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RESUMO

Efeito gastroprotetor da baicaleina na mucosa gastrica de
camundongos. Ana Roseli Silva Ribeiro, Sdo Cristovéao, 2017.

A Ulcera géstrica ¢ uma doenca caracterizada por sangramentos, estenoses e perfuracfes da
mucosa gastrica podendo levar o paciente a morte. Muitos flavonoides demonstraram ser
promissores para o tratamento dessas lesdes gastricas. A baicaleina, um flavonoide presente na
raiz da Scutellaria baicalensis Georgi (Lamiaceae), planta medicinal bastante utilizada pela
medicina chinesa para tratamento das Ulceras pépticas, possui propriedades farmacologicas
como anti-inflamatdria, antinociceptiva, anticancerigena, antioxidante e antimicrobiana,
entretanto o efeito da baicaleina sobre a mucosa géastrica ainda ndo foi relatado. Portanto, o
objetivo deste estudo foi avaliar as propriedades protetora e antissecretoria da baicaleina sobre
a mucosa gastrica de camundongos. O modelo de Glcera induzida por etanol acidificado (etanol
a 60%/HCI a 0,3 M) foi utilizado para avaliar o efeito protetor da baicaleina (10, 30 e 100
mg/kg) sobre a mucosa gastrica. A participacdo dos receptores o-adrenérgicos, compostos
sulfidrilicos ndo proteicos (NP-SH), 6xido nitrico (NO), prostaglandina (PG), canais K*atp no
efeito gastroprotetor da baicaleina (30 mg/kg) e os niveis de glutationa (GSH) e a atividade da
enzima mieloperoxidase (MPO) no tecido gastrico também foram avaliados através do modelo
de ulcera induzida por etanol acidificado. O efeito antissecretorio da baicaleina sobre o acido
gastrico da baicaleina (10, 30 e 100 mg/kg) foi avaliado no modelo de ligadura do piloro, em
que os parametros da secrecdo gastrica (volume, [H*] e pH) na presenca ou auséncia do agente
secretagogo histamina, bem como muco no contetdo gastrico foram avaliados. A atividade in
vitro da H*, K*-ATPase (bomba de prétons) também foi determinada. A baicaleina (10-100
mg/kg) apresentou efeito gastroprotetor dose-dependente (p<0,001) contra as lesbes gastricas
induzidas pelo etanol acidificado. O pré-tratamento pela via intraperitoneal com um antagonista
dos receptores o2-adrenérgicos (ioimbina, 2 mg/kg), um bloqueador dos grupamentos
sulfidrilicos ndo proteicos (N-etilmaleimida, NEM, 10 mg/kg), um inibidor ndo seletivo da
sintase do NO (Nw-nitro- L-arginina, L-NAME, 10 mg/kg), um inibidor ndo seletivo da ciclo-
oxigenase (indometacina, 10 mg/kg) ou um bloqueador de canais para potassio sensiveis a ATP
(glibenclamida, 10 mg/kg) inibiram a resposta gastroprotetora causada pela baicaleina (30
mg/kg) (p<0,001). Este flavonoide aumentou a concentracdo de GSH e diminuiu a atividade da
MPO no tecido estomacal exposto ao efeito deletério do etanol acidificado. O tratamento com
baicaleina (30 e 100 mg/kg) aumentou significativamente (p<0,05) a secrecdo do muco
gastrico, assim como reduziu (30 e 100 mg/kg, p<0,05) o volume de secrecéo e secrecdo acida
total, e também aumentou (10, 30 e 100 mg/kg, p<0,001) o valor do pH. A baicaleina (30
mg/kg) também foi eficaz na inibicdo dos efeitos da histamina na secrecdo gastrica (volume,
[H*] e pH, p<0,001). A baicaleina 10 ¢ 30 pg/mL demonstrou atividade inibitoria da H, K*-
ATPase. Os resultados apresentados fornecem evidéncias de que a baicaleina pode ser utilizada
como um agente citoprotetor e antissecretdrio no tratamento das Ulceras gastricas.

Palavras-chave: Ulceras gastricas, gastroprotecéo, flavonoides e baicaleina.



ABSTRACT

Gastroprotective effects of baicalein in gastric mucosa of mice. Ana
Roseli Silva Ribeiro, Sdo Cristovéo, 2017.

Gastric ulcer is a disease characterized by bleeding, stenosis and perforations of the gastric
mucosa that can lead the patient to death. Many flavonoids have been shown to be promising
for the treatment of these gastric lesions. Baicalein, a flavonoid present in Scutellaria
baicalensis Georgi root (Lamiaceae), a medicinal plant widely used by Chinese medicine to
treat peptic ulcers, has pharmacological properties, such as anti-inflammatory, antinociceptive,
anticancer, antioxidant and antimicrobial. However, the effect of baicalein on gastric mucosa
has not yet been reported. The objective of this study was to evaluate the protective and
antisecretory properties of baicalein on the gastric mucosa of mice. The ethanol/HCI-induced
ulcer model (60% ethanol/0.3 M HCI) was used to evaluate the protective effect of baicalein
(10, 30 and 100 mg/kg) on the gastric mucosa. The participation of a-adrenoreceptors, non-
protein sulfhydryl compounds (NP-SH), nitric oxide (NO), prostaglandin (PG), ATP-sensitive
K™ channels in the gastroprotective effect of baicalein (30 mg/kg), levels of glutathione (GSH)
and myeloperoxidase (MPOQ) activity in gastric tissue were also evaluated through the acidified
ethanol induced ulcer model. The antisecretory effect of gastric acid of baicalein (10-100
mg/kg) was evaluated through the pylorus ligation model, in which the parameters of gastric
secretion (volume, [H*] and pH) were evaluated in the presence or absence of the secretagogue
agent histamine and mucus in the gastric contents. The in vitro activity of H*, K'-ATPase
(proton pump) was also determined. Baicalein (10-100 mg/kg) presented a dose-dependent
gastroprotective effect (p <0.001) against gastric lesions induced by acidified ethanol.
Pretreatment by the intraperitoneal route with an a2 -adrenoreceptor antagonist (yohimbine, 2
mg/kg), a non-protein sulfide compounds blocker (N-ethylmaleimide, NEM, 10 mg/kg), a non-
selective inhibitor of the NO synthase (Nw-nitro-L-arginine, L-NAME, 10 mg/kg), a non-
selective cyclooxygenase inhibitor (indomethacin, 10 mg/kg) or an ATP-dependent potassium
channel blocker (glibenclamide, 10 mg/kg) inhibited the gastroprotective response caused by
baicalein (30 mg/kg) (p<0.001). Baicalein (30 mg/kg, p<0.05) was able to increase GSH levels
and decrease MPO activity in stomach tissue exposed to the deleterious effect of acidified
ethanol. Treatment with baicalein (30 and 100 mg/kg) significantly increased (p<0.05) gastric
mucus secretion. In addition, treatment with baicalein reduced the volume of secretion and total
acid secretion (30 and 100 mg/kg, p<0.05) and also increased (10, 30 and 100 mg/kg, p<0.001)
the value of pH. Baicalein (30 mg/kg) was also effective to inhibi the effects of histamine on
gastric secretion (volume, [H*] and pH, p<0.001). Baicalein 10 and 30 ug/mL demonstrated
anti-H*, K*-ATPase activity. The present results provide convincing evidence that baicalein
can be used as a cytoprotective agent (preventive effect) and anti-ulcer (antisecretory effect) in
gastric ulcers treatment.

