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RESUMO

EFEITO GASTROPROTETOR DAS PARTES AEREAS DO EXTRATO
AQUOSO DA Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze EM CAMUNDONGOS.
Leticia de Souza Ramos. Aracaju, 2023.

A Ulcera gastrica € caracterizada por lesbes na mucosa gastrica. Para seu
tratamento utilizam-se farmacos que néo sao totalmente eficazes e seu uso
prolongado pode causar sérias reagdes adversas. As plantas representam uma
alternativa eficaz para o tratamento de varias doencas e a Mesosphaerum
pectinatum (L.) Kuntze, que € muito conhecida no nordeste brasileiro como
"canudinho" ou “sambacaita”, é utilizada popularmente na forma de chas, para
dor, cicatrizagao de feridas, inflamagao e problemas gastrico. Assim, o presente
trabalho teve como objetivo investigar a agao gastroprotetora do extrato aquoso
da M. pectinatum (EAMP) em camundongos e 0s possiveis mecanismos
envolvidos na gastroprotegdo. Apds aprovagao do Comité de Etica em Pesquisa
Animal da UFS n°® (4058270622), foram utilizados camundongos Swiss machos,
o modelo de ulcera induzida por etanol acidificado (etanol a 60%/HCIl a 0,3 mol/L)
foi utilizado para avaliar o efeito gastroprotetor do EAMP (25, 50 e 100 mg/kg,
v.0.), como também avaliar a atividade de mieloperoxidase e concentragdes de
fator de necrose tumoral (TNF)-a, e interleucinas (IL)-1B e 6 no tecido gastrico.
Ainda, investigou-se a participagao de compostos sulfidrilicos nao proteicos (NP-
SH), oxido nitrico (NO) e canais para K* sensiveis ao ATP (Katp). O pré-
tratamento com EAMP (25, 50 e 100 mg/kg) reduziu significativamente a area de
les&o gastrica induzida pelo etanol acidificado, como também reduziu a atividade
da mieloperoxidase no tecido gastrico. Além disso, a indugcdo com etanol
acidificado nao alterou a concentracdo de TNF-a e IL-1B8, mas aumentou a
concentracdo de IL-6 (p<0,001) em relacdo ao tecido ndo ulcerado. O pré-
tratamento com EAMP (50 mg/kg) diminuiu a concentracdo desta citocina no
tecido gastrico (p<0,001). O pré-tratamento com o bloqueador dos NP-SH (N-
etilmaleimida, 10 mg/kg, i.p.) inibiu a resposta gastroprotetora causada pelo
EAMP (50 mg/kg; p<0,001), mas isso nao ocorreu mediante os pré-tratamentos
com um bloqueador de Kartp (glibenclamida, 10 mg/kg, i.p.) e um inibidor das
oxido nitrico sintases (L-NAME, 70 mg/kg). Estes resultados fornecem
evidéncias de que o EAMP exerce agao gastroprotetora em camundongos por
diminuir a resposta inflamatoéria e com a participacdo de NP-SH. Experimentos
adicionais deverao contribuir para o melhor entendimento das acgbes deste
extrato.

Palavras-chave: Mucosa gastrica; ulcera; plantas medicinais; Mesosphaerum
pectinatum (L.) Kuntze;



ABSTRACT
Gastroprotective effect of the aerial parts of the aqueous extract of
Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze in mice. Leticia de Souza Ramos.
Aracaju, 2023.

Gastric ulcer is characterized by lesions in the gastric mucosa. The drugs used
for its treatment are not entirely effective and their prolonged use can cause
serious adverse reactions. Plants represent an effective alternative for the
treatment of various diseases, and Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze, which
is well known in the Brazilian Northeast as "canudinho" or "sambacaita," is
popularly used in the form of teas for pain relief, wound healing, inflammation,
and gastric problems. Thus, the present study aimed to investigate the
gastroprotective action of the aqueous extract of M. pectinatum (EAMP) in mice
and the possible mechanisms involved in gastroprotection. After approval from
the UFS Animal Research Ethics Committee (No. 4058270622), male Swiss mice
were submitted to the model of ethanol-induced ulcer (ethanol at 60%/HCI at 0.3
mol/L) to assess the gastroprotective effect of EAMP (25, 50, and 100 mg/kg,
orally), as well as to evaluate the activity of myeloperoxidase and concentrations
of tumor necrosis factor (TNF)-a, and interleukins (IL)-18 and 6 in gastric tissue.
Additionally, the involvement of non-protein sulfhydryl compounds (NP-SH), nitric
oxide (NO), and ATP-sensitive K+ channels (KATP) was investigated.
Pretreatment with EAMP (25, 50, and 100 mg/kg) significantly reduced the area
of gastric lesions induced by acidified ethanol, as well as reducing the activity of
myeloperoxidase in gastric tissue. Furthermore, the induction with acidified
ethanol did not alter the concentration of TNF-a and IL-1B but increased the
concentration of IL-6 (p<0.001) compared to non-ulcerated tissue. Pretreatment
with EAMP (50 mg/kg) decreased the concentration of IL-6 in gastric tissue
(p<0.001). Pretreatment with the NP-SH blocker (N-ethylmaleimide, 10 mg/kg,
i.p.) inhibited the gastroprotective response caused by EAMP (50 mg/kg;
p<0.001), but this did not occur with pretreatments with a KATP blocker
(glibenclamide, 10 mg/kg, i.p.) and an inhibitor of nitric oxide synthases (L-NAME,
70 mg/kg). These results prove that EAMP exerts gastroprotective action in mice
by reducing inflammatory response and involving NP-SH. Additional experiments
should contribute to a better understanding of the actions of this extract.
Keywords: Gastric mucosa; ulcer; medicinal plants; Mesosphaerum pectinatum
(L.) Kuntze.



RESUMO VOLTADO PARA SOCIEDADE

EFEITO GASTROPROTETOR DO EXTRATO AQUOSO DA Mesosphaerum
pectinatum (L.) Kuntze EM CAMUNDONGOS. Leticia de Souza Ramos.
Aracaju, 2023.

Canudinho ou sambacaita € uma planta conhecida em Sergipe e em outros
estados do Nordeste. Seu nome cientifico € Mesosphaerum pectinatum (L.)
Kuntze e a populagdo usa o cha dessa planta para tratar inflamagao, dor e
problemas de estdbmago. Como muita gente sofre com problemas de estébmago,
porque tem ulceras ou refluxo, consideramos importante testar em animais de
laboratério (camundongos) se o canudinho pode proteger o estbmago contra
lesdo causada por alcool. Vale lembrar que o uso de alcool esta relacionado a
problemas de estdbmago. Usamos o extrato aquoso das partes aéreas do
canudinho, ou seja, tudo da planta menos a raiz. O extrato aquoso foi usado por
ser, em laborat6rio, muito parecido com o cha que as pessoas utilizam. Primeiro,
alguns camundongos receberam o extrato aquoso do canudinho e outros
receberam um tratamento com agua. Depois de 1 hora todos receberam uma
dose de alcool (etanol) acidificado. Depois de mais 1 hora e de anestesiar e
eutanasiar corretamente os animais, seu estdbmago foi retirado para observar o
tamanho das lesdes. Assim, essas lesbdes e a inflamagao no estdbmago foram
medidas. Todos os experimentos seguiram as leis sobre o uso de animais na
pesquisa e foram aprovados antes de seu inicio pelo Comité de Etica em
Pesquisa Animal da UFS. Os experimentos mostraram que o tratamento com o
extrato protegeu o estbmago dos camundongos da lesdo pelo alcool e ainda
reduziu os sinais de inflamagao. Na sequéncia procuramos entender como o
extrato melhorava o estdmago dos camundongos. Descobrimos que a agao
protetora do extrato tem a ver com o aumento de substancias do préprio
organismo que protegem o estbmago (conhecidas como compostos sulfidrilicos).
Estas substancias normalmente ajudam o estdmago a se proteger de fatores que
causam as lesdes. Vai ser preciso mais testes para entender completamente o
efeito do extrato aquoso do canudinho, mas esses resultados ja nos mostram

que ele pode ter efeito protetor no estébmago.
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1. INTRODUGAO

A Ulcera gastrica € considerada uma doencga gastrointestinal que afeta
mais de 10% da populagdo mundial. E caracterizada por lesées na mucosa
gastrica e pode levar a complicacbes deletérias ao organismo e até a morte
(Lanas; Chan, 2017). A fisiopatologia da ulcera gastrica ainda nao foi totalmente
elucidada, porém é amplamente aceita a teoria de que o desequilibrio entre
fatores protetores da mucosa gastrica (muco, bicarbonato, prostaglandinas,
oxido nitrico e compostos sulfidrilicos, glutationa e as enzimas antioxidantes) e
os fatores agressores enddgenos (grande quantidade de acido e pepsina) ou
exdgenos (alcool,cafeina, tabaco, infecgao por Helicobacter pylori, ingestao de
anti-inflamatoérios ndo esteroides (AINEs)), para desenvolver a ulcera gastrica
(Charitos et al., 2022; Dutta et al., 2021; Xiao et al., 2021).

A estratégica terapéutica para a ulcera gastrica € baseada no alivio da
dor, reducdoda acidez estomacal e no fortalecimento da barreira da mucosa
gastrica (Lombardo, 2021). Farmacos inibidores da secregdo acida, como a
cimetidina (antagonista dos receptores H2) e omeprazol (inibidor da bomba de
prétons) sdo amplamente usados, porém esses farmacos nao sao totalmente
eficazes e seu uso prolongado pode causar sérias reagcbes adversas; por
exemplo o uso prolongado do omeprazol pode levar a deficiéncia da vitamina B12
e risco aumentado de céncer gastrico (Kamada et al., 2021; Whitman; O’neil,
2018).

Os produtos naturais representam uma alternativa eficaz para os
tratamentos de varias doencas e se destacam pelo papel importante que vem
desempenhando ao longo dos anos na descoberta de novas drogas (Aleide et
al., 2021; Tan et al., 2023).

Dentre os diversos produtos naturais destaca-se a Mesosphaerum
pectinatum (L.) Kuntze, uma erva da familia Lamiaceae, muito conhecida no
nordeste brasileiro como "canudinho" ou popularmente chamada de
“sambacaita”. E uma planta de pequeno porte e caule macio ou maleavel com

folhas aromaticas (Pedroso; Andrade; Pires, 2021). Sua utilizagdo na medicina
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popular acontece em inumeras situagbes, como: problemas gastricos,
rinofaringite, congestéo nasal, doencas de pele e febre (Lima et al., 2019). E
nativa de terras selvagens ou cultivada préximo a residéncias nos estados de
Sergipe e Alagoas. Em Sergipe, além do que foi citado, é utilizada na dor,
cicatrizacao de feridas e inflamacao (Lima et al., 2019; Melo et al., 2021).

As atividades bioldgicas descritas na literatura para a M. pectinatum (L.)
Kuntze incluem atividades anti-inflamatéria, sendo usada em forma de cha
(Reyes-Proano et al., 2022), antinociceptiva (Arrigoni-Blank et al., 2008; Bispo et
al., 2001; Lisboa et al., 2006; Paixao et al., 2013), antidematogénica (Silva;
Oliveira; Souza, 2021), antimicrobiana (Fragoso-Serrano; Gibbons; Pereda-
Miranda, 2005; Silva; Oliveira; Souza, 2021), inseticida e leishmanicida (Falcao
et al., 2013; Lima et al., 2019).

