. 7307-7315, 2011.

SHARMA, M.; RAI, K.; SHARMA, S.S.; GUPTA, Y.K. Effect of antioxidants on pyrogallol-
induced delay in gastric emptying in rats. Pharmacology., v. 60, n. 2, p. 90-96, 2000.

SHAY, H. A simple for the uniform production of gastric ulceration in rat.
Gastroenterology., v. 5, p. 43-61, 1945.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7436633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7436633
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6363828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/6363828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schubert%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16220038
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Schubert+2005+gastric+secretion
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schvarcz%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Palm%C3%A9r%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Aman%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Horowitz%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stridsberg%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berne%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Berne%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9207262
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SCHVARCZ++1997+diabetes
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21899851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21899851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/21899851
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10657758
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10657758

151

SHEEN, E.; TRIADAFILOPOULOS, G. Adverse effects of long-term proton pump inhibitor
therapy. Dig Dis Sci., v. 56, n. 4, p. 931-950, 2011.

SINGH, R.; BARDEN, A.; MORI, T.; BEILIN, L. Advanced glycation end-products: a
review. Diabetologia., v. 44, n. 2, p. 129-146, 2001.

STITT, AW.; CURTIS, T.M. Advanced glycation and retinal pathology during diabetes.
Pharmacol Rep., v. 57, p. 156-168, 2005.

STOLTE, M.; BETHKE, B.; RUHL, G.; RITTER, M. Omeprazole-induced
pseudohypertrophy of gastric parietal cells. Z Gastroenterol., v. 30, n. 2, p. 134-138, 1992.

SUSANTI, S.; IWASAKI, H.; INAFUKU, M.; TAIRA, N.; OKU, H. Mechanism of
arctigenin-mediated specific cytotoxicity against human lung adenocarcinoma cell lines.
Phytomedicine., v. 21, n. 1, p. 39-46, 2013.

SUZUKI, K.; ARAKI, H.; KOMOIKE, Y.; TAKEUCHI, K. Permissive role of neutrophils in
pathogenesis of indomethacin-induced gastric lesions in rats. Med Sci Monit., v. 6, n. 5, p.
908-914, 2000.

SPICER, Z.; MILLER, M.L.; ANDRINGA, A.; RIDDLE, T.M.; DUFFY, JJ,;
DOETSCHMAN, T.; SHULL, G.E. Stomachs of mice lacking the gastric H,K-ATPase alpha
-subunit have achlorhydria, abnormal parietal cells, and ciliated metaplasia. J Biol Chem., v.
275, n. 28, p. 21555-21565, 2000.

SZABO, S., TRIER, J.S., BROWN, A., SCHNOOR, J. (1985). "Early vascular injury and
increased vascular permeability in gastric mucosal injury caused by ethanol in the rat.
Gastroenterology 88: 228-236.

SZKUDELSKI, T. The mechanism of alloxan and streptozotocin action in B cells of the rat
pancreas., v. 50, n. 6, p. 537-546, 2001.

TACK, J.; BISSCHOPS, R.; SARNELLI, G. Pathophysiology and treatment of functional
dyspepsia. Gastroenterology., v. 127, n. 4, p. 1239-1255, 2004.

TACK, J. Gastric motor disorders. Best Pract Res Clin Gastroenterol., v. 21, n. 4, p. 633-
644, 2007.

TACK, J.Prokinetics and fundic relaxants in upper functional GI disorders. Curr Opin
Pharmacol., v. 8, n. 6, p. 690-696, 2008.

TACK, J.; TALLEY, N.J.; CAMILLERI, M.; HOLTMANN, G.; HU, P.; MALAGELADA,
J.R.; STANGHELLINI, V. Functional gastroduodenal disorders. Gastroenterology., v. 130,
n. 5, p. 1466-1479, 2006.