Key words: gastric ulcer, gastroprotection, flavonoids and baicalein.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera géastrica é uma doenca caracterizada por sangramentos, estenoses e perfuracoes
da mucosa géastrica podendo levar o paciente a morte (KANGWAN et al.,, 2014). O
desequilibrio entre os fatores agressores [grande quantidade de acido e pepsina e a presenca da
bactéria Helicobacter pylori no estbmago; consumo de alcool, fumo e uso prolongado dos anti-
inflamatorios ndo-esteroidais (AINES)] e os fatores protetores da mucosa géastrica [muco,
bicarbonato, prostaglandinas, 6xido nitrico, sulfeto de hidrogénio, glutationa e enzimas
antioxidantes] é responsavel por causar lesbes gastricas (KANGWAN et al.,, 2014;
YANDRAPU e SAROSIEK, 2015). Os AINEs e o alcool sdo as principais substancias
exogenas causadoras de dano ao tecido estomacal tanto em humanos como em animais
(STERMER, 2002; YANDRAPU e SAROSIEK, 2015).

Os farmacos inibidores da secrecdo de &cido gastrico, cimetidina (antagonista dos
receptores H de histamina) e omeprazol (inibidor da bomba de prétons) sdo bastante utilizados
para o tratamento das Ulceras gastricas. Estas drogas além de ocasionarem sérios efeitos
colaterais (acloridria, ginecomastia e risco de cancer gastrico) com o uso prolongado, nédo
promovem a cicatrizacdo da Uulcera definitivamente (BRUNTON, CHABNER e
KNOLLMANN, 2012; SCHUBERT, 2016).

Os produtos naturais tém sido considerados como uma base Util de novas moléculas
potencialmente bioativas e uma estratégia na busca de novas terapias para o tratamento e
prevencdo de muitas doengas. Os flavonoides sdo uma diversificada classe de metabolitos
secundarios encontrados em plantas medicinais que possuem varios efeitos bioldgicos
(HAVSTEEN, 2002), como anti—inflamatério (VEZZA et al., 2016), antioxidante (CHOBOT
etal., 2016), anticancerigeno (ORFALI et al., 2016), citoprotetor gastrico e antissecretorio (DE
BARROS et al., 2016). Estes compostos protegem a mucosa gastrica de lesGes provocadas por
diferentes agentes ulcerogénicos através do aumento dos mecanismos de defesa e/ou inibindo
a secrecdo de &cido gastrico em varios modelos experimentais de ulcera gastrica (MOTA et al.,
2009).

A baicaleina (5,6,7-trihidroxiflavona) possui diversas acdes biologicas, como anti-
inflamatoria (HE et al., 2015; PATWARDHAN et al., 2016; YANG et al., 2009), antioxidante



(CZAPSKI, CZUBOWICZ e STROSZNAJDER, 2012; LEE et al., 2011), antinociceptiva (HU
et al., 2015), antifingica (SERPA et al., 2012), antiviral (SITHISARN et al., 2013),
antimicrobiana (GOC, NIEDZWIECKI e RATH, 2015), anticancerigena (CHEN et al., 2013;
WU et al., 2011) e anti-H. pylori (MATSUMOTO, TAKAHASHI e YAMADA, 2008). Este
flavonoide é encontrado principalmente nas raizes da Scutellaria baicalensis, planta medicinal
bastante utilizada na medicina popular chinesa para tratamento de diversas afeccdes (Li-
WEBER, 2009). A raiz da S. baicalensis possui efeito gastroprotetor (TAKASE et al., 1989) e
¢ um dos componentes da formulacdo fitoterapica, Ban-Xia-Xie-Xin-Tang, frequentemente
prescrita pela medicina tradicional chinesa para pacientes com ulcera péptica (HUANG et al.,
2015).

Embasado na problemética dos gastos com saude publica devido a ocorréncia de Ulceras
gastricas e a necessidade da descoberta de novas substancias para tratamento desta doenca,
assim como, o efeito anti-H. pylori da baicaleina e os dados etnofarmacoldgicos da S.
baicalensis sobre o trato gastrointestinal, o presente trabalho propds avaliar o efeito

gastroprotetor da baicaleina sobre a mucosa gastrica de camundongos.



2 REVISAO DA LITERATURA

2.1 ANATOMIA E FISIOLOGIA GASTRICA

O estdbmago € um orgao em forma de saco localizado abaixo, do diafragma, entre o
esdfago e o duodeno, podendo conter até dois litros de alimento e liquido. O estdbmago é
dividido em trés partes: fundo (parte superior), corpo (parte central) e antro (parte inferior),
sendo limitado pelo esfincter esofagiano (parte superior) e pelo esfincter pilérico (parte inferior)
(figura 1) (HOGBEN et al., 1974; SILVERTHORN, 2010).

O tecido gastrico estomacal possui quatro camadas (figura 1): mucosa, camada voltada
para o limen responsavel pelo revestimento interno do estdbmago; submucosa, camada de tecido
conectivo com vasos sanguineos e vasos linfaticos; muscular externa, camada revestida de
musculatura lisa; e serosa, camada coberta de tecido conectivo que € uma continuacdo da
membrana peritoneal. A camada mais interna do estbmago, a camada mucosa € recoberta por
células epiteliais que secretam muco e protegem o epitélio; lamina prépria revestida de tecido
conectivo subepitelial que mantém o epitélio no lugar e muscular da mucosa revestida por uma
fina camada de musculo liso. Na camada submucosa encontra-se o plexo de Meissner ou plexo
submucoso formado por uma rede de neurbnios que controlam a secrecdo gastrintestinal e o
fluxo sanguineo local (HOGBEN et al., 1974; SILVERTHORN, 2010).
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Figura 1. Representacdo anatdmica e histologica do estbmago.