No Brasil ndo ha dados nacionais exatos sobre a prevaléncia das ulceras
pépticas, mas a partir do DATASUS, foi possivel coletar dados sobre o numero
de internagdes por ulcera gastrica e duodenal. No Brasil, entre janeiro de 2021
e janeiro de 2023 foram contabilizados 33.865 casos e em Sergipe foram
contabilizados 178 casos de internacdo. Ressalta-se que os casos de internagao
estdo muito aquém da prevaléncia pois s6 0s casos mais graves demandam
internagdes. Estes dados corroboram a alta prevaléncia de doengas gastricas,
normalmente associadas ao estilo de vida e ao uso de medicamentos (BRASIL,
2024).

O uso popular do cha, também é referido a tratamento de problemas
gastricos (Lombardo, 2021), apesar de ndo haver na literatura publicagdes
cientificas delineando claramente estes efeitos em modelos pré-clinicos. Ao
nosso conhecimento, a unica referéncia a esta propriedade esta presente no
estudo de screening inicial de Jesus (2016), o qual mostrou que doses altas de
(300 ou 500 mg/kg) de um extrato aquoso de M. pectinatum reduziram a leséo
gastrica em ratos. Entretanto, este estudo n&o avaliou os mecanismos
envolvidos nesta resposta.

Da mesma forma que varias plantas medicinais foram estudadas e
apresentaram efeitos gastroprotetores, por mecanismos que envolvem a inibigao
da secrecédo acida, o aumento da formagao de mediadores gastroprotetores e a

reducdo de citocinas pro-inflamatorias (Keny; Kale, 2022; Shipa et al., 2022),
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neste estudo propde-se que a M. pectinatum € uma planta com potencial
gastroprotetor e para avaliar foi escolhido o extrato aquoso da planta, baseado
na utilizagdo na forma de cha pela populagéo (Santana, 2019). Assim a hipétese
deste estudo é de que o extrato aquoso da M. pectinatum causa efeitos
gastroproterores em modelos pré-clinicos em camundongos por modular

mecanismos envolvendo fatores protetores para a mucosa gastrica.

2. REVISAO DA LITERATURA

2.1. ETIOLOGIA DA ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica é caracterizada pelo o aparecimento de lesdes na
mucosa gastrica, quando danificada ocasiona sangramento e perfuragao,
agravando a doenga (Lanas; Chan, 2017; Sun et al., 2014). Sua fisiopatologia
esta associada ao desequilibrio entre fatores protetores, como antioxidantes
endogenos, muco e prostaglandinas, e de fatores agressores, como uso crénico
de anti-inflamatérios  ndo esteroides (AINEs), estresse,  Helicobacter
pylori, abuso de alcool, tabagismo, assim como aumento da secrec¢ao de acido
gastrico e formacgéo de espécies reativas de oxigénio (EROs) (Faciulli et al.,
2021; Kavitt et al., 2019).

Dados epidemiolégicos apontam que a ulcera gastrica atinge até 10% da
populagao global, possuindo uma incidéncia anual de 0,1%-0,3%, ao longo da
vida atigindo 5%-10% de prevaléncia (Kuna et al., 2019). O uso exagerado e
prolongado de AINEs tornam essa incidéncia cada vez mais crescente; outro
fator € a idade, onde a populagdo idosa com a polifarmacia e multiplas
comorbidades s&o responsaveis por alto indice de complicagdes, como ulcera
perfurativa, com incidéncia de 1,5%-3% em pacientes portadores de Ulcera
gastrica e indices de morbidade e mortalidade de 35% e 5%-16%
(Malfertheiner; Schulz, 2020; Negm et al., 2022; Saleh et al., 2021; Weled;ji, 2020;
Zhao et al., 2022).

Tanto a infecgdo por H. pylori, como os anti-inflamatérios ndo esteroides

(AINEs) sao considerados agentes causadores mais importantes de ulceras
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gastricas, mas a bactéria H. pylori é responsavel por 60 a 80% dos casos de
Ulcera gastricas, sendo mais proeminente (Campos et al., 2023). A H. pylori é
uma bactéria microaerofilica, em forma de S, gram negativa e mével que pode
ser colonizada no estdmago humano (Keikha; Ali-Hassanzadeh; Karbalaei,
2020). Essa bactéria provoca lesées na mucosa, devido a sua capacidade de
interagir com as células epiteliais, destruindo-a e levando a uma produgao de
radicais livres que danificam o DNA das células epiteliais, enquanto a producao
e proliferagdo de citocinas inflamatérias induzem apoptose (Algood, 2020;
Alzahrani et al., 2014).

A utilizacdo dos AINEs ocasiona ainibicio da COX-1 no trato
gastrointestinal levando a reducdo da secregao de prostaglandinas e seus
efeitos citoprotetores na mucosa gastrica, aumentando a suscetibilidade as
lesdes na mucosa gastrica. A inibicdo da COX-2 também pode desempenhar
um papel na lesdo da mucosa, devido nas células epiteliais do estdbmago, induzir
a formagdo de prostaglandinas que contribuem para a cicatrizagdo destas
lesbes, como as prostaglandinas, dentre elas a PGE2com atividade
predominante, agem estimulando a secrecao de fluidos e cloretos pela mucosa
impedindo a invasao de bactérias na circulagao sistémica (Drini, 2017; Kummer;
Coelho, 2002).

Além desses fatores, o estresse emocional e os aspectos psicologicos sdo
constantemente apresentados como colaboradores importantes no inicio e no
curso da patologia (Alp; Court; Grant, 1970; Levenstein et al., 2015). A ansiedade
e o estresse inibem a produgéo de células e glandulas responsaveis pela sintese
e secregao do muco protetor, comprovando que grandes variagdes emocionais
interferem na funcionalidade do trato gastrointestinal (Andrade et al., 2021).

O etanol é outro importante agente causador de lesao necrética no tecido
gastrico, com inflamacgao na infiltragcéo celular e reduz a secre¢ao de bicarbonato,
muco gastrico e oxido nitrico (Onyemelukwe et al., 2023). Além disso, o etanol
reduz o fluxo sanguineo gastrico e induz o estresse oxidativo, aumentando a
produgao de malondialdeido e reduzindo a producao de glutationa (ElI-Maraghy;
Rizk; Shahin, 2015). A forma de indugao utilizada em muitos estudos é com
administragcdo oral de etanol acidificado, que consequentemente, induz o

estresse oxidativo intracelular na mucosa gastrica, além de interromper o muco
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gastrico, o que leva a perturbacdo da mucosa epitelial superficial, necrose celular
e Ulcera gastrica (Tonchaiyaphum et al., 2021). Com isso, causa dano gastrico
hemorragico agudo atribuido ao aumento da infiltragdo neutrofilica, sinal de
reacao inflamatoria (Byeon et al., 2018). Assim, estas caracteristicas estao
associadas a mudanca dos fendmenos fisioldgicos de controle da secregao

gastrica.

2.2. O ESTOMAGO E A FISIOLOGIA DA SECREGAO GASTRICA

O estbmago é uma estrutura versatil que exerce diversas fungdes, que
incluem digestdo de alimentos, atuagdo do sistema imunologico e regulagdo
hormonal relacionada a homeostase metabdlica (Arin et al., 2017). A produgao
de acido desempenha um papel significativo na contribuicdo do estémago para
o processo digestivo (Kim; Shivdasani, 2016).

O estdbmago é dividido em duas regides anatdémicas que s&o diversas em
termos de desenvolvimento e funcionalidade na organizagao de suas glandulas
(Kim; Shivdasani, 2016). Composto por duas areas funcionais: a area oxintica
(fundo e corpo), onde reside a maioria das células parietais, responsaveis pela
producdo e secrecao de acido cloridrico. Ja as células mucosas do colo das
glandulas gastricas s&o responsaveis por secretar muco protetor e as células
superficiais secretam bicarbonato (Arin et al., 2017). A cardia esta situada na
jungao gastroesofagica e esta localizada entre o es6fago e o estdmago. O corpo
e o fundo armazenam e acomodam os alimentos e a agua, como também
acomoda glandulas secretoras que liberam enzimas digestivas e acido cloridrico.
O antro € composto por epitélio colunar simples secretor de fluido alcalino,
células G secretoras de gastrina e células D produtoras de somatostatina. O
piloro é localizado na jungéo gastroduodena, impedindo o refluxo de alimento e
agua (Matsukura et al., 1997; Soybel, 2005) (Figura 1).

O estdbmago é constituido por quatro camadas ou tunicas, sendo elas, a
serosa, muscular, submucosa e mucosa, cada uma contribuindo para as fung¢oes

digestivas que este 6rgao exerce (Pinheiro et al., 2014)(Figura 2).
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CORPO GASTRICO

PILORO ANTRO

Figura 1: Imagem ilustrativa do estdmago humano. Estdbmago humano dividido em porg¢des
(fundo, corpo gastrico, cardia, piloro e antro). A area oxintica € uma das areas funcionais onde
situam-se o fundo e o corpo, residindo a maioria das células parietais. Ja nas células mucosas
do colo vao secretar muco protetor e as células superficiais que secretam bicarbonato. A cardia
se localizada entre o es6éfago e o estdmago. O corpo e o fundo armazenam, acomodam os
alimentos e a agua, como também glandulas secretoras liberando enzimas digestivas e acido
cloridrico. O antro é composto por epitélio colunar simples secretor de fluido alcalino, células G
secretoras de gastrina e células D produtoras de somatostatina. Ja o piloro € localizado na jungao

gastroduodenal, impedindo o refluxo de alimento e agua (Fonte: www.kenhub.com adaptado).
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Figura 2: Representagao histolégica do

estdmago. O estdmago é constituido por quatro camadas ou tunicas, sendo compostas pela

serosa, muscular, submucosa e mucosa (Adaptado de SILVERTHORN, 2017).

A fungado digestiva do estbmago consiste em regular e sustentar a
secregao acida para esterilizar os alimentos ingeridos, com uma rigorosa
regulagao para nao exceder os fatores de protegao. O suco gastrico € composto
por acido cloridrico, dgua, enzimas digestivas, muco, eletrdlitos e fator intrinseco,
possuindo papel importante na fisiologia do estbmago na quebra de proteinas e
no acido gastrico (Aprigio; Vasconcelos, 2022). A producao de acido gastrico é
um processo que engloba as vias neuronais, hormonais e enddcrinas. Todas
essas vias tém um alvo comum: a célula parietal (responsavel pelo
funcionamento da secregao acida) (Sung et al., 2018). O acido cloridrico (HCI) é
secretado pelas células parietais pelo estimulo da gastrina, a qual transforma o
pepsinogénio em pepsina formando assim o suco gastrico (Martinsen; Fossmark;
Waldum, 2019; Sung et al., 2018; Wu, 2019). Para manter uma faixa segura de
secrecao acida, o sistema neuroenddcrino extrinseco e intrinseco do estbmago
equilibra as influéncias entre as vias estimulatorias e inibitérias integradas na

mucosa gastrica (Engevik; Kaji; Goldenring, 2020).
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Diariamente, o estbmago produz aproximadamente 2,5 litros de suco
gastrico. Essa produgdo € essencial para facilitar a digestdo das proteinas,
absorver nutrientes e eliminar agentes prejudiciais. A bomba H+/K+ ATPase esta
localizada na célula parietal, € responsavel por manter a acidez do estdbmago
pela liberacao de ions H* para a luz gastrica (Silva et al., 2002).

