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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A casca da Croton urucurana (Euphorbiaceae) é utilizada
pela populacdo para tratar Ulcera gastrica. Entretanto, sob nosso conhecimento, nenhum
estudo foi conduzido para comprovar esta propriedade terapéutica. Objetivo do estudo:
Avaliar o efeito antiulcerogénico da casca da C. urucurana em modelos de Ulcera gastrica
induzida em ratos e seus possiveis efeitos toxicos. Materiais e métodos: As acdes de
prevencdo e cura do extrato metandlico da C. urucurana (ECU) foram avaliadas em
modelos experimentais de inducdo de Ulcera gastrica aguda (etanol e indometacina) e
cronica (&cido acético). Os parametros do suco gastrico e muco foram avaliados pelo
modelo de ligadura de piloro, e o envolvimento da ag&o gastroprotetora com 0s compostos
sulfidrilicos e 6xido nitrico foram analisados utilizando 0 modelo de etanol. A toxicidade
foi avaliada por meio dos testes de toxicidade aguda e subaguda. Resultados: Dentro dos
parametros analisados, nenhum sinal de toxicidade foi observado. No modelo de etanol foi
observado que o tratamento com todas as doses testadas do ECU (50, 100 e 250 mg/kg)
reduziram significativamente a leséo gastrica com 70,25%, 95,40% e 98,71% de inibicéo
respectivamente, e o lansoprazol (controle positivo) na dose de 30 mg/kg apresentou
82,58% de inibicdo. No modelo de indometacina, as doses do ECU (50, 100 e 250 mg/kg)
e do controle positivo, cimetidina (200 mg/kg), reduziram significantemente a lesao
gastrica, com 54,75%, 82,50%, 64,19% e 91,02% de inibicdo, respectivamente. Os
tratamentos com ECU (100 mg/kg) e cimetidina (200 mg/kg) apresentaram reducao
significante nos parametros ulcerativos induzidos pelo &cido acético, com 81,55% e
72,62% de cura, respectivamente. Com relacdo ao envolvimento do 6xido nitrico, ndo
houve alteracédo da citoprotecéo gerada pelo ECU. No entanto, a atividade antiulcerogénica
do ECU parece envolver os compostos sulfidrilicos, pois houve inibi¢cdo de sua acdo nos
animais que receberam o blogueador de compostos sulfidrilicos. Além disso, o ECU
apresentou acdo sistémica, aumentando a producdo de muco e diminuindo a acidez
gastrica.Conclusdes: Segundo este estudo a casca da C. urucurana € capaz de induzir
atividade de gastroprotecdo, em ratos, sem sinais de toxicidade. Este efeito parece envolver
compostos sulfidrilicos, aumentando 0 muco e reduzindo a acidez gastrica.

Palavras-chaves: ulcera gastrica, cerrado, plantas medicinais, sangra d’agua,
Euphorbiaceae
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Abstract

Ethnopharmacological relevance: The bark of Croton urucurana (Euphorbiaceae) is used
by people to treat gastric ulcer. However, under our knowledge, no study was conducted to
confirm this therapeutic property. Aim of the study: To evaluate the antiulcerogenic effect
of the bark of C. urucurana in models of induced gastric ulcer in rats and its possible toxic
effects. Materials and methods: The actions of prevention and cure of the methanol extract
of C. urucurana (ECU) were evaluated in experimental models of acute gastric ulcer
induction (ethanol and indomethacin) and chronic (acetic acid). The parameters of gastric
juice and mucus were evaluated by the model of pylorus ligature, and the involvement with
the gastroprotective action of sulfhydryl compounds and nitric oxide were analyzed using
the model of ethanol. The toxicity was evaluated by the acute and subacute toxicity tests.
Results: Within the analyzed parameters, no signs of toxicity were observed. In the model
of ethanol it was observed that the treatment with all the tested doses of the ECU (50, 100
and 250 mg/kg) significantly reduced the gastric damage to 70.25%, 95.40% and 98.71%
of inhibition respectively, and lansoprazole (positive control) at a dose of 30 mg/kg
showed 82.58% of inhibition. In the model of indomethacin, the doses of the ECU (50, 100
and 250 mg/kg) and the positive control, cimetidine (200 mg/kg) significantly reduced the
gastric damage, with 54,75% 82,50% 64,19% and 91,02% of inhibition, respectively. The
treatments with ECU (100 mg/kg) and cimetidine (200 mg/kg) presented a significant
reduction in ulcerative parameters induced by acetic acid, with 81,55% and 72,62% cure,
respectively. In regard to the involvement of nitric oxide, there wasn’t change of the
cytoprotection generated by the ECU. However, the antiulcerogenic activity of the ECU
seems to involve sulfhydryl compounds, because there was inhibition of its action in
animals receiving the blockier of sulfhydryl compounds. In addition, the ECU had
systemic action, increasing the production of mucus and decreasing the gastric acidity.
Conclusions: According to this study the shell of C. urucurana is capable to induce the
gastroprotection activity, in rats, with no signs of toxicity. This effect seems to involve
sulfhydryl compounds, increasing the mucus and reducing gastric acidity.

Keywords: gastric ulcer, Savannah, medicinal plants, sangra d’agua, Euphorbiaceae
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1. INTRODUCAO

A Ulcera péptica € uma doenca em evidéncia no mundo (Falcdo et al., 2008),
considerada por alguns autores como um mal do século XXI (Hiruma-Lima et al., 2006).
Apresenta prevaléncia na populacdo mundial de 10%, sendo a incidéncia anual de 0,3%
(Rodriguez-Hernandez et al., 2001).

Esta enfermidade corresponde a degradacdo do tecido do trato gastrointestinal
decorrente de um desequilibrio entre 0 mecanismo de defesa da mucosa (secrecdo de
muco, producdo de bicarbonato, sintese de prostaglandina, colecistoquinina, somatostatina,
regeneracdo celular e microcirculagcdo do tecido) e da exposicdo a agentes agressores
(acido gastrico, sais biliares, motilidade anormal, pepsina) (Adeyemi et al., 2005), habitos
dietéticos inadequados, consumo exagerado de alcool, fumo, uso prolongado de drogas
antiinflamatdrias ndo esteroidais, estresse, infeccdo por Helicobacter pylori, herpes
simples, além de outros fatores de origem genética, que podem provocar inflamagédo da
mucosa gastrica (Falcéo et al., 2008).

O tratamento medicamentoso desta doenca, na pratica clinica, consiste na
administracdo de antiacidos, inibidores de bomba de protons, anticolinérgicos e
antagonistas de receptores para histamina (Coelho et al., 2009). Estes tratamentos
apresentam diversos efeitos colaterais indesejaveis, tais como trombocitopenia, nefrite
intersticial aguda, nefrotoxicidade e hepatotoxicidade, reacfes anafilaticas, ginecomastia e
impoténcia sexual (Donatini et al., 2009). Além destes efeitos colaterais, estes farmacos,
no Brasil, apresentam um custo elevado, tornando restrito o uso pela populagdo com menor
poder aquisitivo (Hiruma-Lima et al., 2006).

Os efeitos colaterais, assim como o0 alto custo da terapéutica da Ulcera péptica,
contribuem a procura da populacdo por tratamentos alternativos, como o uso da medicina
popular por meio das plantas medicinais, ja que em paises em desenvolvimento, como o
Brasil, cerca de 65-80% da populacdo depende exclusivamente das plantas medicinais na
atencdo basica da satude (WHO, 1999).

Dentre as plantas medicinais utilizadas pela populacdo no tratamento da Ulcera
gastrica encontra-se a “sangra d’agua”, de nomenclatura cientifica Croton urucurana
Baillon (Alves et al., 2008), arvore nativa da regido do cerrado, caracteristica de matas



ciliares ou varzeas (Luchi, 2004), a qual é utilizada na forma de cha da casca para
obter beneficio no alivio e/ou tratamento de gastrites, Glceras e também dores nas costas
(Alves et al., 2008), devido as propriedades antiinflamatorias, cicatrizantes e analgésica
que a medicina popular atribui a ela (Peres et al., 1998).

A atividade antiulcerogénica da casca da C. urucurana nao foi descrita na
literatura cientifica até o momento, no entanto a sua ac¢do antimicrobiana (Oliveira et al.,
2008), antidiarréica (Gurgel et al., 2001) e cicatrizante (Esmeraldino et al., 2005) foram
demonstradas em alguns estudos cientificos.

Porém, a atividade antiulcerogénica de outra planta da mesma espécie e género
(Croton cajucara Benth) da C. urucurana foi evidenciada (Hiruma-Lima, 2000) e a mesma
ja se encontra disponivel a comercializagdo em farméacias de manipulacdo, por meio de
capsulas do pd da casca do caule (Maciel et al., 2002). Dentre os constituintes isolados da
casca da C. cajucara, destaca-se 0 trans-desidrocrotonina como constituinte majoritario,
com teor de 1,4%. No entanto, foi o 19-nor-clerodano trans-desicrotonina que mostrou
correlacdo com grande parte das propriedades terapéuticas da planta, dentre elas a
antiulcerogénica (Maciel et al., 2000).

Para avaliar o possivel efeito antiulcerogénico (curativo e preventivo) de extratos
de plantas e compostos puros com potencial terapéutico, foram desenvolvidos multiplos
modelos experimentais de Ulcera gastrica, os quais, podem ser conduzidos de diferentes
formas, utilizando diversos agentes indutores, dentre eles o etanol e a indometacina para
modelo de ulcera aguda (Rodrigues et al., 2008), e 0 &cido acético para o modelo de ulcera
crénica (Okabe e Amagase, 2005).

Considerando tais evidéncias, torna-se interessante investigar se a casca da C.
urucurana apresenta efeito protetor e/ou curativo no tratamento de Ulcera gastrica por meio
de modelos experimentais em animais. E com isso, contribuir como subsidio para
pesquisas com o objetivo de desenvolver terapias alternativas mais acessiveis a populacéo,
eficazes no tratamento, com baixa toxicidade e também com menores indices de reacGes
adversas, valorizando plantas que possuem grande disponibilidade no Brasil, como é o

caso da C. urucurana planta nativa do cerrado.



2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. Anatomia Funcional do Estbmago

O trato gastrointestinal € composto pelo trato digestivo (cavidade oral, eséfago,
estdmago, intestinos delgado e grosso) e glandulas anexas (glandulas salivares, figado e
pancreas), ou seja, um conjunto diversificado de 6rgaos, os quais sdo responsaveis pela
digestdo das substancias alimentares advindas da nutricdo extracorpérea e absorcdo das
moléculas de nutrientes para corrente sanguinea, além de servir como uma barreira de
protecdo a agentes nocivos entre 0 meio externo e interno (Howard, 2004; Merchant, 2007;
Junqueira e Carneiro, 2008).

Dentre os 6rgéos constituintes do trato gastrointestinal, destaca-se o estbmago, um
Orgao sacular com volume variavel, em torno de 1200 mL a 1500 mL, podendo apresentar
uma capacidade superior a 3000 mL (Cotran et al., 2000). Tal 6rgéo apresenta a fungéo de
armazenar o alimento, iniciar a digestdo de proteinas, eliminar as bactérias pela acdo da
acidez do suco gastrico e mover o alimento, ja em forma pastosa (quimo), para o intestino
delgado (Toso e Skilar, 2000; Wolfe e Sachs, 2000; Fox, 2007).

Anatomicamente, o estdbmago pode ser dividido em cinco regides: cardia, fundo,
corpo, antro e esfincter pilorico (Figura 1). A cardia corresponde a parte mais estreita do
Orgao, préxima ao esdfago. O fundo localiza-se a esquerda do esdfago e apresenta a forma
de cupula que se estende na parte superior lateral a juncdo gastroesofagica. O corpo
abrange a maior regido anatbmica, que segue até a incisura angular, onde inicia o antro, o

qual é separado do duodeno pelo esfincter pgzlagﬂr;ico (Cotran et al., 2000; Fox, 2007).
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Figura 1 - Representacdo das cinco regides anatdmicas aﬂ(u)wégtﬁmago (Fox, 2007).



A parede do estbmago é formada por quatro camadas ou tdnicas basicas que sdo
comuns ao trato gastrointestinal (Figura 2): mucosa, reveste o0 6rgdo com uma camada de
células epiteliais, uma de lamina prépria, que é composta por tecido conjuntivo frouxo, no
qual as células epiteliais estdo fixadas, e uma delgada camada de musculo liso,
denominada muscular da mucosa; submucosa, espessa camada de tecido conjuntivo ou
fibroso localizado sob a mucosa, que contém vasos sanguineos, linfaticos, e em algumas
regides contém glandulas e plexos nervosos (0 plexo mucoso ou plexo de Meissner, o qual
confere o suprimento autdnomo a muscular da mucosa); muscular externa, compreende a
uma dupla camada de fibras musculares lisas (involuntérias), responsaveis pelos
movimentos peristalticos, que conduzem o alimento ao longo do trato gastrointestinal
misturando-o com as enzimas digestivas. Entre suas duas camadas existe o plexo
mioentérico (plexo de Auerbach), que prové o principal suprimento nervoso do trato
gastrointestinal; serosa, camada mais externa constituida por tecido conjuntivo recoberto
por uma camada de tecido epitelial, a qual tem a funcdo de protecdo (Spence, 1991,
Silverthorn, 2003; Fox, 2007).
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Figura 2 - Representacdo esquematica das camadas do estdmago (Silverthorn, 2010).