(Fonte: Silverthorn, 2010)



A mucosa géstrica pode ser dividida em trés regiGes glandulares: porcdo glandular
cardiaca localizada abaixo do esfincter esofagiano inferior que contém primariamente células
secretoras de muco gastrico; porcdo glandular oxintica localizada entre o corpo e fundo,
abrangendo aproximadamente 80% do estbmago, possui as células parietais secretoras de acido
cloridrico, células principais produtoras de pepsinogénio, células D produtoras de somatostatina
e células do tipo enterocromafins (ECL) que liberam histamina; por¢do glandular pilérica
localizada na regido antral do estdmago, apresenta células parietais, células D, células
enterocromafins e células G produtoras de gastrina (RAMSAY e CARR, 2011; SCHUBERT,
2015).

As células principais sdo responsaveis pela sintese e secrecdo de pepsinogénio que é
convertido em pepsina, a qual juntamente com o &cido géstrico ird facilitar o processo de
digestdo. A acetilcolina, histamina e gastrina estimulam a secregdo de pepsinogénio, enquanto
gue a somatostatina inibe a secrecdo desta proenzima (RAMSAY e CARR, 2011).

A célula parietal é regulada por mecanismos neurais, hormonais e paracrinos, assim
como, por estimulos mecanicos e quimicos para secrecdo de acido gastrico. A histamina,
gastrina e acetilcolina sdo as principais substancias estimulantes da secrecdo acida. A histamina
liberada pelas células ECL estimula a célula parietal diretamente através da ligacdo aos
receptores H presentes na membrana basolateral destas células (via paracrina). As células G
durante o processo de digestdo secretam o hormdnio gastrina, o qual estimula as células
parietais a secretarem &cido gastrico através da ligacdo da gastrina ao receptor de
colecistocinina2 (CCK-2) (via enddcrina) e indiretamente, via receptor CCK-2 presente nas
células ECL liberando histamina. A acetilcolina liberada dos neurdnios parassimpaticos pos-
ganglionares estimula a secrecdo gastrica diretamente via receptor M3z na célula parietal e
indiretamente via receptor My nas células ECL estimulando a secre¢do de histamina (via
neuronal). Os receptores M. e M4 também estimulam a secrecdo gastrica através da inibicao da
secrecao de somatostatina (hormonio inibidor da secrecdo gastrica) (via neuronal) (SHUBERT,
2016).

As células D secretam somatostatina para que esta atue inibindo a secrecdo de &cido
géastrico diretamente sobre as células parietais e indiretamente através da inibicdo da liberacéo
de histamina das células ECL e pela inibicdo da secrecéo de gastrina das células G (RAMSAY
e CARR, 2011; SHUBERT, 2016).
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Figura 2: Regulacéo fisioldgica da secrec¢do gastrica.

(Fonte:BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2012.)

2.2 REGULACAO DA SECRECAO GASTRICA

A secrecdo acida gastrica é a funcdo mais importante do estbmago, sendo responsavel
por facilitar a digestdo de proteinas, facilitar a absor¢cdo de ferro, célcio e vitamina B12 e
impedir a colonizacdo de bactérias, com excecdo da H. pylori que consegue alterar o pH
gastrico. A regulacdo da secrecdo acida € um processo complexo que envolve mecanismos
neurais centrais e periféricos, hormonais, paracrinos e autocrinos 0s quais convergem para a
etapa final da secre¢do de acido cloridrico (HCI) (SCHUBERT, 2016).



O controle da secrecdo acida gastrica pode ser dividido em trés fases: cefélica, gastrica
e intestinal (figura 3). A fase cefélica € a responsavel pela iniciacdo da secrecao, ocorrendo em
resposta a estimulos visuais, olfatdrios e gustativos, relacionados a antecipagédo e ao contato
com o alimento (RAMSAY e CARR, 2011). Nesta fase, estimulos oriundos do cortex cerebral,
da amigdala e do hipotdlamo s&o transmitidos através do nucleo motor dorsal do nervo vago
para o estbmago e sdo responsaveis por cerca de um quinto da secrecdo gastrica.

Na fase gastrica, a secrecdo de &cido é amplificada por estimulos mecénicos e fisicos
que se originam pela presenca de alimento no limen gastrico. Grande parte da liberagdo de
acido ocorre nesta fase devido ao processo de digestdo. A distensdo da parede estomacal
decorrente da chegada do alimento ao lumen géstrico, ativa receptores de estiramento que
intensificam a liberacdo de gastrina atraves das células G (distensdo do antro gastrico), assim
como 0 aumento da distensdo do fundo géstrico promove ainda mais a secrecdo de acido
gastrico diretamente pela liberacdo de acetilcolina nas proximidades das células parietais e
indiretamente pelo aumento da liberacdo de gastrina e histamina, pelas células G e pelas células
enterocromafins, respectivamente (RAMSAY e CARR, 2011). Nesta fase, ainda que as taxas
secretoras de 4cido estejam altas, o pH do lumen estomacal aumenta e alcanca valores proximos
a 5 em decorréncia do efeito tampéo de algumas proteinas, oligopeptideos e aminoacidos da
dieta. Este mecanismo assegura gque a taxa de secre¢do acida durante a fase gastrica ndo seja
atenuada por uma diminui¢do da producao de gastrina, pois valores menores de pH estimulam
as células D a liberarem somatostatina (CAMILLERI, 2006).

A fase intestinal é responsavel pela diminuicdo da atividade secretoria através da acdo
de horménios e reflexos nervosos em decorréncia da chegada do quimo as primeiras porcoes
do intestino delgado (FARRE e TACK, 2013). O duodeno executa uma funcéo inibitoria através
do envio de sinais para 0 estbmago (por meio do sistema nervoso entérico) e para a medula que
inibem o0s ndcleos vagais e estimulam os neurdnios simpéticos para o envio de sinais inibitérios
ao estdmago. O quimo também estimula a liberacéo de secretina e colecistoquinina no duodeno,

0 que também suprime a secrecdo gastrica (RAMSAY e CARR, 2011).
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Figura 3: Fases da secrecdo gastrica.

(Fonte: http://www.tokresource.org/tok_classes/biobiobio/biomenu/digestion/index.htm
Acesso em 10 de janeiro de 2017.