O suco gastrico é a mistura da secrec¢ao parietal (acido e fator intrinseco),
das secregdes nao-parietais (muco, bicarbonato, Na+, K+ e pepsinogénio), como
também trés mediadores quimicos enddgenos, acetilcolina, gastrina e histamina,
vao agir estimulando a secreg¢ao do acido cloridrico (Kato et al., 1997).

Varios tipos de células regulam a secrecao de acido gastrico (Figura 3),
como as células tipo enterocromafins (ECL), via enddcrina, regula a secregéo
acida pela produgcdo de histamina; as células X secretam grelina, ativando
células parietais através de vias paracrinas e neurais; as células G secretam
gastrina, e liga-se diretamente as células parietais ou estimulam a secrecgéo
acida mediada pela liberacdo de histamina das células ECL (Duan; Rico;
Merchant, 2022). A via eferente vagal, por sua vez, mediada pelo sistema
nervoso entérico (SNE) e estimula as células G através do peptideo liberador de
gastrina (GRP) e acetilcolina (ACh), bem como as células ECL através do
peptideo ativador da adenilato ciclase hipofisario (PACAP) (Engevik; Kaiji;
Goldenring, 2020). O sinal colinérgico também inibe a liberagdo de somatostatina
das células D, acelerando a secre¢ao acida, além disso, o peptideo relacionado
ao gene da calcitonina (CGRP), que € liberado dos terminais aferentes vagais
ativa as células X para aumentar a via secretora de acido (Engevik; Kaji;
Goldenring, 2020; Malfertheiner; Schulz, 2020). A somatostatina inibe
diretamente a secregcdo de acido gastrico das células parietais, bem como
indiretamente através da sua acido nas células ECL e nas células G, e a
histamina suprime a atividade das células ECL como um sistema de feedback
negativo. Por fim, a apelina, produzida pelas células parietais, exerce efeitos
inibitorios ou estimuladores nas células ECL (Duan; Rico; Merchant, 2022;
Malfertheiner; Schulz, 2020) (Figura 3).
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Figura 3: Componentes celulares que controlam a secreg¢do de acido gastrico. Para o
controle da secrecdo gastrica é necesséria participagcdo de algumas células, como as células
enterocromafins (ECL) através da histamina e célula X que secreta grelina e ativam as células
parietais através das vias paracrinas e neurais; ja gastrina é secretada pelas células G e liga-se
diretamente as células parietais ou estimula a secreg¢do acida mediada pela liberagdao de
histamina das células ECL; a via eferente vagal € mediada pelo sistema nervoso entérico (SNE)
e estimula as células G através do peptideo liberador de gastrina (GRP) e acetilcolina (ACh) e
estimula as células ECL através do peptideo ativador da adenilato ciclase hipofisario (PACAP);
o sinal colinérgico também pode inibir a liberagdo de somatostatina das células D, acelerando a
secregao acida; o peptideo relacionado ao gene da calcitonina (CGRP) liberado dos terminais
aferentes vagais ativa as células X para aumentar a via secretora de acido, a somatostatina inibe
diretamente a secre¢do de acido gastrico das células parietais, assim como indiretamente
através da sua agao nas células ECL e nas células G; a histamina suprime a atividade das células
ECL como um sistema de feedback negativo e a apelina, produzida pelas células parietais,
exerce efeitos inibitérios ou estimuladores nas células ECL (Engevik; Kaji; Goldenring, 2020).

A gastrina € um horménio produzido pelas células G do antro gastrico que
age estimulando a secregcdo de acido gastrico, a proliferagdo, migracao,
diferenciacdo e sobrevida das células epiteliais gastricas (Engevik; Kaji;
Goldenring, 2020). Age ativando os receptores de gastrina (CCK2) nas células
ECL na mucosa oxintica secretando histamina, que estimula as células parietais
adjacentes a secretar acido, sendo o indutor mais potente da secregéo do acido.

A secrecao acida € mediada pela bomba de proétons via receptores histaminicos
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H2 e muscarinicos M3 nas células parietais (Engevik; Kaji; Goldenring, 2020;
Zeng et al., 2020).

A bomba de préton é conhecida como H+/K+-ATPase nas células parietais
e é responsavel por manter a acidez do estdmago pela liberagéo de ions H+ para
aluz gastrica (Nascimento et al., 2019). Aregulagao das células parietais garante
a secregao adequada do HCI. A enzima H+/K+-ATPase regula a troca de ions de
H+ citoplasmatico por canais de potassio extracelular, com isso o ion cloreto &
secretado através dos canais ativados por monofosfato ciclico de adenosina
(AMPc), tem gastos energéticos elevados, diante disso essas células tem uma
maior capacidade mitocondrial em comparagao a qualquer célula do corpo
(Engevik; Kaiji; Goldenring, 2020; Yao; Smolka, 2019).

A secregao do acido gastrico divide-se em 3 fases. A fase cefalica, onde
a secrecdo do acido gastrico acontece pela excitacdo vagal e consequente
liberacdo de acetilcolina, sendo estimulada pelo pensamento, visdo, cheiro ou
sabor (Engevik; Kaji; Goldenring, 2020). A segunda fase, ou fase gastrica, é
mediada por uma distensdo gastrica, enquanto o alimento entra no lumen
gastrico, a distensao antral causa a liberagao da gastrina e distensdo do fundo
gastrico aumentando os efeitos da gastrina e histamina. Durante essa fase
ocorre a maior parte da liberagdo de acido gastrico (Lima et al., 2016). Por fim,
na fase intestinal, fase de inibicdo da secrecdo do acido gastrico, e ocorre
quando o alimento entra no intestino delgado e o duodeno executa fungéo
inibitéria através do envio de sinais para o estbmago modulado pelo sistema

nervoso entérico (Lima et al., 2016; Wapnir e Teichberg, 2002).

2.3. FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

A mucosa gastrica possui mecanismos importantes para se proteger da
agressao sofrida pelo acido cloridrico e enzimas gastricas, assim como de
fatores externos, a exemplo, de medicamentos (Campos et al., 2023). As formas
para prevencao de danos ao revestimento gastrico, s&o o muco e o bicarbonato,

conhecidos como barreira fisica e quimica. As células da camada mucosa
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epitelial, do tipo colunar simples, tem fungdo digestiva, e protetora, se
estendendo até a lamina préopria onde formam colunas de células secretoras,
chamadas glandulas gastricas (Campos et al., 2023; Lu et al., 2021).

Os responsaveis pela integridade e fungao da barreira da mucosa gastrica
sdo as células epiteliais. Muitos mecanismos de defesa contra o ambiente
gastrico sao desenvolvidos na mucosa gastrica, como barreira muco-
bicarbonato-fosfolipide, camada mucosa, microcirculagdo mucosa, renovagao
de células epiteliais, prostaglandinas endégenas e fator de crescimento
epidérmico (Lu et al., 2021). Estudos recentes demonstraram que peptideos
como orexina-A, leptina, colecistocinina, grelina, apelina, além de fatores de
regulagéo do apetite, desempenham papel protetor da mucosa gastrica contra
efeitos nocivos, regulando esses mecanismos (Birsen; izgt-Uysal, 2022).

As prostaglandinas protegem a mucosa gastrica, promovendo a secregao
de muco e bicarbonato, mantendo o fluxo sanguineo e limitando a secregéo
acida (Sanchez-Mendoza et al., 2020). Atuando como potentes vasodilatadoras,
as prostaglandinas tém a capacidade de aumentar o fluxo sanguineo, dando
maior resisténcia no desenvolvimento de lesbes (Lima et al, 2021). Os
receptores ativados pela PGE2 sao subdivididos em 4 subtipos acoplados a
proteina G: EP1, EP2, EP3 e EP4 (Norel et al., 2020).

Considerado um dos mais importantes mediadores intracelulares e que
também desempenha importante fungdo na prote¢do da mucosa gastrica, o
oxido nitrico esta envolvido na regulagdo do fluxo sanguineo da mucosa,
secregao, barreira de defesa e reducao da infiltragcdo de leucdcitos (Kitay; Link;
Geibel, 2017; Liang et al., 2021). Além de exercer efeito inibitério na adesédo de
neutréfilos ao endotélio vascular, age na infiltracdo de neutrdfilos no tecido
gastrico (Magierowski et al., 2015).

Assim como o NO esta envolvido em varias atividades fisioldgicas, o
sulfeto de hidrogénio (H2S) € um neurotransmissor gasoso que induz efeitos
vasodilatadores, neuromoduladores e anti-inflamatérios (Andrés et al., 2023;
Magierowski et al., 2015). A sintese enzimatica de H2S envolve duas enzimas
dependentes de piridoxal-5'-fosfato localizadas no citosol: cistationina B-sintase
(CBS) e cistationina y-liase (CSE), enzimas expressas na mucosa gastrica,

sendo também considerada produto de processos digestivos (Andrés et al.,
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2023; Chen et al., 2014). Varios estudos demonstraram que o H2S
possui propriedades anti-inflamatérias, resultando na inibicdo da adesao
endotelial de leucdécitos, na modulacdo da expressdo de marcadores
inflamatdrios, na biossintese de prostaglandinas e na interagdo com fatores de
transcricdo, como o fator nuclear potenciador da cadeia leve kappa de células B
ativadas (NF-kB) e fator 2 relacionado ao fator nuclear eritréide 2 (Nrf-
2) (Glowacka; Brzozowski; Magierowski, 2020).

Os grupamentos sulfidrilas sdo compostos que participam da protegao da
mucosa gastrica, isso acontece por meio da formagao de pontes dissulfeto entre
as células do epitélio da mucosa, que vao atuar fortalecendo a barreia muco-
bicarbonato e mantendo a integridade do epitélio. A agédo citoprotetora é
resultado do seu efeito antioxidante, que atua na diminuigdo dos radicais livres
(Ouyang et al., 2018).

Por fim, ha o sistema antioxidante com funcao de neutralizar aos radicais
livres protegendo a mucosa gastrica dos efeitos deletérios (Pereira et al., 2021),
como as enzimas antioxidantes, grupamentos sulfidrilicos, superéxido dismutase
(SOD), catalase (CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase
(GST) (Sies; Jones, 2020).

2.4. CITOCINAS RELACIONADAS A RESPOSTA INFLAMATORIA NO
ESTOMAGO

Além dos mecanismos de gastroprotecéo, a resposta inflamatéria também
influencia a protegcdo da mucosa gastrica. De forma geral ela é causada por
estimulos nocivos associados a patdgenos ou leséo tecidual, com a finalidade
de reparar e restaurar tecido danificado, ou seja, € uma resposta protetora do
corpo (Soares et al., 2023). Sinais, como vermelhidao, inchago, calor, dor e perda
da funcgdao tecidual, sdo consequéncia das altera¢des imunoldgicas, bioquimicas
e fisiolégicas que provocam a liberacdo de mediadores quimicos proé-
inflamatdrios no local lesionado, aumentando assim o fluxo sanguineo (Chen et
al., 2017; Silva et al., 2002).
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Os mediadores inflamatérios sdo componentes gerais do processo
inflamatério, dos quais as quimiocinas e citocinas tem importancia devidos a
suas multiplas funcdes. Estas substancias sao sintetizadas localmente pelas
células no local da inflamacgao ou produzidas pelo figado para circular no plasma
sanguineo como precursores inativos, a maioria dos quais sédo ativados pelo
contato com receptores especificos no local da inflamacgao (Tu; Li, 2023).