Na mucosa, o estbmago possui longas dobras denominadas fossetas, e a abertura
delas no lamen gastrico correspondem as fossetas gastricas. As células que revestem
fossetas da mucosa secretam varias substancias, as quais formam as glandulas gastricas
exocrinas, que, conforme Fox (2007), constituem-se de diversos tipos celulares:

a) Células caliciformes: secretoras de muco;

b) Células parietais: secretoras de &cido cloridrico, bicarbonato e fator intrinseco;



c) Células principais ou zimogeénicas: secretoras de pepsinogénio, uma forma
inativa da enzima pepsina e lipase;

d) Células semelhante as enterocromafins, situadas no estdbmago e também no
intestino que secretam histamina e serotonina como reguladores paracrinos do
trato gastrointestinal;

e) Células G: secretoras do hormonio gastrina para corrente sanguinea;

f) Células D: secretoras do horménio somatostatina.

As células parietais presentes na mucosa gastrica, secretam um polipeptidio
denominado fator intrinseco, necessario para a absorcdo de vitamina Biz no intestino
(Merchant, 2007). As secrecbes exocrinas das células gastricas, juntamente com uma
grande quantidade de &gua (2 a 4 L/dia), formam o suco gastrico, solu¢do extremamente
acida (Fox, 2007).

2.2. Secrecdo Gastrica

O estdmago secreta aproximadamente 2,5 L de suco gastrico todos os dias, sendo
a principal secrecdo exocrina, o pepsinogénio (Rang et al., 2004). O muco € secretado por
células caliciformes situadas entre as celulas superficiais por toda a mucosa gastrica
(Silverthorn, 2003). Ja os ions de bicarbonato apos secretados sdo aprisionados no muco,
permitindo um gradiente de pH de 6-7 na superficie mucosa, sendo que na luz estomacal o
pH é em torno de 1-2 (Rang et al., 2004).

Ambos, muco e bicarbonato, formam uma camada semelhante a um gel, a qual
protege a mucosa contra a acdo digestiva do proprio suco gastrico (Laine et al., 2008).
Agentes agressores, tais como alcool e bile podem destruir tal camada, ja as
prostaglandinas produzidas localmente estimulam a secrecdo de muco e bicarbonato (Rang
et al., 2004).

A regulacdo da secrecdo acida pelas células parietais apresenta papel relevante na
formacdo da Ulcera péptica, sendo considerado um alvo especifico para a acdo de farmacos
(Wolfe e Sachs, 2000; Yuan et al., 2006).

As células parietais secretam H™ para o interior do limen gastrico, por transporte
ativo envolvendo transportadores que atuam como uma ATPase e geram um pH abaixo de
1,0 (até 0,8). Tais transportadores sio conhecidos como bombas de ATPase de H'/K", e

transportam H* contra o gradiente de concentracio para o interior do Iimen gastrico



enguanto transportam K" na direcdo oposta. Simultaneamente, a membrana basolateral da
celula parietal carrega o CI" contra seu gradiente eletroquimico, ativado pelo movimento
descendente do HCO7. O bicarbonato é produzido na célula parietal pela dissociacdo do
acido carb6nico, produzido a partir do gas carbdnico e da agua pela reacéo catalisada pela
enzima anidrase carbbnica. Por isso, a célula parietal pode secretar CI° por difusdo
facilitada, assim como H" para o interior do suco gastrico, enquanto secreta bicarbonato

para a corrente sanguinea (Figura 3) (Fox, 2007).
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Figura 3 - Secrecdo de acido gastrico pelas células parietais. A presenca de aminoacidos no limen gastrico
estimula a secrecdo de gastrina, a qual também € estimulada pela atividade do nervo vago. Esta gastrina atua
como um hormdnio estimulando a liberagdo de histamina das células semelhantes as enterocromafins. A
histamina atua como um regulador paracrino estimulando as células parietais a secretarem HCL (+:

estimulacdo; -: inibi¢do) (Fox, 2007).

Os estimulos que atuam na secrecdo de acido cloridrico sdo divididos em fases:
fase cefalica, a qual é iniciada pela visdo, cheiro, paladar, mastigacdo e degluticdo do
alimento, sendo mediada pela atividade vagal, fase géstrica, que envolve estimulo

mecanico de receptores pela digestdo gastrica, mediado por impulsos vagais e pela



liberacdo da gastrina, a qual também é induzida por aminoacidos e peptidios luminais; fase
intestinal, que se inicia apo6s a chegada do alimento contendo proteinas digeridas no
intestino delgado, e envolve um peptideo distinto da gastrina (Cotran et al., 2000).

Todos estes estimulos convergem na célula parietal, ja que os nervos aferentes
vagais cefalicos e gastricos estimulam diretamente a célula parietal por meio de receptores
colinérgicos muscarinicos para acetilcolina e, a gastrina provavelmente ativa um receptor
especifico também presente na célula parietal (Schubert e Peura, 2008). Além disso, junto
com a gastrina, a acetilcolina induz a liberacdo de histamina pelas células semelhantes as
enterocromafins, estimulando assim o receptor histaminico tipo 2 nas células parietais
(Schubert e Peura, 2008).

Logo, a gastrina (hormdnio), acetilcolina (neurotransmissor) e a histamina
(peptideo parécrino) atuam diretamente na célula parietal. A gastrina corresponde a um
horménio peptidico, que tem por funcdo principal estimular a secrecdo de acido pelas
células parietais e, além disso, aumenta indiretamente a secrecdo de pepsinogénio, estimula
o fluxo sanguineo e a motilidade gastrica (Schubert e Peura, 2008), sendo sua producéo
inibida quando o pH encontra-se igual ou inferior a 2,5 (Rang et al., 2004). Ja a
acetilcolina, estimula todos os tipos de células secretoras das glandulas gastricas, incluindo
a secrecdo de pepsinogénio pelas células principais, de acido cloridrico pelas células
parietais e muco pelas células da mucosa. No entanto, € a histamina o principal mediador
fisiologico na secrecdo de acido cloridrico (Silverthorn, 2003).

A acdo destes trés secretagogos sobre a célula parietal ainda nao esta totalmente
elucidada, mas sabe-se que dois estimulantes detém acdo de potenciacdo quando o efeito
da sua administracdo simultanea excede a soma das respostas individuais, por exemplo, no
estdbmago, a histamina potencializa os efeitos da gastrina e da acetilcolina nas células
parietais (Rang et al., 2004).

Com relacdo ao mecanismo de acdo destes secretagogos sobre a célula parietal
existem duas teorias. A primeira compreende a hipotese da célula Unica, na qual a célula
parietal possui receptores H, para histamina, receptores M muscarinicos para acetilcolina
e receptores de gastrina. A estimulacdo dos receptores H, aumentam a adenosina
monofosfato ciclica, enquanto a estimulacdo de gastrina e dos receptores M3 acoplados a
proteina G que induzem a ativacdo da fosfolipase C com a geracdo de IP3 e liberacdo de
calcio intracelular. Esses mensageiros atuariam diretamente na célula parietal, de modo

sinérgico, produzindo a secrecdo acida. J& com relacdo a segunda teoria, de duas células, a



gastrina e a acetilcolina atuam apenas por meio da liberacdo da histamina, ou parcialmente
ao liberar histamina, e em parte, ao exercer acao direta sobre seus respectivos receptores na
célula parietal (Rang et al., 2004).

Além disso, ressalta-se a complexidade da secrecdo gastrica, ja que esta depende
de mecanismos neurais, hormonais, pardcrinos e autocrinos tanto em nivel central quanto
periférico (Silverthorn, 2003).

2.3. Fatores Protetores da Mucosa Gastrica

A mucosa gastrica preserva sua integridade estrutural e funcional apesar da
continua exposi¢do a fatores nocivos, incluindo o acido cloridrico e a pepsina, 0s quais sao
capazes de digerir o tecido gastrico. No entanto, gracas aos mecanismos de defesa, tal
digest@o ndo acontece (Laine et al., 2008).

Este mecanismo € mantido pelos fatores ditos pré-epiteliais como o muco,
bicarbonato e fosfolipideos; uma superficie das células epiteliais justapostas que secretam
muco, produzem bicarbonato, peptideos, prostaglandinas e heat shock proteins; renovacao
celular continua realizada pela proliferacdo de células progenitoras (reguladas por fatores
de crescimento e prostaglandinas E;); fluxo sanguineo continuo devido aos microvasos da
mucosa; uma barreira endotelial com inervacéo sensitiva; 6xido nitrico (Laine et al., 2008),
assim como de compostos sulfidrilicos (Takase et al., 1991; Ueshima et al., 1992; Kato et
al., 2009).

2.3.1. Muco e Bicarbonato

A Dbarreira pré-epitelial é constituida pelo muco, bicarbonato e fosfolipideos
surfactantes que cobrem a superficie da mucosa. Esta camada retém bicarbonato secretado
pelas células epiteliais para manter o pH neutro na superficie epitelial e impedir a
penetracdo de pepsina e a digestdo proteolitica do epitélio de superficie (Atuma et al.,
2001; Allen e Flemstrom, 2005).

O muco é um importante fator protetor a mucosa gastrica e consiste em um gel
transparente, viscoso, elastico e aderente, constituido por 95% de agua e 5% de
glicoproteinas que cobre toda a mucosa gastrointestinal (Repetto e Llesuy, 2002; Laine et

al., 2008). Vale ressaltar que a propriedade protetora do muco depende ndo somente da



estrutura do gel, mas também da espessura e da aderéncia da camada na superficie da
mucosa (Atuma et al., 2001).

Com relacéo ao bicarbonato, sua producdo na camada aderente ao muco cria um
gradiente de pH quase neutro na superficie epitelial do estdmago, proporcionando a
primeira linha de defesa da mucosa contra o acido luminal. A funcdo primaria da secrecéao
de bicarbonato da mucosa é impedir a difusdo do &cido na camada de gel de muco e ser
quantitativamente suficientes para manter um pH neutro entre a superficie da mucosa e o
muco. Evidéncias sugerem que em condicGes fisiologicas normais, a barreira de
bicarbonato junto ao muco € suficiente para a prote¢do da mucosa géastrica contra o acido e

pepsina, apresentando também protecdo ao duodeno (Allen e Flemstrom, 2005).

2.3.2. Prostaglandinas

As prostaglandinas (PGs) s@o um grupo de acidos graxos de 20 carbonos ligados a
atomos de oxigénio que estdo presentes em muitas células dos tecidos dos mamiferos.
Vaérias PGs foram identificadas, no entanto, centenas foram sintetizadas como analogas ou
derivadas das naturais. Embora sua maior concentracdo seja no liquido seminal, a mucosa
gastrointestinal contém quantidades relativamente grandes de PGs, sendo que no tecido
gastrico destacam-se as prostaciclinas (PGl,) e a prostaglandinas E, (PGE;) (Robert,
1979).

Quase todos os mecanismos de defesa da mucosa sao estimulados e/ou facilitados
pelas PGs, ja que estas inibem a secrecdo acida, estimulam a producdo de muco,
bicarbonato, a secrecdo de fosfolipideos, aumentam o fluxo sanguineo, a restituicdo

epitelial e a cicatrizacdo da mucosa (Laine et al., 2008).

2.3.3. Fluxo Sanguineo

Subjacente a superficie do epitélio do estbmago ha uma densa rede de capilares, a
qual além de fornecer nutrientes e oxigénio para o epitélio, também remove, dilui e
neutraliza substancias toxicas que sdo difundidas na mucosa do limen. Quando o epitélio
apresenta-se lesionado, o fluxo sanguineo desempenha papel fundamental na criacdo de um
microambiente no local propicio para o reparo, ou seja, a microcirculacdo age como fator

de protecdo subepitelial da mucosa (Wallace e Granger, 1996). Ressalta-se que sua
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reducdo esta relacionada com as lesdes na mucosa gastrica causadas por estresse, etanol e
antiinflamatdrios ndo esteroidais (Kawano e Tsuji, 2000).

O fluxo sanguineo é controlado pelo sistema nervoso e por diversos mediadores
inflamatorios, tais como o 6xido nitrico, bradicinina e prostaglandinas. A difusdo de acidos
ou toxinas é resultante do aumento do fluxo sanguineo da mucosa mediada pelos neur6énios
sensoriais aferentes que sdo fundamentais para limitar os danos e facilitar a reparagéo
tecidual. O sangue dilui e/ou neutraliza o &cido ou toxina para impedir que tais substancias
se acumulem na mucosa em concentragdes citotoxicas (Wallace e Ma, 2001).

Devido a microcirculacdo sanguinea, a mucosa gastrica pode ficar exposta a altas
concentracdes de &cido sem ocorrer lesdo epitelial significante (Laine et al., 2008). Em
parte, a protecdo deve-se a rapida resposta da musculatura vascular em detectar a presenca
de acido na mucosa superficial, de tal forma que é possivel diluir e remové-lo. Isso
acontece gracas ao reflexo dos neurdnios aferentes, os quais detectam a presenca de &cido,
que respondem por meio da liberacdo, nas arteriolas da submucosa, do vasodilatador
peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP), que promove o relaxamento do
musculo liso ao redor das arteriolas, resultando no aumento do fluxo sanguineo (Wallace e
Ma, 2001).