TAKAGI, E.; OKABE, S.; SAZIKI, R. A new method for the production of chronic gastric
ulcer in rats and effect of several drugs on healing. Japanese Journal of Pharmacology. v.
19, p.416-426, 1969.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sheen%20E%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21365243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Triadafilopoulos%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=21365243
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SHEEN+TRIADAFILOPOULOS+2011
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11270668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11270668
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stitt%20AW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16415497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Curtis%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=16415497
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=STITT+CURTIS+2005
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Stolte%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1553828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Bethke%20B%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1553828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=R%C3%BChl%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1553828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ritter%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=1553828
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=STOLTE++1992+PROTON+PUMP
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24021157
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24021157
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11208431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11208431
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Spicer%20Z%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Miller%20ML%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Andringa%20A%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riddle%20TM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Duffy%20JJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Doetschman%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Shull%20GE%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=10764766
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=SPICER+2000+proton+pump
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Szkudelski%20T%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11829314
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15481001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/15481001
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17643905
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18940266
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16678560

152

TAKAGI, T.; NAITO, Y.; OYA-ITO, T.; YOSHIKAWA, T. The role of methylglyoxal-
modified proteins in gastric ulcer healing.Curr Med Chem., v. 19, n. 1, p. 137-144, 2012.

TAKAHASHI, T. Pathophysiological significance of neuronal nitric oxide synthase in the
gastrointestinal tract. J Gastroenterol., v. 38, n. 5, p. 421-430, 2003.

TAKAHASHI, T., NAKAMURA, K.; ITOH, H.; SIMA, A.A.; OWYANG, C. Impaired
expression of nitric oxide synthase in the gastric myenteric plexus of spontaneously diabetic
rats. Gastroenterology., v. 113, n.5, p. 1535-1544, 1997.

TAKEUCHI, K.; OKADA, M.; NIIDA, H.; OKABE, S. Role of sulfhydryls in mucosal injury
caused by ethanol: relation to microvascular permeability, gastric motility and cytoprotection.
J Pharmacol Exp Ther., v. 248, n. 2, p. 836-841, 19809.

TAKEUCHI, K.; TAKEHARA, K.; TAJIMA, K.; KATO, S.; HIRATA, T. Impaired healing
of gastric lesions in streptozotocin-induced diabetic rats: effect of basic fibroblast growth
factor. J Pharmacol Exp Ther., v. 281, p. 200-207, 1997.

TALLEY, N.J.; VERLINDEN, M.; GEENEN, D.J.; HOGAN, R.B.; RIFF, D.; MCCALLUM,
R.W.; MACK, R.J. Effects of a motilin receptor agonist (ABT-229) on upper gastrointestinal
symptoms in type 1 diabetes mellitus: a randomised, double blind, placebo controlled trial.
Gut., v. 49, n. 3, p. 395-401, 2001.

TANDON, R,.; KHANNA, H.D.; DORABABU, M.; GOEL, R.K. Oxidative stress and
antioxidants status in peptic ulcer and gastric carcinoma. Indian J Physiol Pharmacol., v. 48,
n. 1, p. 115-118, 2004.

TANG, R.S.; CHAN, F.K. Therapeutic management of recurrent peptic ulcer disease. Drugs.,
V. 72,n. 12, p. 1605-1616, 2012.

TARNAWSKI, A.; STACHURA, J.; KRAUSE, W.J.; DOUGLASS, T.G.; GERGELY, H.
Quality of gastric ulcer healing: a new, emerging concept. J Clin Gastroenterol. 1991

TARNAWSKI, A.S. Cellular and molecular mechanisms of gastrointestinal ulcer healing. Dig
Dis Sci., v. 50, n. 1, p. S24-S33, 2005.

TARNAWSKI, A.S.; TOMIKAWA, M.; OHTA, M.; SARFEH, I.J. Antacid talcid activates
in gastric mucosa genes encoding for EGF and its receptor. The molecular basis for its ulcer
healing action. J Physiol Paris., v. 94, n.2, p. 93-98, 2000.

TASHIMA, K.; FUJITA, A.; TAKEUCHI, K. Aggravation of ischemia/reperfusion-induced
gastric lesions in streptozotocin-diabetic rats. Life Sci., v. 67, n. 14, p. 1707-1718, 2000.