A necrose tecidual na ulcera gastrica € causada por lesdo vascular e
microvascular, atraindo leucécitos e macréfagos, que fagocitam o tecido
necrotico e liberam citocinas pré-inflamatérias (Tarnawski; Ahluwalia, 2021). As
citocinas constituem um conjunto de proteinas que possuem um papel
fundamental nos processos inflamatérios e nas lesbes gastricas, como as
citocinas pro-inflamatoérias, a exemplo da interleucina 1 (IL-1), fator de necrose
tumoral (TNF) e interleucina 6 (IL-6) (Barbosa Rezende, 2023; Luo et al., 2018).
Vaérios estudos relacionam o estresse e alteragdes no padrdo imunolégico com
essas citocinas, ativando, por sua vez, fibroblastos locais, células endoteliais e
células epiteliais (Rodrigues et al., 2021).

O TNF-a e a IL-1B estdo intimamente associados a fase aguda da
inflamacao e a gravidade da ulcera gastrica. O TNF-a induz a resposta imune
para gerar metabdlitos citotdxicos, suprimir a microcirculagdo gastrica e retardar
a sua recuperagédo (Luo et al., 2018). Conhecida como um dos principais
membros da familia das citocinas exercendo fung&o importante na regulagao da
resposta de hospedeiros no combate a infecgdes, amplificando e coordenando
sinais pro-inflamatoérios pela expressdo de moléculas efetoras, podendo
provocar a expressdao de quimiocinas e moléculas fundamentais para o
recrutamento de neutrofilos ao tecido danificado (Fanoni et al., 2019).

Ja a IL-1B € uma molécula pré-inflamatoria multifacetada e esta envolvida
na iniciagao e amplificagao das respostas inflamatérias (Rech et al., 2020) assim
como na modulagao da fungéo secretora das células epiteliais gastricas, atuando
como potente inibidor da secregéo acida gastrica (Kim; Shivdasani, 2016). Essa
interleucina esta intimamente associada ao desenvolvimento de doencas,
especialmente doencgas gastroduodenais (Ren et al., 2019).

A IL-6 € uma citocina multifuncional, considerada um regulador primario

da inflamagédo aguda e cronica, bem como um estimulador de células T e B


https://www.sciencedirect.com/topics/medicine-and-dentistry/chronic-inflammation

26

(Kang et al., 2020), neutrdéfilos, macréfagos e linfocitos na regido da inflamacgao
produzindo varios produtos Nocivos, radicais e enzimas
lisossomais responsaveis por danos nos tecidos na ulcera gastrica (Aziz et al.,
2019).

2.5. FARMACOTERAPIA NA ULCERA GASTRICA

Apesar dos complexos mecanismos envolvendo as alteragdes fisioldgicas
e inflamatdrias presentes na ulcera gastrica, foram desenvolvidos medicamentos
para o tratamento desta condi¢cdo. A terapia farmacoldgica mais utilizada no
tratamento das ulceras gastricas tem como objetivo principal a diminuigdo da
secregao gastrica (Vera Carrasco, 2023). Os medicamentos mais utilizados
incluem inibidores da bomba de prétons e antagonistas de receptores de
histamina-2 (Chiari-Andréo e Ventura, 2023).

Os inibidores de bomba de prétons (IBPs), como pantoprazol,
esomeprazol ou omeprazol. Sdo amplamente utilizados na clinica para o
tratamento de ulcera gastrica. Atuam inibindo a enzima gastrica H+/K+-ATPase
(bomba de proétons) resultando na inibicdo da secregao acida (KAMADA et al.,
2021). O uso prolongado dos IBPs pode levar ao efeito rebound, ou seja, causa
ressurgimento de sintomas que ou estavam ausentes ou estavam controlados
durante o uso (ARAUJO et al., 2021), podendo acontecer com todas as
drogas supressoras da acidez gastrica, causando hipersecregdo acida apds a
interrupgdo do uso, como também hipergastrinemia causada por um feedback
negativo entre o pH intragastrico e a célula G antral, provocando prejuizos ao
metabolismo dsseo com aumento do risco de fraturas, deficiéncias nutricionais,
infeccdes, doenca renal e deméncia (ARAUJO et al., 2021; SALGADO et al.,
2019).

Outra alternativa sdo os antagonistas dos receptores H2, farmacos
antagonistas competitivos no receptor H2 das células parietais do estébmago, ou
seja, agir reduzindo a produgéo de acido cloridrico, inibindo a sua produgao de

acido gastrico (Whitman; O’neil, 2018). Os efeitos adversos desses farmacos séo
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diarreia, constipacao intestinal, nauseas, vémitos, flatuléncia (Whitman; O’neil,
2018; Zaterka et al., 2019).

Mais recentemente foi aprovado para o tratamento de ulcera gastrica, a
vonoprazan, que atua pelo bloqueio acido competitivo de potassio (P-CABs), age
inibindo a bomba de prétons e aumentando o pH intragastrico de forma rapida e
potente, o mantendo em maior grau do que os IBPs, isso tem sido associado a
taxas mais altas de erradicagéo de H. pylori (Chey et al., 2022). Estes farmacos
tém como principais vantagens serem estaveis a pH baixo e ndo precisam de
revestimento entérico, ao contrario dos IBPs. Além disso, tem rapido inicio de
acao, rapida elevagdo do pH gastrico e atingem niveis préoximos do efeito
maximo a partir da primeira dose, tornando sua efetividade superior quando
comparada com os IBP’s (Lima et al., 2023).

Apesar da importancia clinica dos IBPs e dos antagonistas H2, os
principais farmacos em uso atualmente, a terapia ndo é completamente eficaz e
seu uso de forma prolongada pode trazer efeitos indesejados, por exemplo o uso
prolongado do omeprazol pode levar a uma deficiéncia da vitamina B12 e risco
de cancer gastrico (Kamada et al., 2021; Whitman; O’neil, 2018), além de nao
promover cura, cicatrizagao definida das ulceras gastricas (Chinzon et al., 2022,
Medeiros; Raiol; Felisberto, 2023). Estas questbes ndo sao bem resolvidas com
farmacos mais novos, como a vonoprazana, por nao ter muitos estudos
relacionados (Lima et al., 2023). Diante disso, a busca por novas alternativas
farmacoldgicas de tratamento para a ulcera gastrica é relevante para garantir um

tratamento mais adequado, diminuindo suas reagdes adversas.

2.6. Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze: USOS POPULARES A
ACOES FARMACOLOGICAS

Consideradas fonte importante de compostos quimicos com atividade
farmacoldgica, as plantas medicinais s&o utilizadas desde as civilizagbes

antigas, e atualmente ja existe conhecimento prévio sobre algumas plantas
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auxiliarem no tratamento de doencgas ou até mesmo a cura (Ferreira et al., 2019).
No Brasil, é bastante tradicional o uso de plantas medicinais e tem se tornado, a
cada dia, mais comum devido a disseminacédo da moda naturalista e ao alto custo
dos produtos farmacéuticos industrializados e a sua importancia econémica
(Silva; Oliveira; Souza, 2021; Silva et al., 2002).

Figura 4: Imagens ilustrativas da Mesosphaerum pectinatum (L) Kuntze. Erva da familia
Lamiacea, € uma planta herbacea encontrada em campos agricolas, jardins publicos e areas
residenciais, popularmente conhecida no mundo como “hortela-de-pente”, e no Nordeste
brasileiro conhecida como “sambacaita” ou “canudinho”. Suas folhas, cascas e inflorescéncias,
no estado de Sergipe, sao utilizadas principalmente para o tratamento de infecgbes bacterianas,
inflamagdes e dores, mas seu uso também esta relacionado ao tratamento de problemas

gastricos. Fonte: Google imagens.

A Hyptis pectinata (L.) Poit, € uma erva da familia Lamiacea, atualmente
chamada de Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze, € uma planta herbacea
encontrada em campos agricolas, jardins publicos e areas residenciais (Reyes-
Proafo et al., 2022), popularmente conhecida no mundo como “hortela-de-
pente”, e no Nordeste brasileiro conhecida como “sambacaitd” ou “canudinho”
(Santana, 2019). No estado de Sergipe, suas folhas, cascas e inflorescéncias

sdo utilizadas principalmente para o tratamento de infec¢gdes bacterianas,
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inflamacbdes e dores (Santana et al., 2023), mas seu uso também esta
relacionado ao tratamento de problemas gastricos (Lima et al., 2019).

Representa uma das plantas mais vendidas nos mercados livres dos
estados de Alagoas e Sergipe, amplamente consumida pela medicina popular na
forma de cha (infusdo ou decocgéao) (Melo et al., 2021). Ao longo do tempo, tem
havido extensos estudos sobre as espécies do género da Mesosphaerum em
relacdo aos seus aspectos etnobotanicos , farmacolégicos e quimicos, devido a
diversidade de componentes bioativos encontrados em seus 6leos essenciais e
extratos (Caldas et al., 2014). Esses compostos, como compostos fendlicos, tém
apresentado atividades biolégicas ja relatadas na literatura, tais como agao anti-
inflamatéria, inseticida, antimicrobiana, antineoplasica, antinociceptiva,
cicatrizante, antiulcerogénica, dentre outras (Melo et al., 2021; Suzery, Cahyono,
Amalina, 2020).

Alguns estudos avaliaram efeitos do 6leo essencial preparado a partir da
M. pectinatum demonstraram acao larvicida contra Aedes aegypti (Silva et al.,
2008) e efeito inibitério em Streptococcus mutans isolada da saliva de pacientes
(Nascimento et al., 2008).

Para este 6leo essencial, também foi observado o efeito antinociceptivo.
Em um primeiro estudo, esta acao foi verificada em doses a partir de 100 mg/kg
em modelos de nocicepgéao induzida por acido acético ou placa quente (Arrigoni-
Blank et al., 2008). Em outro estudo foi demonstrado que o 6leo essencial
reduziu as contor¢cdes abdominais induzidas por acido acético e formalina, bem
como a reacdo dos animais a placa quente. Esta nocicepgao térmica foi
atenuada pela inibicdo de receptores opioides, receptores muscarinicos e
bloqueio das sintases do 6xido nitrico e ainda neste estudo demonstrou que o
Oleo essencial reduziu a inflamacgao induzida por carragenina no modelo de bolsa
de ar (Raymundo et al., 2011).

Para a avaliacdo da citotoxicidade em células de cancer de mama,
Santana et al., 2020, exibiram atividade antiproliferativa em seu estudo onde trés
compostos isolados da hyptis foram testados contra linhagens celulares de tumor
de mama.

Para o extrato aquoso da M. pectinatum também sao descritos diversos

efeitos. De acordo com Bispo et al., 2001, foi observado efeito antinociceptivo na
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faixa de doses entre 200 e 400 mg/kg (por via oral) utilizando modelos como a
administragdo de acido acético e formalina ou exposicdo a placa quente, bem
como antiedematogénico na dose de 600 mg/kg (via oral) em modelo de
inflamagao na pata de ratos induzido por carragenina.

A atividade antinociceptiva orofacial também foi observada em
camundongos pré-tratados por via oral com extrato aquoso das folhas da M.
pectinatum nas doses de 100, 200 e 400 mg/kg em modelos de indugao de
nocicepgao orofacial pela administragdo de formalina, glutamato e capsaicina
(Paixao et al., 2013).