O efeito relaxante do peptideo relacionado ao gene da calcitonina sobre o
musculo vascular é, em grande parte, mediado via Oxido nitrico, mas existem também
evidéncias do envolvimento de prostaglandinas. A interrupc¢do desta resposta com o uso de
antagonistas de peptideo relacionado ao gene da calcitonina, antiinflamatérios nao
esteroidais, inibidores de Oxido nitrico, ou devido a distdrbios dos neurdnios aferentes,

torna a mucosa susceptivel a les6es gastricas (Wallace, 2008).

2.3.4. Oxido Nitrico

O oxido nitrico contribui na manutencdo da integridade da mucosa por estar
envolvido na regulacdo do fluxo sanguineo, da secrecdo gastrica, e por contribuir na
sintese de prostaglandinas (Wallace e Ma, 2001; Wallace, 2008). O seu papel endégeno
estd associado com as prostaciclinas, ambos, mantem a viabilidade endotelial e previnem a
aderéncia plaguetaria de leucocitos nas células endoteliais de microvasos (Matsuda et al.,
1999).
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A producéo de 6xido nitrico € realizada a partir de trés isoenzimas, classificadas
em Oxido nitrico sintetase neural (nNOS/NOS1), endotelial (eNOS/NOS3) e induzivel
(INOS/NOS2). As duas primeiras sdo expressas em varias células sob condi¢des normais e
sdo denominadas de 6xido nitrico sintetase constitutivas (cNOS), enquanto iNOS nédo é
expressa constitutivamente, mas sim induzida por varios fatores, tais como pelas citocinas
e lipopolissacarideos. No trato gastrointestinal, o 6xido nitrico é sintetizado pelas cNOS
(Kato et al., 2009; Seo et al., 2009).

Estudos demonstram que o pré-tratamento com L-NAME (Nw-nitro-L-arginina
metil-éster), um inibidor de 6xido nitrico sintetase, acentua as lesGes gastricas induzidas
por etanol (Matsuda et al., 1999), pois a inibicdo pode resultar em distirbios de motilidade
gastrintestinal, no fluxo de sangue, na secrecdo gastrica, entre outros disturbios (Wallace e
Ma, 2001).

2.3.5. Compostos Sulfidrilicos

Os compostos sulfidrilicos, principalmente os existentes na glutationa intracelular,
sdo reconhecidos por participarem da regulacdo fisiologica de diversas fungdes no
organismo (Kato et al., 2009). Varios relatos demonstram o papel protetor dos compostos
sulfidrilicos, incluindo os sulfetos de hidrogénio, no estdmago contra varios agentes
ulcerogénicos (etanol e antiinflamatorios ndo esteroidais) (Takase et al., 1991; Ueshima et
al., 1992). Também foi relatado que a glutationa reage com o 6xido nitrico para gerar
potenciais doadores de O0xido nitrico, tais como S-nitroglutationa, que apresentam efeitos
fisiologicos e de protecdo semelhantes ao do éxido nitrico tanto no sistema cardiovascular
guanto no sistema gastrointestinal (Kato et al., 2009).

Tais compostos sulfidrilicos desempenham um importante papel na citoprotecéo
da mucosa gastrica (Okabe, 1986), pois no processo inflamatdrio espécies reativas de
oxigénio sdo liberadas, as quais iniciam uma reacao de peroxidacdo lipidica e morte celular
(Repetto e Llesuy, 2002), e os compostos sulfidrilicos atuam na prote¢do da mucosa por se
ligarem a estes radicais livres, evitando assim a morte celular, e consequentemente a lesdo

gastrica (Ueshima et al., 1992).
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Eles fazem parte das pontes de dissulfeto, as quais sdo importantes na manutencéo
do muco gastrintestinal, ja que as subunidades de glicoproteinas sdo unidas por elas, sendo
responsaveis também por conferir a caracteristica hidrossolivel do muco (Salim, 1992).

Vale ressaltar que o pré-tratamento com bloqueadores de grupamentos
sulfidrilicos, como N-ethylmaleimide (NEM), em modelos animais de inducéo de Ulcera
gastrica, potencializa significativamente a formacao das lesdes gastricas. Em contrapartida,
0 aumento dos mesmos promovem a gastroprotecdo (Okabe et al., 1986).

2.4. Fisiopatologia da Ulcera Gastrica

A JUlcera péptica abrange tanto as Ulceras gastricas quanto as duodenais
(Malfertheiner et al., 2009), e ambas compreendem a perda circunscrita do tecido que
acomete porcoes do trato digestorio expostas a secrecao cloridopéptica. As Ulceras pépticas
podem se desencadear no terco inferior do es6fago, estobmago, duodeno proximal e
diverticulo de Meckel com mucosa gastrica ectopica (Carvalho, 2000).

A sua patogénese € complexa e multifatorial, e tem sido estudada por varias
décadas, e apesar da evolucdo do conhecimento da uUlcera péptica, a mesma ainda ndo se
apresenta totalmente elucidada com explicagdes acerca do mecanismo que desencadeia 0
desequilibrio entre os fatores protetores e agressivos da mucosa (Malfertheiner et al., 2009;
Moraes et al., 2009).

Vale ressaltar que a etiologia da hipersecrecao gastrica associada com gastrinoma
da sindrome de Zollinger-Ellison, hiperplasia das células G do antro do estbmago, aumento
da massa das células parietais, desequilibrio entre hormdnios antagonistas gastricos,
gastrina e somatostatina, é ainda uma importante questao referente a doenca péptica (Yuan
et al., 2006).

Com relacdo a Ulcera gastrica, a lesdo da mucosa acontece a partir do
desequilibrio entre os fatores protetores e agressores, que propiciam a perda da protecao da
mucosa, devido a deficiéncia das secrecdes de bicarbonato e muco, e ainda dificuldade na
re-epitelizacdo do tecido. Com isso, a mucosa gastrica fica permeavel ao acido,
favorecendo sua destruicdo (Malfertheiner et al., 2009).

O contato do acido com os mastécitos da submucosa e da lamina propria ativa a
desgranulacdo dos mesmos e a liberacdo de histamina. Esta estimula a secre¢do da célula

parietal de &cido cloridrico, além de produzir inflamacéo e edema agudo no local. O 4cido
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também é capaz de lesionar os vasos sanguineos e estimular os nervos da parede géstrica

provocando contracBes exacerbadas, favorecendo a Ulcera géstrica (Rodrigues et al., 2008)

2.5. Modelos de Inducéo da Ulcera Gastrica em Animais

2.5.1 Mecanismo de Ulcera Gastrica Induzida por Etanol

A administragdo aguda de etanol em ratos, proporciona lesdes na mucosa do
estdmago similares ao que ocorre na Ulcera gastrica em humanos (Bilici et al., 2002;
Repetto e Llesuy, 2002). Tal procedimento pode ser realizado por meio de simples
administragdo intragéstrica de etanol em diferentes concentragdes (50 a 100%) (Glavin e
Szabo, 1992).

O alcool rapidamente penetra a mucosa gastroduodenal, e desencadeia um
aumento subsequente da permeabilidade da mucosa junto com a liberacdo de produtos
vasoativos dos macrdfagos e outras células, os quais podem promover a injuria vascular,
necrose e, consequentemente, a formacgédo da ulcera (Bilici et al., 2002). Além disso, tal
processo lesivo, induzido tanto pela toxicidade cronica e aguda do etanol, também pode
estar associado a geracao de espécies reativas toxicas que desencadeiam um desequilibrio
no processo celular, como a peroxidacéo lipidica (Glavin e Szabo, 1992).

O processo de peroxidacdo lipidica ¢ mediado pela interacdo dos radicais
hidroxilas com a membrana das células, que produzem radicais livres, tais como os dienos
conjugados e peroxidos lipidicos, que sdo conhecidos por serem produtos altamente
reativos e que causam dano oxidativo. Este processo de peroxidacdo é ativado pelo etanol,
pois ele aumenta a producdo do anio superoxido, radical hidroxila, lesionando assim a
mucosa gastrica (Repetto e Llesuy, 2002).

Além disso, a exposicdo da mucosa gastrica ao etanol induz o estresse oxidativo
também pelo fato do mesmo diminuir a liberacdo de 6xido nitrico, e consequentemente
aumentar a expressao de radicais livres, ja que o éxido nitrico é responsavel por controla-
los (Repetto e Llesuy, 2002). O 6xido nitrico também apresenta papel vasodilatador, cuja
funcdo é melhorar a circulacdo sanguinea da area afetada, sendo que o etanol, ao diminuir
a producdo do Oxido nitrico, provoca prejuizo na vascularizacdo, desencadeando lesdo na

mucosa gastrica (Glavin e Szabo, 1992).
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Outro mecanismo pelo qual o tratamento agudo com etanol gera estresse
oxidativo equivale ao aumento da atividade da enzima xantina oxidase, que converte o
aldeido em acetato, com a producao de radicais livres (Shaw et al., 1990), e também por
reduzir os niveis de glutationa nas células da mucosa gastrica (Loguercio et al., 1993).

Cabe destacar que quando o sistema de defesa antioxidante apresenta-se
insuficiente, os radicais livres se acumulam, causando injdria nas membranas celulares,
danos oxidativos e até a morte celular (Repetto e Llesuy, 2002).

Além disso, a hipdtese do mecanismo de vasoconstricdo nas veias e artérias da
mucosa gastrica podem desencadear congestao, inflamacéo e injdria do tecido. Sendo que a
lesdo consequente do etanol depende da dose e pode ser prevenida pela producdo de
prostaglandina, a qual inibe a motilidade gastrica e aumenta a secre¢do de muco (Repetto e
Llesuy, 2002).

Sabe-se que as lesdes da mucosa gastrica provocadas pelo etanol ndo séo inibidas
por agentes anti-secretores do tipo antagonista do receptor H,, como a cimetidina, mas sim
por realcadores dos fatores defensivos da mucosa (Morimoto et al., 1991). Dentre eles,
destacam-se os inibidores de bomba de prétons (H'/K* ATPase), os quais inibem a
secrecdo acida por se ligarem aos residuos do aminoacido cisteina (fator determinante para
desencadear o processo) em uma subunidade da bomba de protons (Padilla e Noriega,
2001).

A exemplo destes inibidores, destaca-se o lansoprazol, farmaco amplamente
utilizado no tratamento de Ulceras pépticas (Padilla e Noriega, 2001; Miner et al., 2003;
Sener et al., 2004), que tem demonstrado eficiéncia na cura/tratamento da lesdo gastrica
provocada pelo etanol, tanto nos seres humanos, como nos animais. Estudos associam esta
propriedade a atividade antisecretora de acido desencadeada pela inibicdo da bomba de
protons e também pela possivel acdo antioxidante do mesmo (Sener et al., 2004), tornando-
se assim, relevante o uso desta droga no tratamento dos animais com a Ulcera gastrica

induzida pelo etanol.
2.5.2. Mecanismo de Ulcera Gastrica Induzida por AINEs
Os antinflamatérios ndo esteroidais (AINES) correspondem aos agentes

farmacoldgicos mais utilizados na pratica clinica, devido ao seu amplo espectro de

indicacBes terapéuticas, tais como analgesia, antiinflamacdo, profilaxia contra doencas
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cardiovasculares, importante analgésico pds-operatério, desempenhando grande eficacia
(Kummer e Coelho, 2002). No entanto, as lesbes agudas gastrointestinais sdo os efeitos
colaterais mais graves e frequentes dos AINES, o que 0s tornam responsaveis pela causa
mais comum do desenvolvimento de Ulceras gastroduodenais nos paises ocidentais (Glavin
e Szabo, 1992; Yuan et al., 2006) e no mundo (Chan e Sung, 2001).

Em torno de 15 a 30% dos usudrios regulares de AINEs tem uma ou mais Ulceras
quando examinados endoscopicamente, e 3 a 4% destes usuarios tem eventos
gastrointestinais expressivos, incluindo Ulcera e suas complicaces (Yuan et al., 2006).
Kummer e Coelho (2002) complementam que o risco de ulceracdo e perfuragdo nestes
pacientes é de 3 a 4 vezes maior do que nos individuos que ndo utilizam os AINEs.
enzima ciclooxigenase (COX), a qual se diferencia em pelo menos duas isoformas (COX-1
e COX-2) e detém diferencas na sua regulacéo e expressdo. Vale ressaltar que a atividade
de ambas ¢ inibida por todos os AINEs, porém em niveis variaveis (Monteiro et al., 2008).

A COX-1, designada como constitutiva, contribui na integridade da mucosa
gastroduodenal, homeostase vascular, agregacdo plaquetaria e modulacdo do fluxo
plasmatico renal. JA a COX-2, corresponde a enzima indutivel, com relevancia na
modulacdo do fluxo sanguineo glomerular e balanco hidroeletrolitico. Sua expressao na
maioria dos tecidos € indetectavel, no entanto, no processo inflamatério esta se encontra
aumentada, e ainda, a presenca de glicocorticdides inibe a COX-2, o que pode explicar
seus efeitos antiinflamatorios (Watts, 2008).