TAY, S.S.; WONG, W.C. Short- and long-term effects of streptozotocin-induced diabetes on
the dorsal motor nucleus of the vagus nerve in the rat. Acta Anat. , v. 150, n.4, p. 274-281,
1994,


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22300087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22300087
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12768383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/12768383
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Nakamura%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9352855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Itoh%20H%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9352855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Sima%20AA%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9352855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Owyang%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=9352855
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TAKAHASHI+1997+gastric+nitroprusside
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2918483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2918483
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9103498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9103498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9103498
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Talley%20NJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Verlinden%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Geenen%20DJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Hogan%20RB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Riff%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCallum%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=McCallum%20RW%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Mack%20RJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=11511562
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TALLEY+2001+gastroparesis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tandon%20R%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15270379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Khanna%20HD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15270379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Dorababu%20M%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15270379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Goel%20RK%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=15270379
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TANDON+2004+gastric+ulcer
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/22867043
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/1719066
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16184417
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10791688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10791688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/10791688
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11021355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/11021355
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7839795
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7839795

153

TEZUKA, Y.; YAMAMOTO, K.; AWALE, S.; LIA, F.; YOMODA, S.; KADOTA, S. Anti-
austeric activity of phenolic constituents of seeds of Arctium lappa. Nat Prod Commun., v.
8, n. 4, p. 463-466, 2013.

TRICHES, C.; SCHAAN, B.D.; GROSS, J.L.; AZEVEDO, M.J. Macrovascular diabetic
complications: clinical characteristics, diagnosis and management. Arq Bras Endocrinol
Metabol., v. 53, n. 6, p. 698-708, 2009.

TSENG, P.H.; LEE, Y.C.; CHIU, H.M.; CHEN, C.C.; LIAO, W.C.; TU, C.H.; YANG, W.S,;
WU, M.S .Association of diabetes and HbAlc levels with gastrointestinal manifestations.
Diabetes Care., v. 35, n. 5, p. 1053-1060, 2012.

URUSHIDANI, T.; MUTO, Y.; NAGAO, T.; YAO, X.; FORTE, J.G. ME-3407, a new
antiulcer agent, inhibits acid secretion by interfering with redistribution of H(+)-K(+)-
ATPase.Am J Physiol., v. 272, n. 5 Pt 1, p. G1122-G1134, 1997.

VASCONCELOS, P.C.; KUSHIMA, H.; ANDREO, M.; HIRUMA-LIMA, C.A.; VILEGAS,
W.; TAKAHIRA, R.K.; PELLIZZON, C.H. Studies of gastric mucosa regeneration and safety
promoted by Mouriri pusa treatment in acetic acid ulcer model. J Ethnopharmacol., v. 115,
n. 2, p. 293-301, 2008.

VELO, G.P.; MINUZ, P.; RIELA, A.; BROCCO, G.; DEGAN, M.; FRANCO, L.,
CAVALLINI, G. Gastric and systemic effects of carbenoxolone and its derivative ISF 2715 in
humans. Adv Prostaglandin Thromboxane Leukot Res., 1987

VENKATARANGANNA, M.V.; GOPUMADHAVAN, S.; SUNDARAM, SK;
MITRA.Evaluation of possible mechanism of anti-ulcerogenic activity of UL 409, a herbal
preparation. Journal of Ethnopharmacology, v.63, p. 187-192, 1998.

VINIK, A.l.; ZIEGLER, D. Diabetic cardiovascular autonomic neuropathy. Circulation., v.
115, n. 3, p. 387-397, 2007.

VLIETINCK , AJ. ; DE BRUYNE, T. ; APERS, S. ; PIETERS, L.A. Plant-derived leading
compounds for chemotherapy of human immunodeficiency virus (HIV) infection. Planta
Med., v. 64, n.2, p. 97-109, 1998.

WALLACE, J. Mechanisms of Protection and Healing: Current Knowledge and Future
Research. Am J Med, v.110, p. 19S-23S, 2001.

WALLACE, J.L. Recent advances in gastric ulcer therapeutics. Curr Opin Pharmacol., v.5,
n.6, p. 573-577, 2005.

WALSH, J.H. Role of gastrin as a trophic hormone. Digestion., v. 47, n. 1, p. 11-16;
discussion 49-52, 1990.