Outro estudo avaliou o efeito proliferativo do extrato aquoso da M.
pectinatum na regeneragdo hepatica e verificou que este extrato provoca
hepatoprotecao (Melo et al., 2006), como também afeta a respiragao
mitocondrial hepatica por diminuir a fosforilacao oxidativa (Melo et al., 2005).

Por fim, ha pouco conhecimento sobre a agdo gastroprotetora da M.
Pectinatum e apesar de varios estudos mostrarem os efeitos da M. pectinatum
em paramentros nociceptivos, pouco se sabe sobre seus efeitos na
gastroprotecao. No entanto um estudo etnobotanico realizado nas comunidades
Areias, Canjinha, Junco e Rio das Pedras do municipio de Areia Branca/SE,
mostrou que a M. pectinatum foi uma das plantas mais citadas pelos membros
das comunidades sendo o uso na forma de cha. Foi realizado um screening
inicial em que foi verificado que o extrato aquoso da M. pectinatum reduziu a
area de lesao gastrica nas doses de 300 e 500 mg/kg provocada pela

administragao de etanol em ratos (Jesus, 2016)

3. OBJETIVOS

3.1. Objetivo geral

Avaliar o efeito gastroprotetor do extrato aquoso da M. pectinatum (L.)

Kuntze (EAMP) em camundongos e 0s possiveis mecanismos envolvidos na

gastroprotegao.
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3.2. Objetivos Especificos

¢ Avaliar o possivel efeito gastroprotetor do EAMP em ulceras gastricas
induzidas por etanol acidificado.

e Avaliar a agcdo do EAMP sobre parametros inflamatérios em ulceras
gastricas induzidas por etanol acidificado.

¢ Avaliar envolvimento de grupos sulfidrilicos ndo proteicos, 6xido nitrico
e Karp na provavel gastroprote¢cdo causada pelo EAMP em ulceras

gastricas induzidas por etanol acidificado.

4. MATERIAL E METODOS

4.1. Planta (coleta e identificacao)

As partes aéreas de M. pectinatum (Lamiaceae) foram coletadas em
fevereiro de 2022 no municipio de Itabaininha, Sergipe, Brasil (11°20'01.4"S,
37°45'06.7"W). A planta foi encaminhada ao Herbario da Universidade Federal
de Sergipe, Brasil, para o depdsito de excicata com o numero de registro 43141.

O acesso ao patriménio genético foi registrado no Sistema Nacional de
Gestéo do Patriménio Genético e do Conhecimento Tradicional Associado sob o
numero AEB9243.

4.2. Preparacao do extrato aquoso

Folhas secas e trituradas de M. pectinatum foram submetidas a extracao
por infusdo em agua destilada a 100°C na proporcao de 125 g de folhas para 2,5
L de agua. A solugao obtida foi mantida em repouso e resfriada em temperatura

ambiente (25°C) por 15 minutos. Em seguida, filtrada em papel de filtro e
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liofilizada, sendo armazenada a 20°C para posterior utilizagdo, com rendimento

de 16,2g de extrato.

4.3. Animais

Foram utilizados camundongos machos da linhagem Swiss (28- 32 g),
provenientes do Biotério Central da UFS. Eles foram alojados em caixas
plasticas (dimensdes de 30 x 19 x 13 cm) contendo 5 camundongos cada, em
ambiente com temperatura controlada (21-23°C) e mantidos com agua e ragéao
ad libitum e ciclo claro/escuro de 12 h/12 h.

Os protocolos experimentais foram realizados de acordo com os
principios éticos de experimentagdo animal e foram aprovados pelo Comité de
Etica em pesquisa Animal da UFS sob o protocolo CEPA n° 4058270622 (Anexo
[). Para realizagdo dos experimentos, os animais foram distribuidos
aleatoriamente nos grupos experimentais. O avaliador estava encoberto sobre a

identidade dos grupos experimentais.

4.4. Avaliacao do efeito gastroprotetor da M. pectinatum no modelo

de ulcera aguda induzida por etanol acidificado

Para avaliacado da atividade gastroprotetora da M. pectinatum foi utilizado
o método descrito previamente por Mizui; Doteuchi (1983) e adequado as
condi¢gdes do laboratdrio (Biano et al., 2022). Apos 12 horas de jejum alimentar,
os animais (n=8) foram submetidos a administragédo pela via oral (gavagem) de
controle (solugéo salina), veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg, v.0.),
ranitidina (farmaco padrao, 50 mg/kg, v.0.) ou M. pectinatum nas doses de 25,
50 ou 100 mg/kg (v.0.). Apdés 60 minutos, os camundongos receberam, por via
oral (gavagem), agua ou solucéo de etanol a 60% contendo HCl a 0,3 M (10
mL/kg). Transcorrido o periodo de inducédo da lesdo gastrica (60 minutos), os
animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical (sob anestesia
por via inalatdria), tendo seus estdmagos retirados e abertos pela grande

curvatura.
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Inicio do jejum

Pré-tratamento (v.o)
Controle (Solugao salina)
Veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg)
EAMP (25mg/kg)
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Induchio da Glcera géstrica (v.o)
Controle (Solugao salina)
Etanol 60% contendo HCla 0.3M g4 necic e oleta do

Anélise das imagens

EAMP (50 mg/kg)
EAMP (100 mg /kg)
Ranitidina (50 mg/kg)

estimago

Figura 5: Linha do tempo contendo as etapas envolvidas nos experimentos de ulcera

induzida por etanol. EAMP: extrato aquoso da Mesosphaerum pectinatum. Fonte: préprio autor.

As imagens dos estdbmagos foram registradas com camera de celular a
uma distancia fixa de 15 cm e analisadas utilizando o software de analise de
imagens EARP (desenvolvido pelo Dr. Eros Comunello, Universidade Vale do
Itajai, SC, Brasil), com marcagdo manual das areas de leséo. A determinacao
das dimensbes da area com lesao e da area total do estbmago foi calculada pelo
software Imaged, verséo Fiji e os resultados foram expressos como area relativa

de les&o ulcerativa (Robert et al., 1979).

Area total de lesdo
- ~ x100
Area total do estomago

Area relativa de lesdo = <

4.5. Avaliacao da atividade de mieloperoxidase

A avaliagdo da atividade da MPO, por meio de amostras estomacais,
correspondentes aos animais dos grupos salina, veiculo, extrato (25, 50 e 100
mg/kg) e ranitidina, foi determinada pela técnica descrita por Bradley et al.,
(1982). Este experimento foi realizado utilizando 50 a 100 mg de estémago por
animal, de cada grupo experimental. A MPO € uma enzima encontrada

predominantemente em granulos azurdfilos de leucdcitos polimorfonucleares e
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tem sido utilizada como um indice quantitativo para avaliar a inflamagcdo em
varios tecidos. Para tanto, as amostras foram suspensas em tampéo
hexadeciltrimetilaménio (pH 6,0; 50mg de tecido por mL de tamp&o) e
posteriormente moidas em homogeneizador de tecidos. Os niveis teciduais de
atividade de MPO foram determinados usando a técnica descrita por Bradley et
al., (1982), usando 0,0005% de peréxido de hidrogénio como substrato para
MPO. Uma unidade de MPO foi definida como a quantidade capaz de converter
1 umol de peroxido de hidrogénio em agua em 1 minuto a 25°C. No teste, a
medida que o peroxido de hidrogénio € degradado, é produzido o anion
superoxido, responsavel por converter a o-dianisidina em um composto marrom.
A variacao da densidade optica da mistura das amostras com a solucédo de o-
dianisidina em funcao do tempo de reagao foi medida por espectrofotdbmetro a

450 nm. Os resultados foram expressos em unidades MPO/mg de tecido.

4.6. Dosagem de citocinas

As concentragdes de TNF-a, IL-6 e IL-1B foram determinadas em
homogenato tecido usando kits comerciais imunoenzimaticos (ELISA) segundo
as instrugdes do fabricante (R&D Systems, Minneapolis, E.U.A.).

A quantificacdo das citocinas IL1-3, TNF alfa e IL-6 (Invitrogen™) foi
realizada nos estdbmagos, utilizando os kits para ensaio imunoenzimatico
sanduiche (ELISA), de acordo com o protocolo do fabricante.

Brevemente, 100 mg/2mL o tecido foi homogeneizado em tampao de
extragdo de citocina (Tris, NaCl, EDTA, Triton X 100, PMSF) e coquetel inibidor
de protease (1:1000 v/v; Sigma-Aldrich, St. Louis, MO, USA) e 50uL do
sobrenadante foi adicionado a placa de alta ligagao, com o anticorpo de captura
previamente aderido e a placa bloqueada para ligagbes inespecificas.
Posteriormente, as amostras foram incubadas por 2 horas, lavadas, e o anticorpo
de deteccao adicionado a placa. Apds lavagens, o conjugado foi adicionado e,
por fim, foi acrescentado o substrato para revelagdo da cor. As absorbancias

foram medidas em espectrofotdbmetro de acordo com o comprimento de onda
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para cada citocina. Os resultados foram calculados de acordo com a curva
padréao e expressos em pg/mg de proteina.

A concentragdo de citocinas totais dos homogenatos foi quantificada pelo
método de Bradford (1976), utilizando o reagente de Bradford (Sigma-Aldrich®,
St. Louis, E.U.A). Dessa forma, uma curva de calibragao foi realizada, a partir
das concentragdes de 100, 200, 400, 600, 800 e 1000 ug/mL de albumina sérica
bovina (BSA). As concentragdes nos sobrenadantes foram expressas em mg/mL
e utilizadas para a normalizagdo das proteinas totais (1 mg/mL) e calculo da

concentragao de citocinas.

4.7. Investigagao de mecanismos de gastroprotecdo do EAMP em ulceras

gastricas induzidas por etanol acidificado

Para investigar possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotegéo
causada pelo EAMP foi escolhida a dose de extrato que produziu efeito
gastroprotetor. Foram utilizadas diferentes substéncias com a finalidade de
bloquear mecanismos relevantes para a gastroprote¢cao, como N-etiimaleimida
(NEM), um agente que promove a alquilagao e inativagao dos NP-SH; N-nitro-L-
arginina metil éster (L-NAME), um inibidor inespecifico das sintases de éxido
nitrico; glibenclamida, um bloqueador dos KATP. A administracdo das
substancias foi avaliada de acordo com area relativa de lesdo na mucosa

gastrica.

4.8. Avaliagao do envolvimento dos grupamentos NP-SH no efeito

gastroprotetor do EAMP

Neste experimento foi utilizado o pré-tratamento com N-etilmaleimida
(NEM), um agente que promove a alquilagao e inativagado dos NP-SH de acordo
com o método descrito por Sanchez-Mendoza et al., 2018. Os camundongos

(n=6/grupo) em jejum alimentar de 12 horas, receberam a administrac&o pela via
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i.p de veiculo (solugao salina a 0,9%) ou NEM (10 mg/kg). Ap6s 60 minutos, foi
administrado pela via oral, o controle (solugédo salina), o veiculo (Tween 80 a
0,2% em agua, 10 mL/kg) ou EAMP (50 mg/kg) e apds 60 minutos foi realizada
a indugao de Ulceras gastricas por etanol acidificado.

Apos isso, as imagens dos estdbmagos foram registradas com camera de
celular a uma distancia fixa de 15 cm e analisadas utilizando o software de
analise de imagens EARP (desenvolvido pelo Dr. Eros Comunello, Universidade
Vale do Itajai, SC, Brasil), com marcagdo manual das areas de lesdo. A
determinacao das dimensdes da area com lesao e da area total do estdmago foi
calculada pelo software Imaged, verséo Fiji e os resultados foram expressos

como area relativa de leséo ulcerativa (Robert et al., 1979).