Dentre estas duas isoformas, o mecanismo sistémico de inibicdo da COX-1 na
mucosa gastrointestinal pelos AINEs independe do método de administragéo, ou seja, tanto
a administracdo intramuscular ou intravenosa desencadeiam Ulceras gastricas ou duodenais
(Monteiro et al., 2008).

A COX-1 ¢ responsavel pela producdo das prostaglandinas citoprotetoras, as quais
apresentam a funcdo de manter a integridade da mucosa, pois agem inibindo a secrecao
acida do estdbmago, além de aumentar a secrecdo de bicarbonato e melhorar a
microcirculacdo da mucosa (Kummer e Coelho, 2002). Tais prostaglandinas sdo formadas,
sob o comando da COX-1, a partir da conversdo do acido aracdénico. Com isso, a inibi¢ao
da conversdo do acido aracdénico impede tanto a formacdo das prostaglandinas como

também dos tromboxanos 0 que compromete a agregacdo plaquetéria, e, por conseguinte,
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favorece o desenvolvimento de sangramento gastrico (Yuan et al., 2006; Monteiro et al.,
2008).

Dentre os AINEs existentes no mercado, o sulindac, o meclofenamato sddico e a
indometacina, apresentam acentuada recirculacdo entero-hepatica, o que aumenta 0s
efeitos tdxicos destes farmacos (Monteiro et al., 2008). Com relagdo a indometacina,
segundo Glavin e Szabo (1992), a administracdo deste AINESs representa um modelo muito
simples e eficaz para o estudo de gastropatia induzida em animais, pois ela atua inibindo a
sintese de prostaglandinas e, consequentemente, diminuindo 0s mecanismos de
citoprotecdo da mucosa gastrica mediadas por estas substancias (Evans, 1996).

Neste mecanismo de inducdo de Ulcera, o tratamento com bloqueadores de
histamina é eficaz, pois 0s mesmos competem com os receptores de histamina das células
parietais produtoras de acido, tornando-as menos responsivas a estimulacdo histaminica,
ocorrendo 0 mesmo com relagdo a estimulacdo pela acetilcolina e gastrina, mas com
interacdes pro-receptoras (Giglio et al., 1993).

Os bloqueadores de histamina cimetidina e a ranitidina, tornaram-se drogas
populares no tratamento de Ulcera péptica, apos sua introducdo no mercado na década de
70 por James Black (Glavin e Szabo, 1992), o que proporcionou durante a decada de 80
uma reducdo de 85% nas cirurgias eletivas de Ulcera péptica, devido aos blogueadores
(Yuan et al., 2006).

Em um estudo clinico realizado por Lancaster-Smith et al. (1991), estes
antagonistas histaminicos proporcionaram a cura de Ulceras pépticas ndo complicadas
desencadeadas pelos AINEs, em mais de 90% dos participantes do estudo com tratamento

de oito semanas, demonstrando a sua eficacia no tratamento.

2.5.3. Mecanismo de Inducéo de Ulcera Gastrica por Acido Acético

Este modelo foi assumido como sendo um dos Unicos modelos para averiguar o
processo de cicatrizacdo da Ulcera gastrica, o qual é muito semelhante a doenca humana,
nas caracteristicas patologicas (por necrosar a mucosa gastrica) e nos mecanismos de cura
(Takagi et al., 1969).

Tal procedimento para a inducdo de ulcera por &cido acético é relativamente

simples, com incidéncia de 100% quando o procedimento é efetivo. Este método requer a
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realizacdo de uma laparotomia nos animais anestesiados, seguida pela injecdo do acido
acético na camada submucosa do estdmago. Em torno da borda da Ulcera sdo observados
exsudados de leucdcitos, edema e infiltragdo celular. A Glcera produzida se propaga por
uma area relativamente grande que ndo cicatriza com o tempo, podendo persistir por mais
de 250 dias sem intervencdo, sendo que estudos demonstraram que 1,5 ano apds o

procedimento, a Ulcera persiste com prevaléncia de 50% (Okabe e Amagase, 2005).

2.6. Tratamento Medicamentoso

Por mais de séculos, a Ulcera péptica foi tratada com intervencdes cirurgicas,
resultando em altas taxas de morbidade e mortalidade. A supressdo farmacoldgica efetiva
da secrecdo de acido iniciou-se na década de 70, com a introducdo de antagonista dos
receptores H, de histamina, da célula parietal, o que melhorou muito os resultados clinicos
(Yuan et al., 2006).

Posteriormente, desenvolveram os inibidores da bomba de protons, os quais
inibem a bomba de H*, K*-adenina trifostase nas células parietais, resultando na supressio
da secrecao gastrica (Miner et al., 2003). O primeiro deles foi o benzimidazol substituido
pelo omeprazol. Atualmente existem outros, tais como o lansoprazol e o pantoprazol (Rang
et al., 2004).

Conforme Rang et al., (2004), os farmacos utilizados para a terapéutica da ulcera
gastrica podem ser classificados conforme seu mecanismo de acdo: drogas que inibem ou
neutralizam a secrecdo de acido gastrico, os antagonistas de receptores de H, da histamina
(cimetidina, ranitidina, nizatidina e famotidina); inibidores da bomba de prétons, H*/K™ -
ATPase, que atuam na fase terminal da via da secrecdo acida (omeprazol, lansoprazol,
pantoprazol); antiacidos que neutralizam o acido gastrico (hidroxido de magnésio,
trissilicato de magnésio, gel de hidroxido de aluminio, bicarbonato de sodio e alginatos);
drogas que protegem a mucosa, classificadas como citoprotetores, pois sdo capazes de
potencializar os mecanismos de protecdo da mucosa e/ou promover uma barreira fisica

sobre a superficie ulcerada (quelato de bismuto, sucralfato e misoprostol).

2.7. Uso de Plantas Medicinais do Cerrado Brasileiro
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A terapéutica por meio das plantas medicinais para o tratamento, cura e prevengao
de doencas é uma das modalidades de pratica medicinal mais antiga da humanidade (Veiga
Junior e Pinto, 2005; Ustulin et al., 2009), sendo que o uso de ervas medicinais pode ter
sido originaria na China h& 5.000 anos atras (Repetto e Llesuy, 2002).

Apesar do grande desenvolvimento da medicina alopatica nos dltimos anos, esta
terapia ndo é acessivel a todos (Veiga Junior e Pinto, 2005). Em consequéncia dessa
realidade, o uso das plantas medicinais em determinadas populac@es rurais de paises em
desenvolvimento compreende o Unico recurso disponivel para tratar doencas (Pasa et al.,
2005; Agra et al., 2007).

Sendo assim, o conhecimento adquirido, repassado de geragdo a geracao, sobre as
plantas medicinais tem papel relevante para o desenvolvimento desta terapéutica (Silva et
al., 2006). E a partir destes relatos, a ciéncia realiza pesquisas, por meio dos estudos
etnoboténicos, 0s quais abordam o conhecimento de uma determinada populagdo com
relacdo ao uso de plantas, e a partir destes dados subsidia a realizagdo de pesquisas
farmacoldgicas e fitoquimicas (Amoroso, 1996).

O desenvolvimento de pesquisas nesta area, de carater multidisciplinar, é
necessario para desvendar qual a acdo das plantas, os seus efeitos tdxicos e colaterais
(Veiga Junior e Pinto, 2005), e contribuir para o desenvolvimento de novos farmacos
sintéticos, como matéria prima farmacéutica, com menor toxicidade e maior eficiéncia,
alem de acessiveis a populagédo (Ustulin et al., 2009).

Além disso, para a Politica Nacional de Plantas Medicinais e Fitoterapicos vigente
no Brasil, 0 uso destes materiais vegetais, de forma segura, respeitando as normas da
Agéncia Nacional de Vigilancia Sanitaria, assim como as concentracdes e métodos de
preparacdo, para fins terapéuticos, contribui para a acessibilidade aos medicamentos pela
populacdo, a inclusdo social e regional, ao desenvolvimento industrial e tecnoldgico, além
do uso sustentavel da biodiversidade brasileira e da valorizacdo e preservacdo do
conhecimento cultural (Ministério da Saude, 2006).

Vale ressaltar, que o Brasil compreende a maior biodiversidade do mundo, devido
a sua rica flora, despertando interesses de comunidades cientificas internacionais para o
estudo, conservacdo e utilizacdo racional destes recursos (Ministério da Saude, 2006;
Souza e Felfili, 2006).

Com relagdo ao estado de Mato Grosso do Sul, este pertence a regido do cerrado,

a qual engloba os estados de Goids, Tocantins, Distrito Federal, parte da Bahia, Cear3,



19

Maranhdo, Minas Gerais, Piaui, Rond6nia, Sdo Paulo, Mato Grosso, correspondendo a
segunda maior area do pais com 23% do territdrio nacional, sendo superado apenas pelo
bioma da floresta amazonica (Ribeiro, 1998; Souza e Felfili, 2006).

No cerrado, diversas plantas sdo utilizadas pela populacdo e ditas como
medicinais, no entanto, poucas sdo estudadas cientificamente para averiguar se a agao
etnofarmacoldgica apresenta realmente acdo farmacoldgica e ndo sdo toxicas (Veiga Junior
e Pinto, 2005).

2.7.1. Croton urucurana Baillon

Da familia Euphorbiaceae, o género Croton é um dos maiores, com cerca de
1.300 espécies (Simionatto et al., 2007), distribuidos entre as Américas e a Asia (Oliveira
et al., 2008). Dentre as espécies deste género, encontra-se a Croton urucurana Baillon,
conhecida como “sangra d’agua” ou “sangue de drago” (Luchi, 2004). Esta nomenclatura
popular é designada em consequéncia da cor da seiva, vermelho-sangue, que € liberada
quando seu tronco ou casca sao cortados (Simionatto et al., 2007).

A sangra d’agua corresponde a uma espécie arborea decidua, heliofila, pioneira,
seletiva higrofita, caracteristica de matas ciliares ou varzeas, situadas em solos
permanentemente muito umidos, encharcados ou brejos, sendo geralmente encontrada nos
estados do Rio Grande do Sul, Mato Grosso do Sul, Minas Gerais, Rio de Janeiro e
também na Bahia. A sua florescéncia acontece durante um longo periodo do ano, iniciando
em dezembro e estendendo-se até junho, sendo a frutificacdo quase simultéanea, iniciando
em fevereiro até julho (Lorenzi, 2002).

Esta arvore é notoriamente apreciada devido a medicina popular que emprega
suas propriedades para o tratamento de canceres, reumatismos, feridas, diarréia, infeccGes
(Gurgel et al., 2001), além de propriedades antibactericida, antihnemorragica, antiviral, anti-
inflamatdrias, analgésicas e antioxidante, sendo utilizada para combater Ulceras de
estdbmago e no intestino (Peres et al., 1998). Sua relevancia medicinal fundamenta-se em
sua seiva (latex) e casca (Scalon et al., 2008).

A partir do extrato metandlico da casca da Croton urucurana, em um estudo com
0 objetivo de avaliar sua acdo antimicrobiana, foram isolados compostos como o acido
acetilaleuritolico, catequinas, sonderianina, além dos estedides: B-sitosterol, estigmasterol,

campesterol, -sistosterol-O-glucosideo, sendo que fracdes do acido acetilaleuritdlico e
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catequinas foram testadas contra Staphylococcus aureus e Salmonella typhimurium, e em
ambos foi verificado efeito antimicrobiano, sendo o primeiro dez vezes superior nesta
atividade, o que corrobora com o conhecimento popular (Peres et al., 1997).

Em outro estudo, que teve o intuito de averiguar a acdo antihemorragica
desencadeada pelo veneno da Bothrops jararaca, comprovou-se a atividade da sangra
d’agua, utilizando-se também extrato da casca, do qual foi isolado as proantocianinas, que
se apresentaram como um poderoso antidoto contra o veneno da B. jararaca (Esmeraldino
et al., 2005). A propriedade antidiarréica também foi evidenciada, em outra pesquisa, com
a administracdo via oral do extrato do latex desta planta, no entanto, os compostos ativos
ndo foram analisados (Gurgel et al., 2001).

Na literatura cientifica, ndo se encontrou estudos relacionadas & atividade
antiulcerogénica da casca da C. urucurana. No entanto, ha indicios, além dos
etnofarmacolégicos, de que a sangra d’agua apresente tais propriedades, pois estudos
prévios reportaram trabalhos com oleo essencial de espécies do género Croton do nordeste
brasileiro, C. zenhtneri, C. nepetaefolius e C. argyrophylloides, e estas apresentaram boa
atividade antioxidante (Morais et al., 2006).

Como supracitado no trabalho de Esmeraldino et al., (2005), as proantocianinas
encontradas na casca da C. urucurana, pertencentes ao grupo dos flavonoides, apresentam
caracteristicas altamente antioxidantes (Martinéz-Florez et al., 2002; Trueba, 2003), assim
como as catequinas encontradas por Peres et al. (1997). Sabe-se que os flavonoides tém a
capacidade de deter as especies reativas de oxigénio e os radicais livres produzidos pela
geracdo endogena e exogena que facilmente desencadeiam lesdo da mucosa gastrica
(Repetto e Llesuy, 2002).