WANG, G.Z.; HUANG, G.P.; YIN, G.L.; ZHOU, G.; GUO, CJ.; XIE, C.G.; JIA, B.B;;
WANG, J.F. Aspirin can elicit the recurrence of gastric ulcer induced with acetic acid in rats.
Cell Physiol Biochem., v. 20, n. 1-4, p. 205-212, 2007.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tezuka%20Y%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yamamoto%20K%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Awale%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lia%20F%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yomoda%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Kadota%20S%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=23738454
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=arctignane+D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Triches%20C%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19893911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Schaan%20BD%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19893911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Gross%20JL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19893911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Azevedo%20MJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=19893911
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TRICHES++2009+DIABETES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=TRICHES++2009+DIABETES
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tseng%20PH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Lee%20YC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chiu%20HM%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Chen%20CC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Liao%20WC%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tu%20CH%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yang%20WS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wu%20MS%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=22410812
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=Association+of+diabetes+and+HbA1c+levels+with+gastrointestinal+manifestations.
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9176222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9176222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/9176222
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18023306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/18023306
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2959078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2959078
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Vinik%20AI%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17242296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Ziegler%20D%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17242296
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/?term=VINIK+ZIEGLER+2007+gastroparesis
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/16188503
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/2093009
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20GZ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Huang%20GP%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Yin%20GL%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Zhou%20G%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Guo%20CJ%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Xie%20CG%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Jia%20BB%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Wang%20JF%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=17595529
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/17595529

154

WANG, H.Q.; JIN, J.J.; WANG, J. Arctigenin enhances chemosensitivity to cisplatin in
human nonsmall lung cancer H460 cells through downregulation of survivin expression. J
Biochem Mol Toxicol., v. 28, n.1, p. 39-45, 2014..

WANG, Y.; MARSDEN, P.A. Nitric oxide synthases: biochemical and molecular
regulation.Curr Opin Nephrol Hypertens., v. 4, n. 1, p. 12-22, 1995.

WANG, X.; LI, F.; SUN, Q.; YUAN, J.; JIANG, T.; ZHENG, C. Application of preparative
high-speed counter-current chromatography for separation and purification of arctiin from
Fructus Arctii. Journal of Chromatography A, v. 1063, p. 247-251, 2005.

WILLIAMSON, J.R.; CHANG, K.; FRANGOS, M.; HASAN, K..; IDO, Y.
KAWAMURA, T.; NYENGAARD, J.R.; VAN-DEN ENDEN, M.; KILO, C.; TILTON, R.G.
Hyperglicaemic pseudohypoxia and diabetics complications. Diabetes., v. 42, p. 801-808,
1993.

WOOD, D.; Neurogastroenterology and Gastrointestinal MotilityJackie. In: Gastrintestinal
phisiology. Disponivel em: <
http://faculty.ksu.edu.sa/15218/Medical%20Books/Medical%20Physiology%202nd%202003
%20Rhoades/Medical%20Physiology%202nd%202003%20Rhoades/smch26.pdf>.  Acesso
em : 30/05/2014.

WU, J.G.; WU, J.Z; SUN, L.N.; HAN, T.; DU, J.; YE, Q.; ZHANG, H.; ZHANG, Y.G.
Ameliorative effects of arctiin from Arctium lappa on experimental glomerulonephritis in
rats. Phytomedicine., v. 16, n.11, p. 1033-1041, 2009.

XU, J.G.; HU, Q.P.; LIU, Y. Antioxidant and DNA-protective activities of chlorogenic acid
isomers. J Agric Food Chem., v. 60, n. 46, p. 11625-11630, 2012.

XU, Z.; JU, J.; WANG, K.; GU, C.; FENG, Y. Evaluation of hypoglycemic activity of total
lignans from Fructus Arctii in the spontaneously diabetic Goto-Kakizaki rats. J
Ethnopharmacol., v. 151, n.1, p. 548-555, 2014.

XU, Z. H.; WANG, X. Y.; ZHOU, M. M.; DENG, Y.; ZHAN G, H.; ZHAO, A.; ZHANG, Y ;
JIA, W. The antidiabetic activity of total lignan from Fructus Arctii against alloxan-induced
diabetes in mice and rats. Phytotherapy Research, v. 22, p. 97-101, 2008.

YAMAGISHI, S. Role of advanced glycation end products (AGE) and soluble receptor for
AGE (sRAGE) in vascular complications in diabetes.Nihon Rinsho., v.70, n. 5, p. 243-247,
2012.

YILMAZ-OZDEN, T.; KURT-SIRIN, O.; TUNALLI, S.; AKEV, N.; CAN, A.; YANARDAG,
R. Ameliorative effect of vanadium on oxidative stress in stomach tissue of diabetic rats.
Bosn J Basic Med Sci., v. 14, n. 2, p. 105-109, 2014.