. _ Area total de lesdo
Area relativa de lesdo = | = — x100
Area total do estbmago

Al
-12h «2h 1h Oh h | @
— | | I | _
Registro das
: . ¥ S 1 imagens
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Inicio do jejum .

Pré-tratamento farmacolégico (i.p.) Pré-tratamento

{v.0) Indugéo da dlcera géstrica
NEM (10 mg/kg) EAMP (50 mg/kg) (v.0)
L-NAME (T0 ma/k Veiculo (Tween 80  Etanol 60% contendo HCl a . ) .
Glihenr.lnmi‘dn [:;g,{n: f]kg} 0,2% em .igun,'l 0,3M m:;:::;%;;;::“ Anilise das imagens
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Controle (Solugio salina) salina)

Figura 6: Linha do tempo demonstrativa das etapas envolvidas nos experimentos para
avaliagao de mecanismos de ag¢ao para o extrato aquoso de M. pectinatum (EAMP) em
ulcera induzida por etanol acidificado. Glibenclamida: um bloqueador de canais para K +
sensiveis ao ATP; L-NAME: N-nitro-L-arginina metil éster, inibidor inespecifico das sintases de
oxido nitrico; NEM: N-etilmaleimida, inativador de grupos sulfidrilicos n&o proteicos. Fonte:

proprio autor.
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4.9. Avaliacao da participagao do 6xido nitrico no efeito

gastroprotetor do EAMP

Este experimento foi realizado segundo método descrito por Balogun,
Damazo e De Oliveira Martins (2015) e Batista et al., 2015. Foi utilizada o N-
nitro-L-arginina metil éster (L-NAME), um inibidor inespecifico das sintases de
oxido nitrico. Os camundongos (n=6/grupo), em jejum alimentar de 12 horas,
foram submetidos a administracdo pela via intraperitoneal, o controle (agua
destilada), veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucao de NaCl a 0,9%) ou L-NAME
(70 mg/kg). Apdés 60 minutos foi administrado pela via oral, o controle (dgua
destilada), o veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg) ou EAMP (50 mg/kg)
e depois de mais 60 minutos foi realizada a inducédo de ulceras gastricas por
etanol acidificado. Apds isso, as imagens dos estdmagos foram registradas com
camera de celular e analisadas utilizando o software de analise de imagens
EARP, utilizando marcagdo manual das areas de lesdo. A determinagao das
dimensdes da area com lesdo e da area total do estbmago foi calculada pelo
software Imaged, versao Fiji e os resultados foram expressos como area relativa

de lesao ulcerativa.

4.10. Avaliacao da participacao dos canais para potassio dependentes
de ATP (Katp) no efeito gastroprotetor do EAMP

Neste experimento foi usado o pré-tratamento com glibenclamida, um
bloqueador dos KATP, segundo método descrito por Silva et al., (2009). Os
camundongos (n=6/grupo), em jejum alimentar de 12 horas, foram submetidos a
administragdo pela via intraperitoneal, o controle (agua destilada), veiculo
(Tween 80 a 0,2% em solucao de NaCl a 0,9%) ou glibenclamida (10 mg/kg).
Apds 60 minutos, foi administrado pela via oral, o controle (agua destilada), o

veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg) ou EAMP (50 mg/kg) e depois de
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mais 60 minutos foi realizada a indugdo de ulceras gastricas por etanol
acidificado. Apds isso, as imagens dos estdmagos foram registradas com
camera de celular e analisadas utilizando o software de analise de imagens
EARP, utilizando marcagdo manual das areas de lesdo. A determinagao das
dimensbes da area com lesdo e da area total do estbmago foi calculada pelo
software Imaged, versao Fiji e os resultados foram expressos como area relativa

de lesdo ulcerativa.

4.11. Analise estatistica

Os dados foram expressos como média + desvio padrdo da média (D.P.).
A normalidade dos dados foi avaliada utilizando-se o teste de Shapiro-Wilk.
Como nao houve impedimentos para a aplicagao de testes parameétricos, foi
utilizada a Analise de Variancia (ANOVA) seguida do teste de Tukey. Para todas
as analises foram considerados valores significativos quando p<0,05. O
programa GraphPad Prism 9.0 foi utilizado para realizacdo dos testes

estatisticos.

5. RESULTADOS

5.1. Efeito gastroprotetor do EAMP em ulceras gastricas induzidas

por etanol acidificado em camundongos

Nos animais que receberam a administragcdo do etanol acidificado foi
observada maior a area relativa de lesdo do estbmago comparado ao grupo que
recebeu gavagem de agua destilada (p<0,0001, Fig. 4). O pré-tratamento com
EAMP (v.0.) protegeu a mucosa gastrica dos efeitos deletérios do etanol
acidificado, pois nos animais tratados com as doses de 25, 50 e 100 mg/kg de

EAMP, foi observada area de lesdo significativamente menor em comparagao
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aos animais do grupo veiculo (Fig. 5). O pré-tratamento com ranitidina, na dose
de 50 mg/kg, também reduziu a area relativa a ulcera, quando comparado ao

grupo veiculo (p<0,0001).
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Figura 7: Efeito do pré-tratamento do EAMP no modelo de lesdao gastrica induzida por
etanol. Os animais foram tratados (v.0) com veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua), EAMP (25, 50
ou 100 mg/kg) ou ranitidina (50 mg/kg), 60 min antes da administracao do etanol acidificado. O
grupo controle recebeu agua. Média = DP (n=5). ANOVA de uma via (F(5,24) = 15,63, p<0,0001)
seguido do pods-teste de Tukey (#H#p<0,001 ***p<0,001 ou ****p<0,0001 vs. para as

comparacgdes indicadas).

Imagens representativas desses efeitos estdo mostradas na Figura 5.
Pode-se observar que as areas com lesao (areas avermelhadas) sao maiores no
grupo veiculo que recebeu etanol acidificado, tanto em relagdo ao controle que
recebeu salina ao invés de etanol acidificado, quanto aos grupos tratados com
EAMP ou ranitidina.
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A partir destes resultados, a dose de 50 mg/kg foi escolhida para os

estudos posteriores.

Veiculo + Veiculo + Etanol
Agua acidificado
EAMP (25mg/kg) + EAMP (50 mg/kg)
Etanol acidificado + Etanol
acidificado

EAMP (100
mg/kg) + Etanol

Ranitidina (50 mg/kg)
+ Etanol acidificado

acidificado

Figura 8: Imagens representativas das mucosas gastricas obtidas nos experimentos
conduzidos em modelo de lesdo gastrica induzida por etanol acidificado. Os animais foram
tratados com veiculo (tween 80 a 0,2% em agua), EAMP (25, 50 ou 100 mg/kg) ou ranitidina (50
mg/kg), 60 min antes da administragédo do etanol acidificado ou agua (10 mL/kg). O grupo Veiculo
+ agua esta representado no painel A. Os grupos B — F receberam etanol acidificado, sendo que
0s animais receberam pré-tratamento com veiculo (painel B), EAMP 25 mg/kg (painel C), EAMP
50 mg/kg (painel D), EAMP 100 mg/kg (painel E) ou ranitidina 50 mg/kg (painel F). As imagens
foram obtidas apés 1 h da indugao.

5.2. Efeito do pré-tratamento com EAMP na atividade mieloperoxidase

no tecido gastrico
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A atividade de MPO foi aumentada no tecido gastrico de animais
submetidos a indugdo da ulcera gastrica (p<0,0001; Fig 6). Nos animais pré-
tratados com o EAMP nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg a atividade de MPO foi
reduzida (p<0,0001), quando comparado ao grupo veiculo (Fig. 6). O pré-
tratamento com ranitidina (50 mg/kg) também resultou em menores valores de

atividade desta enzima (p<0,001).

HiHHH *kkk
25009 .

2000+ o

1500+

o O

L= | | m

Controle Veiculo 25 100 Ranitidina
EAMP (mg/kQ)

MPO (U/mg de tecido)
o O
o o
i

Figura 9: O pré-tratamento com o extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP) diminuiu a
atividade de MPO no tecido gastrico de animais que receberam etanol acidificado. Os
animais foram tratados com veiculo (tween 80 a 0,2% em agua, EAMP (25, 50 ou 100 mg/kg) ou
ranitidina (Ran, 50 mg/kg), 60 min antes da administragédo do etanol acidificado. O grupo controle
recebeu agua. A formagao de MPO foi mensurada ap6s 60 min da indugdo. Média + DP (n=5).
ANOVA de uma via F(5,24) = 14,05, p<0,0001) seguido do pds-teste de Tukey (¥#p<0,0001 ou

*kkk

p<0,0001 para as comparagdes indicadas).

5.3. Efeito do EAMP na producgéao de citocinas no tecido gastrico
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N&o houve diferencas entre os grupos quanto a concentragao de TNF-a e
IL-1B, tanto nos animais induzidos com etanol acidificado e tratados com o
veiculo, quanto nos animais pré-tratados com EAMP (50 mg/kg) ou ranitidina (50

mg/kg) em comparagao ao grupo controle (Fig. 10 e 11, respectivamente).
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Figura 10: O pré-tratamento com o extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP) nao altera as
concentragoes do fator de necrose tumoral (TNF)-a no tecido gastrico de animais que
receberam etanol acidificado. Os animais foram tratados com veiculo (salina, EAMP (50 mg/kg)
ou ranitidina (50 mg/kg), 60 min antes da administragdo do etanol acidificado ou salina. A
concentracao de TNF-a foi mensurada ap6s 60 min da indugédo. Média £ DP (n=4-5). ANOVA de
uma via F (3, 15) = 2,317, p=0,1170).
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Figura 11: O pré-tratamento com o extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP) nao altera as
concentragoes de interleucina (IL)-1B no tecido gastrico de animais que receberam etanol
acidificado. Os animais foram tratados com veiculo (salina), EAMP (50 mg/kg) ou ranitidina (50
mg/kg), 60 min antes da administragdo do etanol acidificado ou salina. A concentragéo de IL-13
foi mensurada apés 60 min da inducéo. Média £ DP (n=4-5). ANOVA de uma via F (3, 15) = 3,267,
p=0,8061).

Em contrapartida, foi encontrada diferenga significativa entre os grupos
para as concentragdes teciduais de IL-6 (p=0,0004). Maiores valores da
concentracéo desta citocina foram encontrados no tecido gastrico dos animais
induzidos a lesdo com etanol acidificado (p<0,001) em comparagao ao grupo
controle. Além disso, nos animais pré-tratados com o EAMP (50 mg/kg) foram
observados menores concentragdes de IL-6 (p<0,001), mas ndo houve alteragéo
nos animais que receberam tratamento com ranitidina em relagdo ao grupo

veiculo (Fig. 12).
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Figura 12: O pré-tratamento com o extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP) diminui as
concentragoes de interleucina (IL)-6 no tecido gastrico de animais que receberam etanol
acidificado. Os animais foram tratados com veiculo (salina, EAMP (50 mg/kg) ou ranitidina (50
mg/kg), 60 min antes da administracdo do etanol acidificado ou salina. A concentragcéo de IL-6
foi mensurada apés 60 min da induc¢do. Média £ DP (n=4-5). ANOVA de uma via F(3,15) = 11,51,
p=0,0004) seguido do pos-teste de Tukey (*p<0,0011 e **p<0,0017 para as comparagdes
indicadas).