2.8. Ensaios Toxicoldgicos

Estudos com base na etnofarmacologia compreendem um ramo promissor no
desenvolvimento de novas terapéuticas (Chechinel Filho e Yunes, 1998), visto que, 0
conhecimento empirico da populacdo associado a diversidade dos compostos bioativos das
plantas medicinais, reduzem o tempo para o desenvolvimento de medicamentos e,
consequentemente, seus custos (Patwardhan e Vaidya, 2010). Estima-se que 25% das
drogas prescritas no mundo foram desenvolvidas a partir das plantas medicinais (Rates,
2001).



21

No entanto, elas também podem apresentar em sua composicdo substancias
toxicas, como é o caso da Hura crepitans, (“agacu”) que contém uma lectina toxica e de
potencialidade letal. Além disso, remédios populares, produzidos sem respaldo cientifico,
como o “Confrei” (Symphytum officinalis) utilizado como uma panacéia, assim como
“babosa” (Aloe spp) ¢ a “aveloz” (Euphorbia tirucalli) usadas para o tratamento de
canceres apresentam potencial tdéxico, devido a grande quantidade de alcaldides
pirrolizidinicos hepatotoxicos (Rates, 2001).

Tais dados evidenciam a importancia de pesquisas a partir das plantas medicinais e
reforcam a necessidade de realizar estudos toxicoldgicos, os quais detém o objetivo de
predizer possiveis efeitos adversos das mesmas e/ou de seus compostos (Meyer, 2003).

Os testes de toxicidade envolvendo animais, tem como predilecdo 0s roedores.
Diversos sdo os ensaios, dentre eles, o de toxicidade aguda, que compreende um teste
inicial, no qual os animais recebem uma dose Unica ou varias em um intervalo de tempo de
no maximo 24 horas. Com este modelo, consegue-se avaliar o risco de intoxicacdes
agudas, premeditadas ou ndo, e evidenciam formas de previni-las. Os resultados
encontrados neste método subsidia a escolha das doses em testes de toxicidade mais
rigorosos (Souza-Brito, 1994).

O ensaio com doses repetidas (subaguda ou crénica) administradas em intervalos
regulares e por periodo determinado, permite analisar variaveis qualitativas ou
quantitativas produzidas em decorréncia da exposicéo a substancia em teste (Souza-Brito,
1994; Klein et al., 2009). Com isso é possivel averiguar a laténcia para a instalacdo ou nao
dos efeitos toxicos, assim como o acumulo da droga no organismo. Outros estudos a longo
prazo sao realizados para verificar os efeitos na embriogenixidade, na fertilidade, nos
impactos na reproducdo, na carcinogenicidade e na mutagenicidade (Klein et al., 2009).

Todos estes ensaios visam estimar o grau de confiabilidade da substancia testada a
espécie humana (Klein et al., 2009). E, em ambito geral, os parametros avaliados nos
ensaios de toxicidade envolvem alteracbes sobre a locomocdo, o comportamento, a
respiracao, o numero de mortes e a forma de sua ocorréncia, alteracdo de peso, do consumo
alimentar e hidrico, exames bioquimicos, hematologicos, histopatolégicos, dentre outros
(ANVISA, 1996).

2.8.1 Exames Bioguimicos Relevantes a Toxicidade In Vivo
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2.8.1.1. Aminotransferases

As aminotransferases ou transaminases sdo enzimas que catalisam a transferéncia,
reversivel, de um grupo-alfa amino de um aminoécido e alfa-cetoécido, com a formagéo de
novo aminoacido e alfa-cetoacido (York, 1998). Estas compreendem a aspartato
aminotransferase (AST) ou transaminase glutdmica-oxalacética (TGO) e a alanina
aminotransferase (ALT) ou transaminase glutdmica-pintvica (TGP), as quais estdo
presentes em quantidades expressivas no citoplasma dos hepatdcitos (Motta, 2003). Logo,
lesBes ou destruicdo das células hepaticas liberam tais enzimas na circulagdo sanguinea
(Dufour et al., 2008).

A AST ¢é encontrada em concentracdes elevadas no miocéardio, figado, musculo
esquelético, com pequenas quantidades nos rins, pancreas, baco, cérebro, pulmdes e
hemécias. Nas células hepaticas 80% encontram-se nas mitocondrias e 20% no citoplasma,
com isso, quando a lesdo hepética é leve, tem-se o0 predominio no soro de enzimas do
citosol, no entanto, quando existe lesdes graves ha a liberagdo das enzima mitocondrial na
corrente sanguinea (Motta, 2003).

Diversas doencas podem desencadear o aumento de AST, tais como pancreatite,
infarto agudo do miocario, angioplastia, trauma muscular esquelético, queimaduras,
doenca renal, entre outras (Lopes, 1998). Por isso, a AST ndo é sensivel suficiente para
diagnosticar doenca hepatica, necessitando de associac¢des (Osta et al., 2008).

A quantificacdo da AST geralmente € associada a ALT (Motta, 2003; Osta, 2008).
Nos hepatdcitos cerca de 90% da ALT é encontrada no citosol (Lopes, 1998), o que
favorece na complementacdo do diagnostico e prognéstico de hepatopatias, sendo mais

sensivel para detectar leves lesbes hepaticas (Motta, 2003).

2.8.1.2. Uréia

A uréia compreende ao produto principal do catabolismo protéico, sendo
sintetizada no figado a partir do gas carb6nico e da aménia liberada pela desaminacdo dos
aminoacidos (Coomes, 1998).

Cerca de 90% da uréia é excretada pelos rins, sendo que normalmente 40 a 80% séo

reabsorvidas por difusdo passiva no tabulo renal para o intersticio e consequentemente
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adentram o plasma. Destaca-se que o estado hidratacdo, ou seja, a taxa do fluxo urinério
correlaciona-se com este processo de reabsorcao da uréia (Hristova e Henry, 2008).

A uréia é utilizada para avaliar a funcéo renal, no entanto, para que haja alteracéo
neste parametro, é preciso haver a destruicdo de 70 a 80% dos glomérulos (unidades
funcionais dos rins), além disso, sua quantidade no plasma esta relacionada a perfusdo nos
rins, a ingestdo de proteinas e ao nivel metabolico das proteinas. Por isso, realiza-se para
avaliacdo renal, a associagdo com os valores de creatinina (Hristova e Henry, 2008).

2.8.1.3. Creatinina

O precursor da creatinina, a creatina, € sintetizada nos rins, figado e pancreas, e
posteriormente direcionada para outros Orgdos como muasculo e cérebro, a qual é
fosforilada por meio da enzima creatina quinase e estocada como fosfocreatina, para
fornecer energia muscular. Neste processo, ocorre a desidratacdo da creatina, formando
assim a creatinina (Rhiel et al., 2004).

A creatinina no seu estado livre ndo é utilizada pelo organismo, ou seja, funciona
apenas como um residuo da creatina. A creatinina passa do muasculo para o plasma, de
onde é removida praticamente em velocidade constante por filtracdo glomerular. Quando
encontra-se em niveis elevados no plasma, esta também pode ser excretada pelos tabulos
renais. A quantidade de sua excrecdo € proporcional a massa muscular, e ndo sofre
influéncia do metabolismo protéico ou outros fatores externos, sendo assim, a
concentracdo da creatinina plasmatica é um excelente indice para avaliar a fungéo renal,
sendo mais sensiveis e especificos do que a medida da concentracdo da uréia plasmatica no

estudo da velocidade de filtracdo glomerular reduzida (Motta, 2003).

2.8.1.4. Gama-Glutamiltransferase

A gama-glutamiltransferase (y-GT) catalisa a tranferéncia de um grupo y-glutil de
um peptideo para si propria, para outros peptideos, aminoacidos e agua. Esta relacionada
ao tranporte de aminoacidos e peptideos através das membranas celulares, na sintese de
proteina e na regulacdo da glutationa tecidual (antioxidante) (Dufor et al., 2008).

A y-GT é encontrada no figado, rins, intestino, prostata, pancreas, cérebro e coragéo, e

apesar de sua atividade enzimatica ser maior no rim, a enzima quantificada no plasma € de



24

origem, principalmente, hepatobiliar. No figado, encontra-se a y-GT nos canaliculos das
celulas hepéticas e, particularmente, nas células epiteliais que revestem os ductos biliares.
Com isso, a principal finalidade de avaliar os niveis séricos da y-GT compreende o estudo
das desordens hepatobiliares (Motta, 2003).
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3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo Geral

Avaliar o efeito antiulcerogénico da casca da Croton urucurana em modelo de

Ulcera géstrica induzida em ratos.

3.2. Objetivos Especificos

Avaliar a toxicidade aguda e subaguda do extrato da casca Croton urucurana.

Investigar o efeito protetor e curativo em Ulcera gastrica do extrato da casca da
Croton urucurana.

Verificar o efeito do extrato da casca da Croton urucurana sobre a secrecdo
gastrica e producdo de muco.

Avaliar os possiveis mecanismos de acdo do extrato da casca da Croton

urucurana relacionados ao 6xido nitrico e aos compostos sulfidrilicos.
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Resumo

Relevancia etnofarmacoldgica: A casca da Croton urucurana (Euphorbiaceae) é utilizada
pela populacdo para tratar Ulcera gastrica. Entretanto, sob nosso conhecimento, nenhum
estudo foi conduzido para comprovar esta propriedade terapéutica. Objetivo do estudo:
Avaliar o efeito antiulcerogénico da casca da C. urucurana em modelos de Ulcera gastrica
induzida em ratos e seus possiveis efeitos toxicos. Materiais e métodos: As acdes de
prevencdo e cura do extrato metandlico da C. urucurana (ECU) foram avaliadas em
modelos experimentais de inducdo de Ulcera géastrica aguda (etanol e indometacina) e
cronica (&cido acético). Os parametros do suco gastrico e muco foram avaliados pelo
modelo de ligadura de piloro, e o envolvimento da ag&o gastroprotetora com 0s compostos
sulfidrilicos e Oxido nitrico foram analisados utilizando o modelo de etanol. A toxicidade
foi avaliada por meio dos testes de toxicidade aguda e subaguda. Resultados: Dentro dos
parametros analisados, nenhum sinal de toxicidade foi observado. No modelo de etanol foi
observado que o tratamento com todas as doses testadas do ECU (50, 100 e 250 mg/kg)
reduziram significativamente a lesdo gastrica com 70,25%, 95,40% e 98,71% de inibicéo
respectivamente, e o lansoprazol (controle positivo) na dose de 30 mg/kg apresentou
82,58% de inibicdo. No modelo de indometacina, as doses do ECU (50, 100 e 250 mg/kg)
e do controle positivo, cimetidina (200 mg/kg), reduziram significantemente a lesao
gastrica, com 54,75%, 82,50%, 64,19% e 91,02% de inibicdo, respectivamente. Os
tratamentos com ECU (100 mg/kg) e cimetidina (200 mg/kg) apresentaram reducao
significante nos parametros ulcerativos induzidos pelo &cido acético, com 81,55% e
72,62% de cura, respectivamente. Com relacdo ao envolvimento do 6xido nitrico, ndo
houve alteracédo da citoprotecéo gerada pelo ECU. No entanto, a atividade antiulcerogénica
do ECU parece envolver os compostos sulfidrilicos, pois houve inibi¢do de sua acdo nos
animais que receberam o blogueador de compostos sulfidrilicos. Além disso, o ECU
apresentou acdo sistémica, aumentando a producdo de muco e diminuindo a acidez
gastrica.Conclusdes: Segundo este estudo a casca da C. urucurana € capaz de induzir
atividade de gastroprotecdo, em ratos, sem sinais de toxicidade. Este efeito parece envolver

compostos sulfidrilicos, aumentando 0 muco e reduzindo a acidez gastrica.

Palavras-chaves: Ulcera gastrica, cerrado, plantas medicinais, sangra d’agua,

Euphorbiaceae
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1. Introducéo

A Ulcera péptica € uma doenca em evidéncia no mundo (Birdane et al., 2007;
Falcdo et al., 2008; Cemek et al., 2010), com prevaléncia de 10% na populagédo
(Rodriguez-Hernandez et al., 2001; Zapata-Colindres et al., 2006). E desencadeada pelo
desequilibrio entre os mecanismos de defesa, como a secre¢cdo de muco, regeneracao
celular, e os agentes agressores, como a secre¢do de acido e pepsina (Adeyemi et al., 2005;
Bighetti et al., 2005). Habitos dietéticos inadequados, consumo exagerado de alcool, fumo,
uso prolongado de antinflamatdrios ndo esteroidais (AINES), estresse, infeccdo por
Helicobacter pylori, herpes simples e fatores de origem genética, podem provocar
inflamacéo da mucosa géstrica (Falcéo et al., 2008; Klein et al., 2010).

O tratamento medicamentoso na pratica clinica consiste na administracdo de
antiacidos, inibidores de bomba de protons, anticolinérgicos e antagonistas dos receptores
para histamina (Malfertheiner et al., 2009). Estes apresentam diversos efeitos colaterais,
como trombocitopenia, nefrite intersticial aguda, nefrotoxicidade, hepatotoxicidade,
reacOes anafilaticas, ginecomastia e impoténcia (Chan e Leung, 2002). Em sua maioria,
apresentam custo elevado, tornando seu uso restrito (Santin et al., 2010), colaborando para
a procura da populacao por tratamentos alternativos, como o uso de plantas medicinais.