As células parietais possuem uma extensa rede de canaliculos, que em resposta a
estimulos da acetilcolina, histamina e gastrina secretam &cido cloridrico através de um
transporte ativo para o limen estomacal. A estimulacdo da secrecdo gastrica ocorre por um
efeito cascata, que usa vias enddcrinas, pardcrinas e neurais. A ativacdo de neurbnios
intrinsecos, por ativacdo eferente vagal, promove a liberacdo de acetilcolina dos terminais
nervosos ativando as células parietais presentes no epitélio gastrico a secretarem H*. Em
resposta a ativacdo parassimpatica, o peptideo liberador de gastrina age nas células G
localizadas no antro gastrico promovendo a liberacdo de gastrina que estimula as células
parietais, via receptores de colecistocinina tipo 2 (CCK2), a secretarem ainda mais H+
(mecanismo enddcrino). A histamina é também secretada em resposta a estimulacao vagal, e
células enterocromafins (ECL) expressam receptores para gastrina. Dessa forma, a gastrina
induz a liberag&o de histamina, que potencializa os efeitos da gastrina e da acetilcolina sobre as
células parietais. A ligacdo da histamina a receptores Hz, na membrana plasmatica das células
parietais, ativa a adenilato ciclase e eleva a concentracdo citosolica do AMPc. Esses eventos
estimulam a secrecdo de H+, por meio da ativacdo do trocador de K* basolaterais e pelo trocador
apical de CI™. A acetilcolina ao se ligar a receptores muscarinicos Mz, induz a abertura de canais
de Ca™ na membrana plasmatica apical ocasionando o aumento da secre¢do de H+, pela
ativacdo do trocador de K* basolaterais, e por fazer com que mais moléculas de H*, K*-ATPase
e trocador de CI- sejam inseridos na membrana plasmatica apical (BERNE e LEVY, 2009;
BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2012).

A inibicdo da secrecdo de acido gastrico ocorre pela acdo da somatostatina e
prostaglandinas E2 (PGEz). A presenca de &cido no antro ativa uma alca de retroalimentacéo

para inibir a célula parietal de secretar mais acido gastrico em resposta a digestdo, entdo, quando
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a concentracdo de H+ no lumen alcanga pH abaixo de 3, a somatostatina ¢ liberada das células
D enddcrinas na mucosa do antro. A somatostatina tem acdo paracrina sobre as células G
vizinhas, reduzindo a liberacdo de gastrina e consequentemente a secre¢do gastrica acida. As
PGE: inibem a secrecdo de &cido gastrico através da ligacdo ao seu receptor EPs (ativagdo G
na célula parietal (BERNE e LEVY, 2009; TAKEUCHI, 2014).

A enzima H+/K+-ATPase (bomba de prétons) € formada por duas subunidades, a
subunidade a que realiza as fungdes cataliticas e de transporte da enzima, enquanto que a
subunidade 3 é extremamente glicosilada e protege a enzima da degradacéo e € necessaria para
o deslocamento da enzima entre o citoplasma e a membrana da célula parietal (SCHUBERT,
2016).

A célula parietal possui a membrana apical revestindo o limen das glandulas gastricas
e a membrana basolateral em contato com o fluido intersticial, uma rede de canaliculos se
estendem desde a membrana apical para dentro da célula (RAMSAY e CARR, 2011). Quando
as células parietais sdo estimuladas, as estruturas tubulo-vesiculares se direcionam a membrana
apical e se fusionam a ela, inserindo muitas moléculas de H*/K*™-ATPase na membrana
(URUSHIDANI et al., 1997). A bomba H*/K™-ATPase promove a secre¢cdo do H* no limen
gastrico, trocando-o por K*, o CI" também é expelido através de seus canais ativados por AMPCc,
0 HCO3', formado pela dissociagdo do H.COz é expelido por antiporte na membrana basolateral
das células parietais que trocam o HCOsz principalmente por CI (figura 4) (RAMSAY e
CARR, 2011).
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Figura 4. Representagdo da troca de ions na célula parietal.

(Fonte: Han et al., 2016)



2.3 FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

O estbmago, 6rgao responsavel pela digestdo dos alimentos, possui mecanismos de
protecdo que agem impedindo que a mucosa estomacal seja “digerida” pelo suco gastrico. Estes
mecanismos de prote¢do incluem secre¢do de muco gastrico e bicarbonato, aumento do fluxo
sanguineo, inibi¢do da secrecdo de cido gastrico, renovacao das células epiteliais, geracao de
prostaglandinas, Oxido nitrico e mecanismos antioxidantes (YANDRAPU e SAROSEIK,
2015).

O muco gastrico secretado pelas células superficiais da mucosa gastrica € um gel
transparente viscoso composto por 95% de agua e 5% de glicoproteinas. A camada de muco
possui espessura entre 200 — 300 um conferindo uma eficiente protecdo a mucosa gastrica. As
glicoproteinas presentes no muco sdo responsaveis pelo sequestro das espécies reativas de
oxigénio (EROs), fornecendo ao muco efeito antioxidante e protetor da mucosa géastrica contra
a acdo deletéria de agentes citotoxicos, como o etanol e AINEs (REPETTO e LLESEUY, 2002;
YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

A camada de muco funciona como uma barreira fisica protetora entre o epitélio e o
limen contra agentes nocivos, microorganismos e pepsina presentes no lumen. Além disso,
mantém o gradiente de pH préximo a neutralidade, impedindo danos a mucosa gastrica. O muco
é secretado em todo o trato gastrointestinal desde o estdmago até o colon. A secrecdo de muco
é estimulada por hormonios gastrointestinais, incluindo gastrina e secretina, bem como PGE: e
agentes colinérgicos (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

A secrecdo de bicarbonato pode ser estimulada pelo 6xido nitrico e prostaglandinas
gerando um gradiente de pH perto da neutralidade na superficie das células epiteliais, o qual
promove a primeira linha de defesa da mucosa do estdmago contra o acido secretado no Ilimem
(KIM, 2014; YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

As células parietais quando liberam ifon H™, simultaneamente transportam o ion
bicarbonato pela membrana basolateral através da troca de CI/HCOs", resultando numa maior
disponibilidade de bicarbonato. Além disso, para cada ion de H* secretado pela célula parietal,
uma molécula de CO: é convertida em bicarbonato, provocando o que se conhece como maré

alcalina apo6s a secrecédo de &cido gastrico (SCHUBERT, 2016).
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A manutencdo do fluxo sanguineo protege a mucosa permitindo a chegada de uma
quantidade adequada de oxigénio, nutrientes, bicarbonato, além de remover substancias toxicas.
As células endoteliais dos microvasos geram potentes vasodilatadores como o 6xido nitrico e
prostaglandinas, os quais se opdem a acdo danosa de varios agentes vasoconstritores como 0s
leucotrienos C4, tromboxano A2 e endotelina (YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).