5.4. Envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos ndo proteicos no

efeito protetor do EAMP em ulcera induzida por etanol acidificado

O pré-tratamento com NEM (10 mg/kg) foi realizado para avaliar o
envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos nao proteicos no efeito
gastroprotetor do EAMP. Na Figura 13 observa-se o efeito protetor do EAMP em
reduzir a aréa relativa de lesdo em comparagdo aos animais do grupo veiculo
(p<0,0001). Além disso, a area relativa de lesdo observada nos animais pré-
tratados com o NEM e que receberam o EAMP foi significativamente maior que

0s animais que receberam o veiculo utilizado para o NEM e posteriormente o
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extrato, mostrando que o efeito gastroprotetor do EAMP foi revertido (p<0,0001)
pelo pré-tratamento dos animais com o NEM (Figura 13). Como controle
experimental, os animais que receberam o pré-tratamento com NEM e
posteriormente o veiculo do extrato apresentaram area relativa de leséo da
ulcera semelhante ao grupo que recebeu somente os veiculos.
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Figura 13: Participacdo dos grupamentos sulfidrilicos ndo proteicos no efeito
gastroprotetor do extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP). Os animais foram pré-tratados
com veiculo (salina) ou N-etilmaleimida (NEM, 10 mg/kg), apés 60 min receberam veiculo (tween
80, 0,2% em agua; T80/W) ou EAMP (50 mg/kg) e apds mais 60 min foram submetidos a indugéo
da lesdo da mucosa gastrica. A area de lesao relativa de ulcera foi determinada ap6s 60 min da
inducdo. Média + DP (n=6); ANOVA de uma via F(3, 20) = 21,99, p<0,0001), seguido do pds-

teste de Tukey (¥*#p<0,0001 ou ****p<0,0001 para as comparagdes indicadas).
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5.5. Efeito da inibicdo da formagdo de oxido nitrico (NO) na
gastroprotecao causada pelo EAMP em ulcera induzida por etanol

acidificado

Para avaliar a contribuicdo do NO sobre o efeito protetor do EAMP, grupos
de animais foram pré-tratados com inibidor das enzimas que o sintetizam (L-
NAME).

O tratamento prévio com L-NAME nao afetou a atividade gastroprotetora
do EAMP (50 mg/kg), pois a area relativa de ulcera foi semelhante quando os
animais foram preé-tratados com L-NAME e o extrato e quando receberam o
veiculo do L-NAME e o extrato (p= 0,1656, Fig. 14). Nos animais pré-tratados
com L-NAME e veiculo foi observada o aumento da area relativa de ulcera em

relacdo ao grupo veiculo (p>0,05, Fig. 14).
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Figura 14: A inibicdo das sintases de 6xido nitrico ndo altera o efeito gastroprotetor do
extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP). Os animais foram pré-tratados com veiculo (Tween
80 a 0,2% + salina) ou L-NAME (70 mg/kg), apés 60 min foram submetidos ao tratamento com
veiculo (tween 80, 0,2% em agua; T80/W) ou EAMP (50 mg/kg) e apds mais 60 min foram

submetidos a indugdo da lesdo da mucosa gastrica. A area de lesao relativa de ulcera foi
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determinada ap6s 60 min da indugdo. Média £+ DP (n=6); ANOVA de uma via F(3, 20) = 44,5,
p<0,0001), seguido do pds-teste de Tukey (*#p<0,0001 ou *p<0,0001 para as comparagdes

indicadas, ns = nao siginificativo).

5.6. Efeito do bloqueio dos KATP na ag¢ao gastroprotetora do EAMP
em ulcera induzida por etanol acidificado

Como parte da avaliagao de possiveis mecanismos envolvidos no efeito
protetor do EAMP, o envolvimento dos Karp foi avaliado pela administragcado da
glibenclamida (i.p.; 10 mg/kg), farmaco bloqueador desses canais.

A figura 15 mostra que o efeito gastroprotetor do EAMP néo foi revertido
pelo pré-tratamento dos animais com glibenclamida (p=0,997). Porém, a
administragdo apenas de glibenclamida, ndo alterou a area relativa das lesdes

gastricas (p=0,0756) em comparagao ao grupo veiculo.
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Figura 15: Envolvimento dos canais para potassio sensiveis ao ATP (Karp) no efeito
gastroprotetor do extrato aquoso da M. pectinatum (EAMP). Os animais foram pré-tratados

com veiculo (Tween 80 a 0,2% + salina) ou glibencamida (10 mg/kg), apés 60 min receberam
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veiculo (tween 80, 0,2% em agua, T80/W) ou EAMP (50 mg/kg) e apés mais 60 min foram
submetidos a inducdo da lesdo da mucosa gastrica. A area de lesdo relativa de ulcera foi
determinada apds 60 min da indugcdo. Média + DP (n=6); ANOVA de uma via F(3, 20) = 42,71,
p<0,0001), seguido do pos-teste de Tukey (#*#p<0,0001 para a comparagao indicada), ns= ndo

significativo.

6. DISCUSSAO

Nesse estudo foram demonstrados resultados do efeito gastroprotetor do
EAMP na ulcera gastrica em camundongos. A ulcera gastrica pode ocorrer
devido ao desequilibrio entre os fatores agressores e a manutencdo da
integridade da mucosa por meio de mecanismos de defesa enddgenos (Brandao
et al., 2019). O tratamento da ulcera gastrica esta focado em um conjunto de
farmacos com o objetivo de inibir a secrecao acida, além de ser o principal fator
agressor, esses farmacos apresentam diversas reagcdes adversas e eficacia
limitada (Kamada et al., 2021), mostrando a necessidade de novas alternativas
como aquelas baseadas em produtos naturais.

Ao longo do tempo, foram desenvolvidos varios estudos sobre as
espéecies do género Hyptis, atualmente chamada de Mesosphaerum, em relagao
aos seus aspectos etnofarmacolégicos, farmacoldgicos e quimicos, devido a
diversidade de componentes bioativos encontrados em seus 6leos essenciais e
extratos, que culminaram na descricdo de acgdes anti-inflamatoéria, e
cicatrizantes, dentre outras (Caldas et al., 2014; Do Nascimento et al., 2020;
Melo et al., 2021; Quintans-Junior et al., 2018; Raymundo et al, 2011).
Considerando essas informagdes e a necessidade de novas substancias para
tratamento da ulcera gastrica, a M. pectinatum foi abordada no presente estudo
e apresentou-se como uma alternativa eficaz no sentido de obter novas
preparacdes atuando na manutencao da integridade da mucosa gastrica. Essa
premissa esta baseada no uso popular desta planta para tratar problemas no
estdbmago (Lima et al., 2019).

Para avaliar o efeito gastroprotetor do EAMP, foi utilizado o etanol como
um agente indutor da ulcera gastrica. A ingestao de alcool € uma das principais

causas do surgimento de ulcera gastrica (Ciciliato et al., 2022). Ao entrar em
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contato com a mucosa gastrica, o alcool acarreta infiltragcdo de neutrdéfilos na
camada submucosa, o que estimula a producio de radicais livres e provoca uma
reacao inflamatoria (Onyemelukwe et al., 2023). Esses eventos resultam em
ambiente de estresse oxidativo, responsavel por causar danos vasculares e a
necrose das células gastricas (Ciciliato et al., 2022). O modelo de indugao de
ulcera por etanol acidificado acontece pelo contato direto da substancia na
mucosa gastrica, causando comprometimento na integridade da mucosa,
ocasionando as lesdes pela redugdo da acéo protetora da camada de muco
(Sales et al., 2019). No presente estudo, as ulceragdes foram observadas apos
a administracdo do etanol acidificado aos camundongos, ao longo de toda
mucosa gastrica, perda de células mucosas, infiltrado inflamatdrio, hiperemia e
edema. Diferentemente na mucosa gastrica dos grupos tratados com o extrato
aquoso da M. pectinatum nas doses de 25, 50 e 100 mg/kg que apresentaram
menor area de leséo e alteragdes histoldgicas.

E possivel sugerir que a presenca de compostos fendlicos, como o acido
rosmarinico, que sao metabdlitos secundarios presentes na M. pectinatum (Do
Nascimento et al., 2020; Falcao et al., 2016), pode ser responsavel pela agao
gastroprotetora deste extrato. Corroborando esta possibilidade, o estudo de
Nascimento e colaboradores (2020) demonstrou o efeito protetor do acido
rosmarinico na mucosa gastrica de ratos submetidos ao modelo de lesdo por
etanol acidificado, reduzindo a area de lesdo a partir de doses de 50 mg/kg.
Entretanto, no presente estudo faz-se necessario caracterizar o extrato
(caracterizagdo em andamento) para verificar a presenga de acido rosmarinico
e dar suporte a essa hipotese.

A literatura mostra que no modelo de ulcera gastrica aguda induzida por
etanol ocorrem indices lesivos hemorragicos e presenga de edema,
acompanhados de quantidades elevadas de MPO, IL-1B, IL-6 e TNF-q,
causando modificagdes do tecido estomacal (Gunduzoz et al., 2020; Moawad et
al., 2019).

A enzima (MPO) é expressa principalmente em neutréfilos e desempenha
papel nas respostas imunolégicas inatas e nos processos inflamatérios
(Gunduzoz et al., 2020; Hsu et al.,, 2005). Esta enzima estad presente nos

granulos dos neutréfilos, contribuindo para a injuria tecidual observada na
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inflamagao. A MPO é responsavel por formar o acido hipocloridrico, por sua vez,
apresenta agao toxica sendo lesivo para as células do tecido (Jesus et al., 2022).
No presente estudo foi possivel observar que a atividade da MPO reduziu
guando os animais foram submetidos ao tratamento com o EAMP, sugerindo que
possa ter ocorrido inibicdo na migracdo de neutréfilos para o tecido, o que
contribuiu para menor lesdo da mucosa.

A presencga de neutrdéfilos no tecido gastrico pode se correlacionar com a
producédo de citocinas pro-inflamatérias. Por esta razédo, foram avaliadas as
concentracbes de TNF-a, IL-18 e IL-6 neste tecido. Um estudo prévio
demonstrou concentracbes aumentadas de citocinas pro-inflamatérias, como
TNF-a, IL-1B e IL-6 no tecido gastrico apds a administragéo de etanol (Moawad
et al., 2019). O TNF-a desempenha papel importante desencadeando reagao
inflamatéria aguda acompanhada de infiltracdo de neutréfilos na mucosa
gastrica. Atua suprimindo a microcirculagao gastrica, proliferagdo celular e a
angiogénese na margem da ulcera, retardando a cicatrizagao da ulcera (Izhar et
al., 2021). A IL-1B age como inibidora de secrecdo acida gastrica,
desempenhando papel importante na iniciacdo e amplificacdo da resposta
inflamatdria (Sjomina et al., 2018). Niveis elevados de IL-6 ativam neutrdfilos e
macrofagos no sitio inflamatério desencadeando estresse oxidativo e enzimas
lisossomais responsaveis por lesdes da mucosa gastrica (Lemos et al., 2020).
Apesar, das evidéncias da literatura, ndo foi possivel observar no presente
estudo aumento de TNF-a e IL-1B apds a inducéo da lesdo gastrica. Contudo,
foi encontrada maior concentragao de IL-6 na mucosa gastrica pela indugédo com
etanol acidificado e o quando os animais foram submetidos ao tratamento com
EAMP foi detectada menor quantidade de IL-6 no tecido gastrico. Outros estudos
também encontraram aumento de IL-6 no tecido gastrico de camundongos
submetidos a modelo de lesdo por etanol e sua modulagao por tratamentos com
produtos naturais (Cho et al., 2023; Selim et al., 2023). O exato papel da IL-6 na
mucosa gastrica n&do & completamente claro na literatura. Alguns estudos
associam a IL-6 com a tumorogénese gastrica via sinalizacdo por PI3K/Akt e
produgao de metaloproteinase-9, que contribui para a metastase tumoral (Wang
et al., 2018) ou pela via de sinalizagdo da STAT3 (Yao et al., 2014). Entretanto,

um estudo da literatura relata que as concentracdes de IL-6 foram encontradas
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aumentados quando material biolégico oriundo de bidpsias do antro de pacientes
com Uulcera gastrica foi incubado por 24h (Tomita et al., 2009). Estudos mais
antigos sugerem que a IL-6 atua reduzindo a expresséo de proteinas de fase
aguda conhecidas com peptideos trefoil (TFF1, TFF2 e TFF3) que por sua vez
exercem efeito protetor na mucosa gastrica. A sinalizagao via IL-6, e redugao dos
TFF poderia contribuir para a lesdo da mucosa e a carcinogénese gastrica
(Dossinger et al., 2002; Giraud et al., 2007).