Sabe-se que em paises em desenvolvimento, cerca de 65-80% da populacéo
depende exclusivamente das plantas medicinais a atencdo basica da saude (WHO, 1999).
Dentre as plantas medicinais utilizadas no tratamento da Ulcera géastrica destaca-se a
“sangra d’agua”, de nomenclatura cientifica Croton urucurana Baillon, a qual pertence ao
género Croton, da familia Euphorbiaceae, que corresponde a um dos maiores, com cerca
de 1.300 espécies (Simionatto et al., 2007), distribuidos entre as Américas e a Asia
(Oliveira et al., 2008).

A casca da C. urucurna é utilizada na forma de ché da casca para obter beneficio
no alivio e/ou tratamento de gastrites, Ulceras e também dores nas costas (Alves et al.,
2008), e sob nosso conhecimento, sua atividade antiulcerogénica ndo foi estudada na
literatura cientifica até o momento, no entanto, sua acdo antimicrobiana (Oliveira et al.,
2008), antidiarréica (Gurgel et al., 2001) e cicatrizante (Esmeraldino et al., 2005) ja foram
demonstradas em alguns estudos cientificos. Baseando-se em tais evidéncias, este estudo

foi realizado com objetivo de investigar se o extrato da casca da C. urucurana apresenta
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efeito protetor e/ou curativo no tratamento de Ulcera géastrica por meio de modelos

experimentais.

2. Materiais e métodos

2.1. Material vegetal e preparacdo do extrato

A casca da C. urucurana foi coletada em maio de 2010, em Dourados, Mato
Grosso do Sul, Brasil em latitude de 22°17.142'S e longitude de 54°43.327'W com altitude
média de 388 m. A planta foi identificada pela professora Dr* Zefa Valdivina Pereira da
Universidade Federal da Grande Dourados (UFGD) e depositada no Herbario DDMS da
Cidade Universitaria de Dourados sob o nimero 4601. As cascas da C. urucurana foram
secas (320 g), moidas em moinho de facas, e extraidas por maceracdo em metanol a 95%.
O extrato obtido foi filtrado, concentrado em rotaevaporador a 45°C sob pressdo e
liofilizado, produzindo 36 g, com rendimento de 11,25%. Antes da administracdo aos
animais, o mesmo foi dissolvido em salina, o controle negativo. Tal procedimento foi
realizado de acordo com a metodologia de Cechinel Filho e Yunes (1998) com algumas

modificacdes.

2.2. Animais

Foram utilizados ratos e ratas Wistar (150-250 g), adquiridos do Biotério Central
da Universidade Estadual de Maringa, os quais foram mantidos a temperatura ambiente
(22 £ 2° C), em ciclo de luz de 12 h claro/12 h escuro, e alimentados com racdo cormercial
e dgua ad libitum. Doze horas antes dos experimentos, a racdo foi retirada, mas a agua foi
oferecida ad libitum até 1 hora antes de iniciar os procedimentos. Durante o jejum, 0s
animais foram acondicionados em gaiolas com piso elevado para evitar coprofagia. A
eutanasia foi realizada com a administracdo intraperitoneal da combinacdo de anestésicos
(75 mg/kg de quetamina associado a 10 mg/kg de xilazina). Os animais utilizados no
presente estudo foram mantidos e tratados de acordo com a legislacdo do Governo Federal

(CONCEA, 2008). Os experimentos também foram aprovados pelo protocolo nimero
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041/11 do Comité de Etica no Uso de Animais do Centro Universitario da Grande
Dourados (UNIGRAN), Dourados, Mato Grosso do Sul, Brasil.

2.3. Toxicidade aguda

O estudo de toxicidade aguda foi realizado conforme descrito no “Guideline for
Testing of Chemicals: Acute Oral Toxicity - Acute Toxic Class Method” (OECD, 2001).
Apo6s jejum de 12 h, as ratas foram divididas em dois grupos (n=3) e tratadas via oral
(gavagem) com 10 mL/kg de salina ou dose Unica de 2000 mg/kg do extrato metandlico da
casca da C. urucurana (ECU). O jejum depois dos tratamentos foi mantido por 3 horas, e
entdo a racdo e agua foram fornecidas ad libitum durante todo o experimento. Os animais
foram observados individualmente logo apos a administracdo, nos primeiros 30 minutos, e
periodicamente durante 24 h (com atencdo especial durante as primeiras 4 h) e diariamente
por um periodo de 14 dias. As caracteristicas observadas relacionavam-se as alteragcdes na
pele, pélos, olhos, mucosas, comportamentais e nos sinais clinicos. Tanto o consumo
alimentar, quanto a ingestdo hidrica e o peso dos animais foram verificados diariamente.
Decorridos 14 dias, realizou-se a eutandsia e o peso dos seguintes 6rgaos foram
comparados com relacéo ao grupo controle negativo: coracéo, pulmao, baco, figado e rins.
Este experimento foi repetido em outro momento de acordo com a orientagdo da OECD
(2001).

2.4. Avaliacdo da atividade antiulcera

2.4.1. Ulcera géstrica induzida por etanol

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia de Morimoto et al.
(1991) com algumas modificacdes descritas a seguir. Apds 12 h de jejum, os ratos foram
divididos em grupos (n=7) e pré-tratados com 10 mL/kg de salina, 30 mg/kg de
lansoprazol (controle positivo), ou 50, 100 e 250 mg/kg de ECU, respectivamente.
Decorrido 1 h, todos os ratos receberam 0,5 mL/100 g de peso corporal de etanol 70% para
induzir a ulcera gastrica (Mello et al., 2008). Todos as administracdes foram por via oral
(gavagem). Depois de 1 h, os animais foram submetidos a eutanasia e os estdmagos foram

removidos e abertos ao longo da curvatura maior.
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Os estdbmagos foram delicadamente lavados com &gua para remover o contetido
gastrico e colocados entre placas de vidro para digitalizacdo. As imagens obtidas foram
analisadas utilizando o software especifico “EARP” para medir a area de lesdo. As Ulceras
foram classificadas como nivel I, area da Glcera <1 mm?; nivel Il, area da Glcera 1-3 mm?;
e nivel 111, 4rea da Ulcera > 3 mm?. Os seguintes parametros foram determinados: (a) indice
de lesdes ulcerativas (ILU) como 1 x (namero de Ulceras de nivel 1) + 2 x (ndmero de
Ulceras nivel I1) + 3 x (nGmero de Glceras nivel I11), (b) porcentagem inibi¢do ou cura, que
foi determinada da seguinte forma: % | ou % C = 100 - (ILU tratados x 100/ILUcontrole
negativo); (c) area total da lesdo; (d) porcentagem de area de lesdo em relacdo a area do
estdmago total (Andrade et al., 2006).

2.4.2. Ulcera gastrica induzida por anti-inflamatorio n&o esteroidal (AINE)

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia de Hayden et al.
(1978), com algumas modificacbes. Apos 12 h de jejum, os ratos foram divididos em
grupos (n=9), pré-tratados com 10 mL/kg de salina, 200 mg/kg de cimetidina (grupo
controle) ou 50, 100 e 250 mg/kg de ECU. Depois de 1 h, todos receberam 100 mg/kg de
indometacina diluida em 0,5% de bicarbonato de sodio para induzir a ulcera gastrica. Apos
12 h, os animais foram submetidos a eutanasia. Todos as administracdes foram por via oral
(gavagem). Os estdmagos foram removidos, abertos ao longo da curvatura maior, lavados,
colocados entre placas de vidro e digitalizados. As imagens foram analisadas usando o0s

mesmos parametros descritos anteriormente.

2.4.3. Ulcera gastrica induzida por &cido acético

O experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Takagi et
al. (1969), com algumas modificacdes. Apos 12 h de jejum, os ratos foram divididos em
grupos (n=6). Sob anestesia, realizou-se laparotomia por meio de uma incisao epigastrica
na linha média. Depois de expor o estdbmago, 0,03 mL de solucdo de &cido acético a 30%
foi injetado na camada da submucosa na parte glandular da parede anterior, em seguida, 0
6rgao foi banhado com soro fisioldgico para evitar a aderéncia na superficie externa da

regido ulcerada. O abddmen foi suturado e os animais foram alimentados ad libitum.
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Depois de 24 h da cirurgia, foi administrado 10 mL/kg de salina, 200 mg/kg de
cimetidina (controle positivo) ou 100 mg/kg de ECU via oral (gavagem) aos respectivos
grupos formados, uma vez ao dia, durante 14 dias consecutivos. Ap6s 24 h da ultima
administracdo, os ratos foram submetidos a eutanasia e os estbmagos foram removidos e
abertos ao longo da curvatura maior. Os estdbmagos foram limpos, colocados entre placas e
digitalizados. A &rea da Glcera (mm?) e a porcentagem de cura (%) foram determinados
posteriormente com auxilio do software “EARP”.

2.4.3.1 Estudo da toxicidade subaguda

Ao se avaliar o efeito de cura do ECU em Uulceras gastricas induzidas por &cido
acético em ratos tratados diariamente, simulamos ndo s6 a maneira de uso de muitos
medicamentos comercializados para Ulceras géastricas em humanos, mas também seus
possiveis efeitos toxicos e cumulativos ao longo dos 14 dias de administracdo diaria.

Assim, durante este periodo, os possiveis efeitos do ECU relacionados as
alteracdes do peso corporal, pele, pélos, olhos, mucosas, comportamental e nos sinais
clinicos, foram diariamente observadas nos ratos tratados. Sob anestesia foi coletado
sangue da veia cava inferior. Apos centrifugacdo (4000 rpm x 10 min) o soro foi
encaminhado para analise bioquimica, na qual, foram quantificados  aspartato
aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT) e gama glutamiltransferase (y-
GT) para avaliar danos hepaticos, e uréia e creatinina para avaliar danos renais. Tais
analises foram realizadas por um sistema de analises bioquimicas semi-automatico
(Vasconcelos et al., 2010).

2.5. Mecanismo de acdo gastroprotetor

2.5.1 Determinacdo da secrecdo gastrica

O experimento foi realizado utilizando o método de Shay et al. (1945) com
algumas modificacdes. Os animais foram divididos em grupos (n = 7) e depois de 12 h de
jejum, foram anestesiados e submetidos a laparotomia, para realizar a ligadura de piloro.
Imediatamente, foi administrado intraduodenalmente 100 mg/kg de ECU, 200 mg/kg de

cimetidina (controle positivo) ou 5 ml/kg de salina, nos respectivos grupos experimentais.
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Apo6s 4 horas, os animais foram submetidos a eutanasia, o abdémen foi reaberto, e outra
ligadura foi realizada na regido da cérdia, para evitar extravasamento da secrecdo gastrica.
Os estdmagos foram removidos e o contetdo gastrico coletado e centrifugado (4000 rpm x
10 min). A quantidade de suco gastrico (mL) e os valores de pH foram determinados. A
secrecdo de acido total do suco gastrico presente no volume do sobrenadante foi
determinada por titulacdo com pH 7,0, usando uma solucdo de NaOH 0,01 mol.L™
utilizando fenolftaleina como indicador. A concentragdo de fons H* foi expressa em
mEq/L/4h.

2.5.2 Determinacao de muco no contetdo gastrico

Este experimento foi realizado de acordo com a metodologia descrita por Sun et
al. (1991), com algumas modificac¢des. Os ratos foram divididos em grupos (n = 7) e ap0s
12 h de jejum, sob anestesia, foram submetidos a laparotomia, para realizar a ligadura de
piloro. Imediatamente, foi administrado intraduodenalmente 100 mg/kg de ECU, 200
mg/kg de carbenoxolona (controle positivo), 200 mg/kg de cimetidina, ou 5 mL/kg de
salina, nos respectivos grupos de tratamento. Os animais foram suturados e 4 h apés
submetidos a eutanasia. O abddomen foi reaberto, o estomago foi retirado, aberto pela
curvarura maior e imerso em 10 mL de uma solucdo com 0,02% de alcian blue a 0,16 M de
sacarose e 0,05 M de solugéo de acetato de sédio a pH 5,8, e incubados por 24 h a 25° C.
Apos este periodo os estdmagos foram desprezados e a solucédo foi centrifugada (4000 rpm
x 10 min). A absorcdo de alcian blue retido no sobrenadante foi medida por
espectrofotometria a 615 nm. O muco livre no conteddo gastrico foi calculado a partir da

quantidade de alcian blue aderido (mg/peso de tecido (g)).
2.5.3. Avaliacdo da participacdo do éxido nitrico e compostos sulfidrilicos

Esta analise foi realizada de acordo com a metodologia descrita por Matsuda et al.
(1999), com algumas modificacBes. Os ratos foram divididos em grupos (n=6-8), sob
jejum de 12 h. Estes foram pré-tratados intraperitonealmente com 10 mg/kg de N-
etilmaleimida (NEM), 70 mg/kg de NG-nitro-I-arginina metil ester (L-NAME), ou 5mL/kg
de salina. Depois de 30 minutos, tais grupos receberam via oral (gavagem) 10 mL/kg de

salina, 200 mg/kg carbenoxolona (controle positivo) ou 100 mg/kg de ECU. Apos 1 h,
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todos os grupos foram tratados por via oral (gavagem) com 0,5 mL/100 g de peso corporal
de etanol 70%, com objetivo de induzir a Ulcera géstrica (Mello et al., 2008). Decorrido 1
h, os animais foram submetidos a eutanasia, os estdbmagos retirados, abertos pela curvatura
maior, limpos, colocados entre placas e digitalizados. As lesdes foram quantificadas

conforme descrito anteriormente.