As prostaglandinas protegem a mucosa géstrica através da inibi¢do da secrecéo acida,
estimulacdo da secrecdo de muco e bicarbonato, manutencdo do fluxo sanguineo gastrico e
controle da motilidade gastrica (TAKEUCHI, 2014; TARNAWSKI, AHLUWALIA e JONES,
2013). Estes prostandides podem se ligar a diferentes receptores e exercer diversas acdes na
mucosa gastrica. A ligacdo das prostaglandinas ao receptor EP1 diminui a motilidade géstrica e
aumenta o fluxo sanguineo gastrico e a secrecdo de bicarbonato e ao receptor EPs inibe a
secrecdo de acido gastrico (TAKEUCHI et al., 2014).

O oxido nitrico € um importante mediador de protecdo da mucosa géstrica através do
aumento do fluxo sanguineo, secrecdo de muco e bicarbonato e de sua habilidade em inibir a
aderéncia dos neutrdfilos as células endoteliais (MAGIEROWSKI et al., 2015; SANTIN et al.,
2013). Este mediador gasoso esta envolvido no mecanismo de secrecdo de bicarbonato em
conjunto com a PGE>. Quando ha aumento da secrecéo acida, o0 NO estimula a sintese de PGEx,
a qual é responsavel pela inibicdo da secrecdo de acido e aumento da secre¢do de bicarbonato
(TAKEUCHI et al., 2011; KIM, 2014).

Os grupamentos sulfidrilicos agem como antioxidantes enddgenos e produtores de
muco. Estes se ligam aos radicais livres formados durante o processo inflamatorio da Ulcera
gastrica, protegendo a mucosa gastrica dos efeitos deletérios dos radicais livres (AVILA et al.,
1996).

A protecdo da mucosa gastrica também envolve fatores bioquimicos, como um sistema
antioxidante constituido por vitaminas, flavonoides da dieta, carotenoides, acido Urico,
glutationa reduzida (GSH) e as enzimas antioxidantes, superéxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPx) e glutationa S-transferase (GST), protegendo a mucosa
gastrica dos efeitos do anion superoxido e o perdxido de hidrogénio (KWIECIEN et al., 2014;
YANDRAPU e SAROSEIK, 2015).
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2.4 ETIOLOGIA E FARMACOTERAPIA DA ULCERA GASTRICA

A Ulcera gastrica € uma lesdo que pode atingir a camada mucosa, submucosa e, algumas
vezes, a muscular externa, causando perfuragdo da parede estomacal podendo levar o individuo
a morte. Esta doenca atinge uma grande parcela da popula¢do mundial gerando elevados gastos
com saude publica (KANGWAN et al., 2014).

Véarios mecanismos estdo implicados na patogénese das lesGes gastricas agindo
sinergicamente ou ndo na producao das lesdes. Assim, 0 aumento da secre¢do de acido gastrico
e pepsina, diminuicdo do fluxo sanguineo, supressdo da producdo de prostaglandinas
enddgenas, inibicao do crescimento e proliferacdo celular da mucosa, alteracdo da motilidade
gastrica, presenca de agentes infecciosos e radicais livres sdo alguns dos mecanismos
envolvidos na ulcerogénese (KANGWAN et al., 2014; SZABO, 2014).

A presenca da bactéria H. pylori na mucosa gastrica € a principal causa de inflamacgéo
do tecido estomacal, sendo responsavel por 80% dos casos de ulceras gastricas. O H. pylori
provoca lesdo a mucosa gastrica devido a destruicao das células epiteliais, dano ao DNA celular,
apoptose, producdo e proliferacdo de citocinas inflamatérias (ALZAHRANI et al., 2014;
TYTGAT, 2011) e aumento da secrecdo acida gastrica por inibir os efeitos antissecretdrios da
somatostatina (BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2012).

O uso prolongado dos AINEs também é uma das principais causas de danos a mucosa
gastrica devido a inibicdo da sintese das prostaglandinas (PGE2 e PGI,). Os AINES também
causam danos a mucosa pelo aumento da producéo de citocinas inflamatérias (KOIZUMI et al.,
2009), diminuicdo da expressdo da eNOS e por aumentar liberagdo de ERO e a peroxidagéo
lipidica (NAITO et al., 2006). As PGE> e PGI, sdo responsaveis pela secre¢cdo de muco e
bicarbonato e pela inibicdo da secrecdo gastrica. Sua diminuicdo acarreta em perda da

citoprotecdo e reducdo do fluxo sanguineo local (ROBERT et al., 1979).

No inicio do século XX o Unico tratamento para as Ulceras gastricas consistia na
remogédo do nervo vago (vagotomia), com altas taxas de morbimortalidade e a utilizacdo dos
antiacidos que neutralizam a acidez gastrica. Na década de 70 surgiram 0s antagonistas dos
receptores Hz que inibem a producdo de acido gastrico pela competicdo reversivel com a
histamina pelos receptores Hz presentes nas células parietais. A cimetidina, um antagonista dos

receptores Hz de histamina possui afinidade por receptores andrégenos ocasionando impoténcia
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sexual e ginecomastia como efeito colateral, aléem de nauseas e sonoléncia em idosos
(BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2012; SCHUBERT, 2016).

Com a descoberta da bomba de protons em 1967 (FORTE et al., 1967), a classe dos
farmacos inibidores da bomba de prétons (omeprazol, lanzoprazol, rabeprazol, pantoprazol e
esomeprazol) foi desenvolvida para melhora do tratamento das Ulceras gastricas. Estes
farmacos se acumulam nos canaliculos secretérios de &cido, sendo ativados por um processo de
catalisacdo resultando na formacg&o de uma sulfonamida tetraciclica. Esta forma ativada reage
por ligacdo covalente com o grupo sulfidril da cisteina 813 de dominio extracelular da bomba
de protons promovendo a inibicdo da secrecdo do acido cloridrico (SCHUBERT, 2016;
STRAND, KIM e PEURA 2016). A secrecdo de acido gastrico somente retorna apos a sintese
de novas moléculas da bomba e inser¢do na membrana luminal, esse efeito proporciona uma
supressao prolongada da secrecdo gastrica (24-48 h) (BRUNTON, CHABNER e
KNOLLMANN, 2012).