Além dos fatores inflamatérios investigados, foram avaliados alguns
mecanismos que pudessem estar envolvidos na gastroprote¢cdo causada pelo
EAMP. Buscou-se avaliar os mecanismos utilizando estratégias farmacolégicas
voltados para a inibigdo dos NP-SH enddgenos, sintese do NO, assim como para
o bloqueio dos KATP, todos fatores importantes na fisiologia da mucosa gastrica.

Os NP-SH endogenos contribuem para a preservagao da integridade da
barreira mucosa gastrica, ao estabelecer ligacbes dissulfeto entre as suas
unidades constituintes. Dessa forma, na presenca de NP-SH ocorre a diminuicéo
da solubilidade do muco, conferindo-lhe uma maior estabilidade (Boeing ef al.,
2020; Caldas et al., 2014). No presente estudo, buscou-se confirmar se o efeito
gastroprotetor do EAMP poderia ter participagdo dos NP-SH utilizando o pré-
tratamento com NEM. Observou-se que o efeito gastroprotetor do EAMP foi
revertido quando os animais foram submetidos ao pré-tratamento com NEM
(agente que promove a inativagado dos grupamentos sulfidrilicos), o que sugere
que o efeito gastroprotetor do EAMP envolve a participagcdo de grupos sulfidrila.
E interessante mencionar que em um estudo prévio utilizando o mesmo modelo
de inducédo de ulcera foi demostrado que o efeito gastroprotetor do acido
rosmarinico, metabdlito secundario normalmente presente na M. pectinatum,
também foi relacionado ao aumento dos NP-SH (Nascimento et al., 2020)

Outro mecanismo avaliado foi o NO, que atua na manutencdo da
integridade da mucosa, porque regula o fluxo sanguineo para o epitélio e relaxa
a musculatura lisa, como também age na regulagdo do fluxo sanguineo da
mucosa devido ao seu efeito vasodilatador (Isik et al., 2022). O L-NAME tem
estrutura quimica semelhante a L-arginina (precursora do NO) e é utilizado como
ferramenta farmacolégica para a inibicdo competitiva) das sintese do 6xido

nitrico (Abu-Raia et al., 2021). Na vigéncia do pré-tratamento com L-NAME, o
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efeito gastroprotetor do EAMP nao foi alterado, ou seja, o NO nao parece estar
envolvido na gastroprotegdo promovido pelo EAMP. Interessantemente, o
tratamento com o L-NAME, de forma isolada, causou maior area de lesdo nos
animais, demonstrando que a inibicao do NO pelo L-NAME neste modelo tende
a agravar a lesao (Vale, 2020). No estudo de Do Nascimento et al., 2020, com o
mesmo modelo de indugéo de ulcera, demostrou-se que a agao gastroprotetora
do acido rosmarinico nao foi alterada pela inibicdo da formagéo do NO.

O NO ativa a guanilato ciclase soluvel e aumenta os niveis de monofosfato
de guanosina ciclico (cGMP), que por sua vez, ativa os Karp. Esta € a chamada
via NO/cGMP/KATP, que desempenha papel na protecao das células parietais
do estdmago contra o efeito toxico do etanol. A glibenclamida € um potente
antagonista dos canais Karp e foi utilizada para bloquear os canais de Karp
(Kwon; Kim, 2021). O presente estudo demonstrou que com o bloqueio dos Karp
através da glibenclamida, o EAMP continuou promovendo a gastroprotecéo,
consequentemente reduzindo a area de lesdo. Isto significa que os Karp néo
participam da gastroprotecdo produzida pelo EAMP. Esta afirmagdo é
complementar aquela de que a inibicdo do NO também nao afeta o efeito do
EAMP. Apesar disso, avaliar a participagao dos Karp era relevante, uma vez que
outras substancias enddgenas poderiam ativa-los como o mondéxido de carbono,
peptideo relacionado ao gene da calcitonina, peptideos opioides, dentre outros
(Deng et al., 2021).

Até o presente momento, em termos mecanisticos € possivel afirmar que
o efeito do EAMP envolve NP-SH, mas n&o o NO e os Karp. Outros mecanismos
podem ser avaliados futuramente como os receptores alfa-2 adrenérgicos e as
prostaglandinas, dentre outros, bem como pode ser avaliada se o EAMP afeta a
producdo de muco.

Este estudo demonstrado claramente o efeito gastroprotetor do EAMP e
parte dos seus mecanismos, porém € importante complementar o estudo com a
caracterizagdo do extrato, a medida de parametros histoloégicos na mucosa
gastrica e outros mecanismos de atuagcdo do EAMP na gastroprotecéo, analises

que encontram-se em andamento.
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7. CONCLUSAO

Nesse estudo, foi demonstrada a atividade gastroprotetora do EAMP em
modelo de ulceras agudas, com a demonstracdo da redugao de parametros
inflamatdrios e do envolvimento de grupos sulfidrilicos, mas ndo de NO e de Karp.

Os dados desse trabalho constituem uma importante evidéncia inicial

favoravel ao uso futuro do EAMP para o tratamento da ulcera gastrica.
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ANEXO A- Infografico contendo os principais resultados para a sociedade,

formulado de maneira didatica para melhor compreensao.
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)CFIS

PROGRAMA DE POS-GRADUAGAO EM CIENCIAS FISIOLOGICAS

Titulo do trabalho:

EFEITO GASTROPROTETOR DAS PARTES
AEREAS DO EXTRATO AQUOSO DA

Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze EM
CAMUNDONGOS

Discente: Leticia de Souza Ramos
Orientador: Prof. Dr. Enilton Camargo

http://www.ufs.br/procfis
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INTRODUCAO

Ulcera Gastrica

¥

E considerada uma
doenca gastrointestinal,
caracterizada por lesdes

na mucosa gastrica

http://www.ufs.br/procfis
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INTRODUCAO

Mesosphaerum pectinatum (L.) Kuntze

Sambacaita ou Canudinho

Planta usada pela
populacao no
tratamento de

inflamacao, dor e até
problemas no
estdmago

O extrato aquoso foi preparado para se

assemelhar ao uso do cha

http://www.ufs.br/procfis
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METODOLOGIA X RESULTADOS

O extrato aquoso do
sambacaita foi
administrado antes da
indugao pelo etanol

o Area de lesdo

PRE-TRATAMENTO
POR VIA ORAL
Esse tratamento protegeu o

estomago dos camundongos
contra a lesao pelo alcool e
reduziu a inflamacao.

http://www.ufs.br/procfis
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METODOLOGIA X RESULTADOS

Descobrimos que a acao protetora do extrato foi causada por
aumentar compostos sulfidrilicos (-SH).
Estas substancias normalmente protegem o estomago de
fatores que causam lesoes.

-SH: Compostos sulfidrilicos

EXTRATO AQUOSO
DO SAMBACAITA

http://www.ufs.br/procfis
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PROGRAMA DE POS-GRADUACAO EM NCIA:

CIE S FISIOLOGICAS

;A

CONCLUSAO

http://www.ufs.br/procfis



Universidade
Federal de
Sergipe

Comissio de Etica no
Uso de Animais

CERTIFICADO

Certificamos que a proposta intitulada "INVESTIGACAO DA ACAO GASTROPROTETORA DO EXTRATO AQUOSO DA M. pectinatum (L.)
Kuntze (Lamiaceae) EM CAMUNDONGOS ", protocolada sob o CEUA n2 4058270622 (0 000596), Sob a responsabilidade de Enilton
Aparecido Camargo e equipe; Leticia de Souza Ramos - que envolve a producdo, manutencao e/ou utilizagdao de animais
pertencentes ao filo Chordata, subfilo Vertebrata (exceto o homem), para fins de pesquisa cientifica ou ensino - estd de acordo com
0s preceitos da Lei 11.794 de 8 de outubro de 2008, com o Decreto 6.899 de 15 de julho de 2009, bem como com as normas
editadas pelo Conselho Nacional de Controle da Experimentacdo Animal (CONCEA), e foi aprovada pela Comissio de Etica no Uso
de Animais da Universidade Federal de Sergipe (CEUA/UFS) na reuniao de 17/10/2022.

We certify that the proposal "INVESTIGATION OF THE GASTROPROTECTIVE ACTION OF THE AQUEOUS EXTRACT OF M. pectinatum
(L.) Kuntze (Lamiaceae) IN MICE", utilizing 234 Heterogenics mice (234 males), protocol number CEUA 4058270622 (b 000596), under
the responsibility of Enilton Aparecido Camargo and team, Leticia de Souza Ramos - which involves the production,
maintenance and/or use of animals belonging to the phylum Chordata, subphylum Vertebrata (except human beings), for scientific
research purposes or teaching - is in accordance with Law 11.794 of October 8, 2008, Decree 6899 of July 15, 2009, as well as with
the rules issued by the National Council for Control of Animal Experimentation (CONCEA), and was approved by the Ethic
Committee on Animal Use of the Federal University of Sergipe (CEUA/UFS) in the meeting of 10/17/2022.

Finalidade da Proposta: Pesquisa (Académica)

Vigéncia da Proposta: de 10/2022 a 08/2025 Area: Farmacologia

Origem: Biotério da Universidade Federal de Sergipe

Espécie: Camundongos heterogénicos sexo: Machos idade: 6 a 8 semanas N: 234
Linhagem: Swiss Peso: 25a35g

Local do experimento: Laboratério de Farmacologia do Processo Inflamatério

Séao Cristévao, 29 de outubro de 2024

Prof. Dr. Josemar Sena Batista Prof. Dr. Anderson Carlos Marcal
Coordenador da Comissdo de Etica no Uso de Animais Vice-Coordenador da Comisséo de Etica no Uso de Animais
Universidade Federal de Sergipe Universidade Federal de Sergipe

Av. Marechal Rondon, s/n Jardim Rosa Elze - CEP 49100-000 - S&o Cristévao/SE - tel: 55 (79) 3194-6510/ 6511
Horario de atendimento: 22 a 62 das 8h as 12h e das 14h as 18h : e-mail: cepa.ufs@gmail.com
CEUA N 4058270622
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