2.6. Anélise estatistica

Os resultados foram expressos como média + erro do padrdo da média (E.P.M).
Teste “t” de Student foi utilizado para comparar dois grupos, enquanto que a analise de
variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey foi utilizada para comparar trés ou mais
grupos. Utilizou-se o programa Jandel Sigma-Stat (Systal Software, Inc, USA) fixando-se
em 0,05 ou 5% o nivel de rejeicdo da hipotese de nulidade.

3. Resultados e discussao

A casca da C. urucurana € utilizada empiricamente para o tratamento de
desordens gastricas (Alves et al., 2008), no entanto, seus efeitos toxicoldgicos, assim como
seus efeitos farmacoldgicos na Ulcera gastrica ndo foram investigados cientificamente.
Com isso, sob nosso conhecimento, este € o primeiro estudo que tem a finalidade de
avaliar a toxicidade da casca da C. urucurana, bem como seus possiveis efeitos
gastroprotetores.

Devido a fisiopatologia da Ulcera gastrica ndo estar totalmente elucidada, e esta
ser um problema clinico de forte relevancia, em grande parte por causa do uso cada vez
mais generalizado de AINES (Malfertheiner et al., 2009), estudos com novos principios
ativos sdo necessarios, pois, além disso, véarios produtos farmacéuticos ndo sdo
completamente eficientes e produzem muitos efeitos adversos (Chan e Leung, 2002). Por
isso destaca-se a importancia de desenvolver agentes mais efetivos e menos tdxicos, sendo
as plantas medicinais uma atraente fonte para o desenvolvimento de novas drogas, em

decorréncia de sua riqueza de principios ativos (Bonacorsi et al., 2009).
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Sendo assim, com o objetivo de se avaliar os efeitos toxicos, realizou-se o teste de
toxicidade aguda, no qual foram utilizadas ratas por serem mais sensiveis aos sinais de
toxicidade do que os machos (OECD, 2001).

Apbs 14 dias do tratamento agudo, ndo foi verificado nenhuma alteracdo no
consumo alimentar, hidrico, comportamental (tremores, convulsbes, salivacdo, diarréia,
letargia, sono e coma), assim como nenhuma diferenca estatisticamente significante entre o
peso dos 6rgdos analisados (coracdo, pulméo, bago, figado e rins) com relagdo ao grupo
controle (dados ndo mostrados). Este experimento foi novamente reproduzido, conforme o
procedimento descrito pela OECD (2001), e os mesmos resultados se repetiram,
demonstrando auséncia de toxicidade oral aguda do ECU.

Tais resultados corroboraram com os obtidos por Gurgel (2000), o qual
evidenciou baixa toxicidade aguda do latex da C. urucurana, com uma DL 50, via oral, de
5,20 £ 0,13 g/kg em camundongos.

Assim, com base na auséncia de toxicidade do ECU e evidéncias, conforme Alves
et al., (2008), de que a populacdo faz uso do cha da casca da C. urucurana para tratar
gastrites, Ulceras e dores nas costas, sem comprovacéo cientifica, avaliou-se inicialmente o
efeito gastroprotetor da casca da C. urucurana com o modelo de inducgéo de Ulcera gastrica
por etanol, o qual e favoravel para avaliar a atividade citoprotetora (Robert, 1979).

O etanol é considerado um fator de risco para desenvolver Ulceras
gastroduodenais, pois penetra rapidamente na mucosa gastrica, devido a sua capacidade de
solubilizar o muco protetor e expor a mucosa a acao hidrolitica e proteolitica do &cido
cloridrico e da pepsina, respectivamente (Oates, 1988), causando dano na membrana
(Sener et al., 2004). Além disso, 0 mesmo estimula a secrecdo &cida, diminui o fluxo
sanguineo, desencadeia 0 desequilibrio no processo celular antioxidante, como a
peroxidacdo lipidica (Glavin e Szabo, 1992; Repetto e Llesuy, 2002).

No presente estudo, no modelo de inducéo de Ulcera gastrica por etanol, o grupo
controle negativo tratado oralmente com etanol produziu areas de necrose, por outro lado,
todos os grupos tratados com ECU (50, 100 e 250 mg/kg) reduziram significativamente a
area total de lesdo, o indice de leséo e porcentagem de lesdo com relacdo ao grupo controle
(P < 0,001), apresentando um elevado nivel de gastroprotecdo, com 70,25%, 95,40% e
98,71% de inibicdo, respectivamente, contra 82,58% promovida pelo lansoprazol (controle

positivo) (Tabela 1). Estes resultados sugerem que o extrato da casca da C. urucurana
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exibe efeito antiulcerogénico relacionado com a atividade citoprotetora, uma vez que

reduziu significantemente a leséo induzida por etanol.

Tabela 1
Efeito do extrato metandlico da casca da Croton urucurana em diferentes doses e do lansoprazol em Ulceras
gastricas induzidas por etanol em ratos.

Tratamentos n Dose Area total de % Area de Indice de lesdo Inibigdo
(v.0.) (ma/kg) lesdo (mm?) lesdo ulcerativo (%)
Salina 7 - 113,37+23,15 11,71+1,46 328,17+67,27 -
Lansoprazol 7 30 22,72+3,48" 2,60+0,28" 57,18+11,43" 82,58
ECU 7 50 38,77+3,83" 4,24+0,34" 97,62+10,88" 70,25
7 100 8,60+1,95 0,94+0,24" 15,10+4,01" 95,40
7 250 2,68+0,80" 0,31+0,08™" 4.24+1,42" 98,71

Resultados em média+E.P.M. ANOVA seguida do teste de Tukey.
P < 0,05 comparado com o grupo ECU 50 mg/kg
P < 0,001 comparado com o grupo controle negativo (salina).

Os resultados obtidos neste estudo corroboram os achados de Silva (1999), o qual
demonstrou que o latex da Croton urucurana, no modelo de indugdo de ulcera, em ratos,
com 0,3M de &cido cloridrico em etanol 60%, apresentou diferenca significante do grupo
tratado com latex, na dose de 0,1 mL/100g, com relacdo ao grupo controle (dgua). No
entanto, neste estudo, ndo foi realizado o grupo controle positivo. Tais resultados
demonstram que a C. urucurana apresenta substancias gastroprotetoras ndo s6 na casca,
mas também no latex.

Outro protocolo experimental usado neste estudo foi o de inducdo de Ulcera
gastrica por AINEs. Os AINEs sdo muito utilizados na prética clinica, em decorréncia de
sua eficacia e amplo espectro de indicacGes terapéuticas, tais como analgesia,
antiinflamacéo, profilaxia contra doencas cardiovasculares, e como importante analgésico
pos-operatério (Kummer e Coelho, 2002). Todavia, as lesdes agudas gastrointestinais sao
os efeitos colaterais mais graves e frequentes dos AINES, 0 que 0s tornam responsaveis
pela causa mais comum do desenvolvimento de Ulceras gastroduodenais nos paises
ocidentais (Glavin e Szabo, 1992; Yuan et al., 2006) e no mundo (Chan e Sung, 2001).

Os resultados aqui obtidos demostram que o tratamento com o ECU, em todas as
doses testadas, assim como a cimetidina na dose de 200 mg/kg, reduziram
significantemente a lesdo gastrica, em todos os parametros avaliados, quando comparados
com o grupo controle negativo (P < 0,05).

Entretanto, a dose de 100 mg/kg foi a apresentou inibicdo numericamente maior

(82,50%) em relacdo as outras doses de do ECU (Tabela 2), ou seja, ndo houve efeito de
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dose resposta, tal qual foi verificado no estudo de Mello et al. (2008), utilizando 0 mesmo
modelo, em que a maior dose testada (100 mg/kg) de enzimas proteoliticas derivadas do
latex dos frutos verdes da Carica candamarcensis ndo resultaram diferenca significante na
inibicdo das lesdes gastrica com relacdo ao controle negativo (agua), no entanto, as doses
de 0,1, 1 e 10 mg/kg foram efetivas, com diferenca significante em relacdo ao grupo

controle.

Tabela 2

Efeito do extrato metandlico da casca da Croton urucurana em diferentes doses e da cimetidina em Ulceras
gastricas induzidas por AINES em ratos.

Tratamentos n Dose Area total de % Area de Indice de lesdo Inibicdo
(v.0.) (ma/kg) lesdo (mm?) lesdo ulcerativo (%)
Salina 9 - 9,61+1,91 1,03+0,17 17,7+4,37 -
Cimetidina 9 200 1,47+0,29" 0,19+0,04™ 1,59+0,36" 91,02
ECU 9 50 4,31+1,02" 0,44+0,10" 5,69+1,67" 54,75
9 100 2,42+0,77" 0,27+0,08™ 3,10+1,01™ 82,50
9 250 3,44+0,70" 0,33+0,07™ 5,13+1,36" 64,19

Resultados em média+E.P.M. ANOVA seguida do teste de Tukey.
P < 0,05 comparado com o grupo controle negativo (salina).
P < 0,001 comparado com o grupo controle negativo (salina).

Em virtude dos resultados encontrados nestes dois modelos agudos de inducéo de
Ulcera gastrica, os quais demonstraram que ECU na dose de 100 mg/kg apresentou
atividade gastroprotetora equivalente a dose de 250 mg/kg, apenas a dose de 100 mg/kg do
extrato foi utilizada nos demais modelos.

Em sequéncia, foi realizado o modelo de inducdo de Ulcera gastrica por &cido
acetico, que de acordo com Okabe e Amagase (2005), possibilita acompanhar o processo
de cicatrizacdo da mesma. Este modelo permite estudar o processo de cura da ulcera
gastrica, de forma semelhante ao processo de doenca no ser humano devido tanto as suas
caracteristicas patolégicas (por necrosar a mucosa gastrica), como pelos mecanismos de
cicatrizacdo. Este processo de cicatrizacdo envolve migracdo celular, proliferacao,
reepitelizacdo, angiogénese e deposicdo de matriz extracelular, sendo mediado por varios
fatores, dentre eles as citocinas, prostaglandinas, 6xido nitrico e os fatores de crescimento
(Tarnawski, 2000).

Apos a inducdo de Ulcera gastrica, por meio da administracdo de &cido acético, 0s
grupos foram tratados com salina, ECU (100 mg/kg) e cimetidina (200 mg/kg). O ECU,
assim como a cimetidina, apresentaram reducdo significante da area lesada (P < 0,001),

com relagcdo ao grupo controle negativo, com 81,55% e 72,62% de cura, respectivamente
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(Tabela 3), demonstrando que o extrato acelera o processo de cicatrizagcdo do tecido

lesionado, bem como reduz a area de lesao.

Tabela 3
Efeito do extrato metanolico da casca da Croton urucurana e da cimetidina em Ulceras gastricas induzidas
por acido acético em ratos.

Tratamentos n Dose Area total de lesdo % Area de % Cura
(v.0.) (mg/kg) (mm?) les&o
Salina 6 - 38,65+5,88 4,94+0,63 -
Cimetidina 6 200 10,59+3,15 1,28+0,36 72,62
ECU 6 100 7,13+2,62" 0,97+0,34™ 81,55

Resultados em média+E.P.M. ANOVA seguida do teste de Tukey.
P < 0,001 comparado com o grupo controle negativo (salina).

Com o intuito de avaliar possiveis efeitos téxicos do ECU durante o tratamento
diario de 14 dias (no modelo de inducdo de Ulcera géastrica por acido acetico), foram
realizados exames bioquimicos com o soro coletado no momento da eutanasia. Foram
quantificados o marcador inespecifico de lesdo hepatica (AST), marcador especifico de
lesdo do parénquima hepatico (ALT), indicador inicial de toxicidade hepatica (y GT), além
de uréia e creatinina que sdo marcadores de lesdo renal (Dugo et al., 2004). No entanto,
nenhum parametro apresentou diferenca estatisticamente significante com relagdo ao grupo

controle negativo (salina) (Tabela 4).

Tabela 4

Quantificacdo bioquimica da aspartato aminotransferase (AST), alanina aminotransferase (ALT), gama-
glutamiltransferase (y-GT), creatinina e uréia em ratos tratados com salina (controle), cimetidina (200 mg/kg)
ou extrato da casca da Croton urucurana (ECU, 100 mg/kg) por 14 dias no modelo de indugdo de Ulcera
gastrica por acido acético.

Tratamentos n AST ALT v-GT Creatinina Uréia
(v.0.) (U/L) (U/L) (U/L) (mg/dL) (mg/dL)
Salina 6 121,27+13,57 24,83+1,14 7,55+1,17 0,57+0,05 31,93+4,93
Cimetidina 6 109,93+9,43 21,32+1,09 6,85+0,53 0,52+0,05 36,87+6,14
ECU 6 98,85+2,08 22,88+1,16 7,73+0,39 0,58+0,04 39,635,47
P 0,287 0,121 0,769 0,577 0,618

Resultados em médiatE.P.M. ANOVA seguido do teste de Tukey.