YUAN, Y.; PADOL, I.T.; HUNT, R.H. Peptic ulcer disease today. Nature Clin Pract.
Gastroent & Hepat., v. 3, n.2, 2006.


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24395429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24395429
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7538022
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/7538022
http://faculty.ksu.edu.sa/15218/Medical%20Books/Medical%20Physiology%202nd%202003%20Rhoades/Medical%20Physiology%202nd%202003%20Rhoades/smch26.pdf
http://faculty.ksu.edu.sa/15218/Medical%20Books/Medical%20Physiology%202nd%202003%20Rhoades/Medical%20Physiology%202nd%202003%20Rhoades/smch26.pdf
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19524415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/19524415
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23134416
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24269245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24269245
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23156401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/23156401
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed/24856383

155

ZANDECKI, M.; VANDEN BERGHE, P.; DEPOORTERE, I.; GEBOES, K.; PEETERS, T.;
JANSSENS, J.; TACK, J. Characterization of myenteric neuropathy in the jejunum of
spontaneously diabetic BB-rats. Neurogastroenterol Motil., v. 20, n. 7, p. 818-28., 2008.

ZHAO, F., WANG, L., LIU, K. In vitro anti-inflammatory effects of arctigenin, a lignan from
Arctium lappa L., through inhibition on iINOS pathway. J Ethnopharmacol., v.21, p. 457-
462, 2009.

8. APENDICES

8.1 Apendice A : Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos nos ensaios de

gastroprotecao
GASTROPROTEGAO:
ExtratoSE :> Fragio SE-AE :> Acido
(1-10 mg/kg, v.0 ou 0,1-1 mg/kg, i-p ) 0,15 mg/ke, vo ou 0,015-0,0015 me/ke, ip) 1,3-0-dicafeoilquinico
i l (57 ug/kg, vo}
v Ulcera géstrica aguda induzida por etanol PA v'Ulcera induzida por etanol PA ou
ou indometacina (80 mg/kg, v.0): indometacina (80 mg/kg, v.0):
‘ ’ - . ; ) v'Ulcera induzida por etanol PA ou
a drea da lesdo gdstrica (v.o oui.p | astrica (v. i
t ‘ da drea da lesdo gastrica (v.0 ou i.p) indometacina (80 mg/kg, v.0):
derid i
Muco.aCento t muco aderido ‘da drea da lesdo gastrica (v.0 ou i.p)
' GSH t GSH
v DE50 : 3,8 mg/kg(v.0) no modelo de Glcera v Perda do efeito gastroprotetor contra etanol
géstrica aguda induzida por etanol PA. em animais pré-tratados com indometacina
(10 mg/kg, i.p).
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http://www.ncbi.nlm.nih.gov/pubmed?term=Tack%20J%5BAuthor%5D&cauthor=true&cauthor_uid=18312542
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8.2 Apendice B : Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos nos ensaios de

cicatrizag&o géstrica

Cicatrizagdo gastrica:

Fragdo SE-AE

' |

! !

v Ulcera cronica induzida por dcido acético 80% em v'Ulcera cronica induzida por dcido acético 80% em
ratas normoglicémicos: ratas diabéticas:
‘ da drea da lesdo gastrica ‘ da drea da lesdo gastrica
t mucina (PAS) t mucina (PAS)
t GSH t GSH
‘ MPO ‘ MPO
‘ EROs ‘ EROs
t gastrina ‘ SOD
T s
‘ GPx
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8.3 Apendice C : Representacdo esquematica dos principais resultados obtidos nos ensaios de

motilidade gastrica

Atividade Procinética em ratas diabéticas:

Fragdo SE-AE
(1 mg/kg, v.o)

|

- @ Do a s @

niveis de hemoglobina glicada

esvaziamento gastrico

contrag¢do evocada por KCl no fundo
contrag¢do evocada por Ach no piloro
contrag¢do evocada por Ach no fundo
relaxamento promovido pelo SNP no piloro

relaxamento promovido por EEC no fundo
ndmero de neurdnios NADPH diaforase positivos no

corpo gastrico

expressdo da enzima nNOS no corpo gastrico
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