A inibicdo da secrecdo de acido gastrico ndo é suficiente para cicatrizacdo da mucosa
gastrica, sendo necessaria a utilizacdo de medicamentos que aumentem os fatores de protecdo
da mucosa como a carbenoxolona, sucralfato, rebamipida e ecabete. A carbenoxolona é um
farmaco derivado do &cido glicirrizico encontrado na raiz do alcacuz (Glycyrrhiza glabra) e
tem sido utilizada na Europa para tratamento das Ulceras gastricas. Seu mecanismo de acédo
ainda nao foi totalmente elucidado, mas acredita-se que pode alterar a composicdo e a
quantidade do muco gastrico. O sucralfato em pH abaixo de 4 produz um polimero viscoso e
pegajoso (semelhante ao muco gastrico) que adere as células epiteliais e as Ulceras por até 6
horas da sua administracdo, além de estimular a producéo local de prostaglandina e fator de
crescimento epidérmico. A rebamipida e ecabete sdo farmacos bastante utilizados em alguns
paises do continente asiatico devido ao seu efeito citoprotetor por aumentar a producgéo de PGE>
e PGl na mucosa gastrica (BRUNTON, CHABNER e KNOLLMANN, 2012).
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2.5 BAICALEINA

A baicaleina (5,6,7-trihidroxiflavona) é um flavonoide encontrado nas plantas
medicinais Oroxylum indicum (Bignoniaceae) (CHEN et al.,, 2003) e S. baicalensis
(Lamiaceae), sendo a baicaleina seu principal constituinte quimico (HEO et al., 2004; HUANG
et al., 2005; KIMURA et al., 1997).

A S. baicalensis Georgi (Lamiaceae) € bastante utilizada na medicina popular chinesa
para tratamento de diversas afeccdes (Li-WEBER, 2009). Ban-Xia-Xie-Xin-Tang é um
complexo fitoterapico que contém a raiz da S. baicalensis em sua composicdo, sendo
frequentemente prescrito para pacientes com Ulcera péptica pela medicina tradicional chinesa
(HUANG et al., 2015).

Vaérios sdo os efeitos bioldgicos da baicaleina, anti-inflamatério (HE et al., 2015;
PATWARDHAN et al., 2016; YANG et al., 2009), antioxidante (CZAPSKI, CZUBOWICZ e
STROSZNAJDER, 2012; LEE et al., 2011), antinociceptivo (HU et al., 2015), antifungico
(SERPA et al, 2012), antiviral (SITHISARN et al., 2013), antimicrobiano (GOC,
NIEDZWIECKI e RATH, 2015), anticancerigeno (CHEN et al., 2013; WU et al., 2011) e anti-
H. pylori (MATSUMOTO, TAKAHASHI e YAMADA, 2008).

A administracdo de baicaleina por 30 dias reduziu a hiperglicemia induzida por
estreptozotocina em ratos (WAISUNDARA et al., 2009) através do aumento da secrecdo de

insulina e promocéo da sobrevida das células f—pancreéticas (FU et al., 2014).

Este flavonoide apresenta potente efeito no sistema cardiovascular devido a sua acéo
sequestradora de radicais livres e inibidora da xantina oxidase, mostrando efeito protetor aos
danos cardiovasculares induzidos pelo estresse oxidativo. O efeito antioxidante desta substancia
é semelhante ao acido ascorbico (BOCHORAKOVA et al., 2003). A baicaleina também é
responsavel pela reducdo da pressdo arterial, sendo este efeito atribuido, em partes, a sua
atividade inibidora da lipoxigenase, tendo como resultado menor sintese e liberagdo de produtos

vasoconstritores da cadeia do acido araquidonico (HUANG et al., 2005).

Em estudo utilizando o peptideo B-amiloide foi possivel observar que apds tratamento

crénico com a baicaleina os déficits de memoria causados por este peptideo foram diminuidos,
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demonstrando o potencial terapéutico da baicaleina para doenca de Alzheimer (WANG et al.,
2002). Ainda sobre seu efeito neuroprotetor, Mu et al. (2009) demonstraram seu efeito
neuroprotetor para o parkinsonismo induzido experimentalmente pela 6-hidroxidopamina, tanto
in vivo como in vitro, protegendo culturas de células PC12 de apoptose e protegendo ratos dos
tremores induzidos pela 6-hidroxidopamina.

Os efeitos antitumorais desse composto contra diferentes tipos de céancer tem sido
bastante investigados, cancer de pulmdo (WANG et al., 2010), carcinoma hepatocelular
(LIANG et al., 2012), leucemia (WANG et al., 2009) e osteosarcoma (ZHANG et al., 2014).
Mu et al. (2016) observaram que a baicaleina possui efeito sobre o cancer gastrico in vivo e in
vitro suprimindo o crescimento gastrico, induzindo as células cancerigenas a fase estacionéria

e promovendo apoptose das células cancerigenas.

HO O

HO
OH O

Peso molecular=270,24
Figura 5. Estrutura quimica da baicaleina

Fonte: TAIMING e XUEHUA, 2006.
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3 OBJETIVOS

3.1 OBJETIVO GERAL

Avaliar os efeitos citoprotetor e antissecretério da baicaleina na mucosa gastrica de

camundongos em modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado.

3.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

a. Avaliar, macro e microscopicamente, o efeito gastroprotetor da baicaleina em mucosas
gastricas de camundongos expostas ao etanol acidificado;

b. Investigar a participagdo de receptores op-adrenérgicos, compostos sulfidrilicos ndo
proteicos, Oxido nitrico, prostaglandinas e canais para K* sensiveis a ATP no efeito
gastroprotetor da baicaleina na a mucosa gastrica exposta ao etanol acidificado;

c. Avaliar o efeito da baicaleina no infiltrado neutrofilico em mucosa gastrica exposta ao etanol
acidificado;

d. Avaliar o efeito da baicaleina na concentracdo de glutationa em mucosa gastrica exposta ao
etanol acidificado;

e. Avaliar o efeito da baicaleina na producdo de muco gastrico;

f. Mensurar o efeito da baicaleina nos parametros da secrecdo de acido gastrico;

g. Investigar a acdo da baicaleina nos efeitos do agente secretagogo histamina apos ligadura de
piloro.

h. Mensurar in vitro o efeito da baicaleina na atividade da bomba de prétons, H" K*-ATPase.
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4 MATERIAL E METODOS

4.1 OBTENCAO E UTILIZACAO DA BAICALEINA

A baicaleina utilizada foi obtida da Sigma-Aldrich® (St. Louis, MO, USA) com grau
de pureza >97,5% (CLAE). O tensoativo polissorbato 80 (Tween 80) a 0,2% foi utilizado para
solubilizacdo, emulsificacdo da baicaleina em agua (para via oral) ou solugdo de NaCl a 0,9%
(para as demais vias de administragéo).