Além disso, nenhuma diferenca significante no peso, na mucosa e pélos dos
animais foi verificado com relacdo aos grupos controles (negativo e positivo) (dados ndo
mostrados). Tais resultados corroboraram com os achados no teste de toxicidade aguda,
indicando evidéncia de auséncia de toxicidade do extrato metandlico da casca da C.

urucurana.
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Estes resultados diferem do que foi encontrado por Silva (1999), pois ao testar a
toxicidade do latex da C. urucurana, em ratas Wistar, com tratamento diario com 0,1
mL/kg, foi constatado que no quarto dia houve morte de animais devido & insuficiéncia
respiratdria aguda, sendo que num periodo de 15 dias todas morreram. 1sso demonstra que
a casca da C. urucurana apresenta ser mais segura do que o latex, e reforca a necessidade
de pesquisas com varias partes da mesma planta medicinal.

Apobs os resultados encontrados nestes modelos de prevencdo e de cura da Ulcera
gastrica e a auséncia de sinais de toxicidade, despertou-se o interesse em avaliar a possivel
relacdo do efeito gastroprotetor aos compostos sulfidrilicos e ao éxido nitrico.

Sabe-se que a aderéncia de neutrdfilos no endotélio, causada por agentes agressores
danificam a mucosa gastrica por liberar proteases e obstruir o fluxo sanguineo. Em modelo
animal, a inibicdo dessa aderéncia diminui o indice de les&o e por isso, estudos atentam-se
para o papel do éxido nitrico e compostos sulfidrilicos, pois ambos sdo capazes de
aumentar o fluxo sanguineo da mucosa, estimular a secre¢cdo de muco e inibir a aderéncia
de neutrdfilos (Wallace et al., 1990).

Por sua vez, os compostos sulfidrilicos desempenham papel na citoprotecdo da
mucosa gastrica (Okabe, 1986), pois no processo inflamatorio espécies reativas de
oxigénio sdo liberadas, as quais iniciam uma reacao de peroxidacgéo lipidica e morte celular
(Repetto e Llesuy, 2002). Os compostos sulfidrilicos se ligam a estes radicais livres,
evitando assim a morte celular, e consequentemente, a lesdo gastrica (Ueshima et al.,
1992).

Em nosso experimento pode-se observar que o inibidor de o0xido nitrico sintetase
(L-NAME) nao alterou a citoprotecéo promovida pelo ECU (Tabela 5), demonstrando que
o efeito gastroprotetor do ECU independe da presenca de o6xido nitrico. No entanto, foi
evidente o envolvimento do ECU com os compostos sulfidrilicos (Tabela 5), ja que a lesdo
gastrica foi significantemente maior quando os animais receberam o bloqueador de
compostos sulfidrilicos (NEM) do que o grupo que recebeu salina. Tal fato pode estar
relacionado com o muco, cuja producdo é naturalmente controlada por compostos
sulfidrilicos (Salin, 1992). O muco equivale a um gel transparente, viscoso, elastico,
aderente, constituido por 95% de agua e 5% de glicoproteinas, que cobre toda a mucosa
(Repetto e Llesuy, 2002), protegendo-a da acéo proteolitica das enzimas digestivas (Atuma
et al., 2000; Allen e Flemstrom, 2005).
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Tabela 5

Efeito do extrato metanolico da casca da Croton urucurana (ECU) sobre lesfes gastricas induzidas por etanol
em ratos pré-tratados com inibidor da oOxido nitrico sintetase (L-NAME) ou bloqueador de compostos
sulfidrilicos (NEM).

Pré-tratamentos Tratamentos n Area total de lesdo %Area de Inibicéo
(i.p.) (v.0.) (mm?) lesdo (%)
Salina Salina 7 113,63+19,37 11,45%2,16 -
Salina Carbenoxolona 8 0,73+0,42 0,06%0,04 99,73
Salina ECU 8 37,17+4,30 3,90+0,46 71,15
L-NAME Salina 7 152,21+27,88 14,52+2,17 -
L-NAME Carbenoxolona 8 37,5348,18 16,08+6,26" 3,20
L-NAME ECU 7 20,2745,35 1,95+0,46 84,58
Salina Salina 7 98,82+20,26 10,94+1,95 -
Salina Carbenoxolona 7 2,31+1,25 0,27+0,14 98,94
Salina ECU 7 20,94+5,96 2,39+0,70 81,13
NEM Salina 8 219,39+33,05" 22,44+3,18" -
NEM Carbenoxolona 6 53,79+18,68 6,26+2,03 45,29
NEM ECU 7 176,14+22,91" 17,0242,14™ -

Resultados em média+E.P.M. ANOVA seguida do teste de Tukey.
P < 0,05 comparado com o respectivo grupo controle negativo (salina).
P < 0,001 comparado com o respectivo grupo controle negativo (salina).

Para avaliar a possivel relacdo do ECU com a producédo de muco, foi realizado o
modelo de ligadura de piloro, que permite estudar as mudangas nos parametros do
contetdo gastrico (Andrade et al., 2008). Com isso, foi observado que o pré-tratamento
intraduodenal com o extrato aumentou significativamente (P < 0,05) a produgdo de muco
na mucosa estomacal com relacdo ao controle negativo (Tabela 6). Este aumento
correlaciona-se com o efeito gastroprotetor gerado pelo ECU neste estudo, evidenciando,

também, a acdo sistémica do extrato.

Tabela 6
Quantificacdo do muco aderido na mucosa gastrica de ratos tratados com extrato metandlico da casca da
Croton urucurana.

Tratamentos n Dose Alcian blue quelado
(i.d.) (mg/kg) (mg/peso do tecido (g))
Salina 7 - 1,70+0,05
Carbenoxolona 7 200 2,03+0,02"
Cimetidina 7 200 1,60+0,03
ECU 7 100 1,95+0,05°

Resultados em médiatE.P.M. ANOVA seguido do teste de Tukey.
P < 0,05 comparado com o grupo controle negativo (salina).
P < 0,001 comparado com o grupo controle negativo (salina).

Utilizando ainda o modelo de ligadura de piloro, avaliou-se também a acao
sistémica do ECU na secrecdo gastrica, no pH e na concentracdo de ions de hidrogénio do

contelido gastrico, apds o pré-tratamento via intraduodenal. Neste experimento, o ECU,
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assim como a cimetidina, aumentaram significativamente (P < 0,05) o gradiente de pH,

assim como os ions H+, diminuindo a acidez géastrica (Tabela 7).

Tabela 7
Efeito do extrato metandlico da casca da Croton urucurana administrado intraduodenalmente nos parametros
do suco gastrico no modelo de ligadura de piloro.

Tratamentos n Dose pH Volume [H+]
(i.d.) (mg/kg) gastrico (mL) mEg/L/4h
Salina 7 = 2,67+0,18 1,56+0,25 51,83+8,95
Cimetidina 7 200 6,11+0,35" 0,93+0,16 14,59+2,09"
ECU 7 100 4,81+0,56" 1,97+0,42 28,55+5,49"

Resultados em médiazE.P.M. ANOVA seguido do teste de Tukey.
P < 0,05 comparado com o grupo controle negativo (salina).
P < 0,001 comparado com o grupo controle negativo (salina).

Essa queda na acidez estomacal contribui na terapéutica da Ulcera gastrica, pois a
exposi¢cdo da mucosa a altas concentragdes de acido favorece a lesdo epitelial (Laine et al.,
2008), j& que, o contato do &cido com os mastocitos da submucosa e da lamina propria
ativa a desgranulacdo dos mesmos e a liberacdo de histamina, a qual estimula a secrecéo
pela célula parietal de acido cloridrico, além de produzir inflamacdo e edema agudo no
local (Rodrigues et al., 2008).

A atividade antiulcerogénica da casca da C. urucurana evidenciada neste estudo
pode estar relacionada com seus constituintes reportados por estudos prévios, como as
proantocianinas encontradas no estudo de Esmeraldino et al. (2005), as quais, pertencem
ao grupo dos flavondides, compostos altamente antioxidantes (Martinez-Florez et al.,
2002; Trueba, 2003), assim como as catequinas encontradas no extrato metanolico da casca
da C. urucurana por Peres et al. (1997).

Sabe-se que os flavonodides tém a capacidade de deter as espécies reativas de
oxigénio (EROSs) e os radicais livres produzidos via enddgena e exdgena, desencadeando
facilmente a lesdo da mucosa (Repetto e Llesuy, 2002).

As EROs ativam as vias de sinalizacéo celular no inicio da transducéo responsaveis
pela ativacdo do fator nuclear kappa B (NF-kB) e do ativador de proteina 1 (AP-1),
resultando no aumento da regulacdo do gene da molécula de adesdo inter-celular 1 (ICAM-
1) no endotélio vascular e subsequente acumulacdo de neutréfilos (Chang et al., 2001).
Esta resposta pré-inflamatoria pode ser controlada pelas catequinas, antioxidantes que
podem eliminar as EROs e consequentemente, a atividade anti-inflamatéria (diminuindo
NF-kB, AP-1 e ICAM-1) (Yu et al., 2005).
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Ainda, hé evidéncia de que os flavondides apresentam a capacidade de aumentar o
contetdo de prostaglandina na mucosa, diminuir a producdo de histamina pelos mastocitos
por inibicdo da enzima histidina descarboxilase, e ainda por inibir o crescimento de
Helicobacter pylori (Borelli e 1zzo, 2000), com isso, protegendo a mucosa contra fatores
agressores.

No entanto, torna-se necessario realizar estudos com as fracdes do extrato da casca
da C. urucurana para identificar qual grupo de compostos é responsavel pelo efeito
gastroprotetor, afim de elucidar se tal efeito relaciona-se com algum composto isolado ou
se € devido ao sinergismo entre 0s mesmos, assim como elucidar os possiveis mecanismos

envolvidos.

4. Conclusao

Conclui-se que o extrato metandlico da casca da Croton urucurana apresenta
atividade gastroprotetora, tanto nos modelos de prevencdo como no modelo de cura de
Ulcera gastrica, com resultados melhores que os obtidos com drogas ja comercializadas e
indicadas para o tratamento de Ulcera gastrica. O efeito gastroprotetor ndo se relacionou a
acdo do oxido nitrico enddgeno, mas foi dependente dos compostos sulfidrilicos, assim
como aumentou a producdo de muco e diminuiu a acidez gastrica. Além disso, o ECU nos
parametros avaliados ndo desencadeou sinais toxicidade nos animais. Tais dados sugerem
o0 potencial para o desenvolvimento de uma nova droga antiulcerogénica a partir do extrato
da casca da Croton urucurana, porém faz-se necessario outros estudos para elucidar o
possivel mecanismo de acdo do composto e/ou compostos envolvidos na sua agdo
antiulcerogénica, assim como a realizacdo de estudos clinicos para suportar o uso pela

populacdo, como foi evidenciado nos estudos etnofarmacolégicos.
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5.2. Carta de Aprovacédo do Comité de Etica em Experimentacdo Animal 121/10

COMITE DE ETICA PARA
EXPERIMENTACAO ANIMAL

Dourados, 14 de Junho de 2010.

Prezados Pesquisadores:
Karina de Cissia Freitas
Kitia Wolff Cordeiro

O Projeto de vossa autoria 121/10, intitulado: “Avaliagio da eficicia da Crdton
wrucurana Baill. ¢ da semente do mamio papaia (Carica papaya) na prevengio de dlcera
péptica induzida em animais” foi integralmente APROVADO pelo CEP-UNIGRAN e
poderd ser conduzido. Os pesquisadores atenderam as recomendagdes dos relatores.

Ressalto que os relatérios semestrais devem ser apresentados ao Comité para
acompanhamento ¢ que alteragdes em seu projeto devem ser avisadas previamente a
coordenagdo.

Respeitosamente,

Georgia Cristian Borges
Coordenadora do CEP-UNIGRAN

Ana Amélia Gomes
G 1130 Exeoaus OEP UNIGRAN

Comité de Etica para Experimentacio Animal
Centro Universitario da Grande Dourados
R: Balbina de Matos, 2121 — Fone: (67) 3411-4207 / Fax: 3411-4167 — CEP: 79824-900 — Dourados — MS

E-mail: comitedeetica@unigran.br
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5.3. Carta de Aprovagdo do Comité Etica em Experimentacdo Animal 041/11

n COMITE DE ETICA EM PESQUISA

Dourados, 14 de junho de 2011.

Prezada Pesquisadora
Karine de Cassia Freitas

O Projeto de vossa autoria 041/11, intitulado: “Atividade antiulcerogénica da
Créton urucurana na prevenciio e cura de ilcera gistrica induzida em animais " foi
integralmente APROVADO pelo CEP-UNIGRAN e podera ser conduzido.

Ressalto que os relatorios semestrais devem ser apresentados ao Comité para
acompanhamento e que alteragdes em seu projeto devem ser avisadas previamente a

coordenagdo.

Respeitosamente,

Adrigia ¥ m’/. gestriner Felipe de Melo
Coordenadora do CEP-UNIGRAN

Comité de Etica em Pesquisa
Centro Universitirio da Grande Dourados
R: Balbina de Matos, 2121 — Fone: (67) 3411-4207 / Fax: 3411-4167 — CEP: 79824-900 — Dourados - MS
E-mail: Luni r