A escolha das doses da baicaleina para avaliacdo do efeito gastroprotetor foi baseada

em ensaios farmacoldgicos prévios do grupo de pesquisa.

4.2 ANIMAIS DE EXPERIMENTACAO

Para avaliacdo do efeito gastroprotetor da baicaleina foram utilizados camundongos
Mus musculus, ambos sexos, da linhagem swiss (28-32 g), provenientes do biotério setorial do
Departamento de Fisiologia da Universidade Federal de Sergipe. Os animais foram mantidos
em caixas de polipropileno, em sala com temperatura controlada (21 + 2 °C) e ciclo claro-escuro
(12 h/12 h), tendo racéo e &gua ad libitum.

Este trabalho foi apreciado e aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais
(CEPA) da Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo n® 09/2015 (Anexo 1).

4.3 AVALIACAO DA ATIVIDADE GASTROPROTETORA DA BAICALEINA EM
ULCERAS GASTRICAS INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

Para avaliacdo da atividade gastroprotetora da baicaleina foi utilizado o método descrito
previamente por Mizui e Doteuchi (1983). Apds 12 horas de jejum alimentar, os animais (n=6)
foram submetidos a administracdo pela via oral (gavagem) de veiculo (Tween 80 a 0,2% em

agua, 10 mL/kg, v.0.), omeprazol (droga padréo, 30 mg/kg, v.0.) ou baicaleina nas doses de 10,
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30 e 100 mg/kg (v.0.). Apds 45 minutos, os camundongos receberam por via oral (gavagem)
etanol a 60% contendo HCI a 0,3 M (10 mL/kg). Transcorrido o periodo de indugédo da leséo
gastrica (60 minutos), os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical (sob
anestesia prévia com halotano pela via inalatoria), tendo seus estdmagos retirados e abertos pela
grande curvatura. As imagens dos estbmagos foram capturadas e analisadas através do software
de analise de imagens EARP (desenvolvido pelo Dr. Eros Comunello, Universidade Vale do
Itajai, SC, Brasil) para determinacédo das areas de lesdo. Os resultados foram expressos como
area total de lesdo ulcerativa (mm?) e area relativa de lesdo ulcerativa (area total de lesio em

relacdo a area total do estbmago, %)

43.1 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO GASTRICO DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS A ADMINISTRACAO DE ETANOL ACIDIFICADO

Apds a captura das imagens, os estbmagos foram armazenados em frascos contendo
formol a 10% por um periodo minimo de 24 horas e em seguida realizado o processamento
histoldgico (imersdo em varias concentracfes de alcool e em xilol) para inclusdo em parafina.
Em micrétomo, cortes de 5 um de espessura foram realizados para confeccdo das laminas
histoldgicas. As laminas foram coradas com hematoxilina/eosina (HE) para observacdo e
quantificacdo das alteracbes no tecido gastrico (n=6/grupo, 4 cortes histoldgicos/estdmago),
como descamacao e perda das células epiteliais (desorganizacdo) e edema intersticial da camada
submucosa. Escores foram utilizados para quantificar as alteracdes morfolédgicas ocorridas no
tecido estomacal: 0 = sem alteracdo; 1 = rara alteracdo (alteracdes focais, limitadas ao terco
superior); 2 = moderada alteracdo (alteracbes focais, além do terco superior); e 3 = grave
alteracdo (alteracGes difusas no terco superior). As alteragdes histologicas foram apresentadas
como mediana. Toda avaliagdo histopatologica foi realizada através de estudo cego por

patologista experiente.
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44 INVESTIGACAO DE MECANISMOS DE GASTROPROTECAO DA
BAICALEINA EM ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL
ACIDIFICADO

Na investigacdo de possiveis mecanismos envolvidos na gastroprotecdo da baicaleina,
escolhemos a menor dose eficaz deste flavonoide (30 mg/kg), a qual diminuiu a area total e a

area relativa de leséo de forma significativa.

4.4.1 AVALIACAO DO PAPEL DOS a2-ADRENORECEPTORES NO EFEITO
GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

Este experimento foi realizado segundo método proposto por Balogun, Damazo e De
Oliveira Martins (2015). Em jejum alimentar de 12 horas, os camundongos (n=6/grupo) foram
submetidos a administracdo pela via intraperitoneal de veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucéo
de NaCl a 0,9%) ou ioimbina (2 mg/kg), um antagonista dos receptores oz-adrenérgicos. Apos
45 minutos, foi administrado pela via oral veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg) ou
baicaleina (30 mg/kg), e depois de mais 45 minutos foi realizada a inducdo das Ulceras gastricas

por etanol acidificado, conforme descrito anteriormente (sesséo 4.3).



19

4.4.2 AVALIACAO DO PAPEL DOS GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS NAO
PROTEICOS E DO OXIDO NITRICO NO EFEITO GASTROPROTETOR DA
BAICALEINA

Este experimento foi realizado segundo método descrito por Balogun, Damazo e De
Oliveira Martins. (2015) e Batista et al. (2015). Os camundongos (n=6/grupo) em jejum
alimentar de 12 horas, foram submetidos a administracdo pela via intraperitoneal de veiculo
(Tween 80 a 0,2% em solugdo de NaCl a 0,9%), NEM (N-etilmaleimida, 10 mg/kg), um agente
que promove a alquilacéo e inativacéo dos grupamentos sulfidrilicos ndo proteicos ou L-NAME
(N-nitro-L-arginina metil éster, 10 mg/kg), um inibidor ndo seletivo da sintase do 6xido nitrico.
Apds 45 minutos, foi administrado pela via oral veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg)
ou baicaleina (30 mg/kg) e depois de mais 45 minutos foi realizada a inducdo de Ulceras
géstricas por etanol acidificado, conforme descrito anteriormente (sesséo 4.3).

443 AVALIACAO DO PAPEL DAS PROSTAGLANDINAS NO EFEITO
GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

Este experimento foi descrito previamente por Balogun, Damazo e De Oliveira Martins
(2015). Em jejum alimentar de 12 horas, os animais foram separados em grupos (n=6/grupo) e
submetidos a administracdo pela via intraperitoneal de indometacina (10 mg/kg, v.0.), inibidor
ndo seletivo da enzima ciclo-oxigenase, ou bicarbonato de sédio a 5% em NaCl a 0,9% (10
mL/kg, v.0.). Apo6s 45 minutos, foi administrado pela via oral veiculo (Tween 80 a 0,2% em
agua, 10 mL/kg) ou baicaleina (30 mg/kg), e transcorridos outros 45 minutos foi realizada a

inducdo de Ulceras agudas por etanol acidificado, conforme descrito anteriormente (sessao 4.3).
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444 AVALIACAO DO PAPEL DOS CANAIS PARA POTASSIO ATP-
DEPENDENTES NO EFEITO GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

Este experimento foi realizado segundo método descrito por Silva et al. (2009). Os
camundongos (n=6/grupo) em jejum alimentar de 12 horas, foram submetidos a administracédo
pela via intraperitoneal de veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucdo de NaCl a 0,9%) ou
glibenclamida (10 mg/kg), um blogueador dos canais para potassio sensiveis ao ATP. Apos 45
minutos, foi administrado pela via oral veiculo (Tween 80 a 0,2% em agua, 10 mL/kg) ou
baicaleina (30 mg/kg) e depois de mais 45 minutos foi realizada a inducéo de Ulceras géstricas

por etanol acidificado, conforme descrito anteriormente (sessédo 4.3).

4.4.5 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE (MPO)
E DA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA (GSH) NO TECIDO
GASTRICO

4.4.5.1 PREPARACAO DO HOMOGENATO ESTOMACAL

O tecido gastrico dos animais (n=6/grupo) submetidos a administracao de baicaleina (30
mg/kg), omeprazol (30 mg/kg) e veiculo (Tween 80 a 0,2% em &gua) pela via oral e expostos
aos efeitos deletérios do etanol acidificado (v.0.) foi utilizado para realizacdo de dosagens
bioquimicas. Imediatamente ap6s a eutanasia dos animais, 0s estdmagos foram pesados e
homogeneizados com tampdo fosfato de potassio a 200 mM (pH 6,5) na proporc¢do 1:3. Uma
parte do homogenato estomacal foi utilizado para determinacdo da concentracdo de GSH e o
restante foi centrifugado a 11.000xg por 20 minutos a 4 °C. A atividade da enzima
mieloperoxidase (MPO) foi determinada através do pellet resultante. A dosagem proteica foi
realizada de acordo com o método de Bradford como sugerido pelo fabricante (Bio-Rad,
Hercules, CA, USA). A albumina bovina foi utilizada para elaboragéo da curva padrao (2,5-
15,0 pg/mL).
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4.45.2 DETERMINACAO DA ATIVIDADE DA ENZIMA MIELOPEROXIDASE
(MPO) NO TECIDO GASTRICO

Este ensaio foi realizado conforme método descrito previamente por Bradley et al.
(1982) e De Young et al. (1989). O precipitado obtido conforme descrito na sesséo 4.4.5.1 foi
ressuspenso em 1 mL de tampdo fosfato de potdssio a 80 mM na presenca de
hexadeciltrimetilaménio (HTAB) a 0,5%. Apds homogeneizacdo, as amostras foram
novamente centrifugadas (12.000xg, 20 min, 4 °C) e 30 uL do sobrenadante de cada amostra
ou agua destilada (branco) foram acrescidos a 200 pL de uma solugdo reacional (100 pL de
tampao fosfato a 80 mM, 85 pL de tampdo fosfato a 22 mM e 15 pL de H202 a 0,017%) em
placas de 96 pogos. A reagao foi iniciada com a adigao de 20 pL de tetrametilbenzidina (TMB),
um substrato enzimatico que resulta num produto colorido, em cada poco. As amostras foram
entdo incubadas por 3 min a 37 °C, ¢ a reagdo foi interrompida pela adi¢do de 30 pL de acetato
de sodio a 1,46 M (pH 3,0) em cada poco. A atividade enzimatica foi determinada em leitor de
placas a 620 nm. Os resultados foram expressos como unidade de densidade 6ptica (D.0O.)/mg

de proteina/3 minutos.

4.45.3 DETERMINACAO DA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA REDUZIDA
(GSH) NO TECIDO GASTRICO

A concentracdo de GSH na mucosa gastrica dos camundongos submetidos a
administracdo de etanol acidificado (v.0.) foi determinada pelo método de Sedlak e Lindsay
(1968). Em 50 uL. do homogenato, obtido conforme descrito na sessdao 4.4.5.1, foram
adicionados 40 pL de acido tricloroacético a 12,5% e entdo submetidos a centrifugacdo por 15
min a 3.000xg. Posteriormente, 10 pL do sobrenadante ou &gua destilada (branco) foram
adicionados a 290 pL de tampao TRIS a 0,4 M (pH 8,9) em placa de 96 pogos. A reagdo foi
iniciada com a adig¢ao de 5 pL de 5,5-ditiobis 2-acido nitrobenzéico (DTNB) a 1 mM, 5 min
antes da leitura espectrofotométrica em comprimento de onda de 415 nm. Os valores da
absorbancia foram interpolados em uma curva padrdo de GSH (0,375-3,0 pg), com os valores

expressos em pg de GSH/g de tecido.
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4.5 AVALIACAO DO EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A PRODUCAO DE MUCO
GASTRICO

Este experimento foi realizado de acordo com o método descrito por Sun et al. (1991).
Em jejum alimentar de 12 horas, e apds comprovacdo da anestesia (halotano a 1,5% pela via
inalatdéria atraveés de vaporizador), foi realizada uma incisdo abdominal para ligadura do
esfincter pilorico e administracdo de: veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucao de NaCl a 0,9%,
10 mL/kg, i.d.), droga padrdo (carbenoxolona, 200 mg/kg, i.d.) e baicaleina (10-100 mg/kg,
i.d.). A regido abdominal foi suturada, administrada morfina (2 mg/kg, s.c.) para alivio da dor
poOs-operatdria e ap6s 4 horas os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento
cervical (anestesia prévia com halotano). Os estdmagos foram removidos, pesados e
acondicionados em 10 mL de solucdo de Alcian Blue [Alcian Blue a 0,02%; sacarose a 0,16 M;
acetato de s6dio a 0,05 M (pH 5,8)] por 24 horas. O tecido estomacal foi descartado e a solugéo
submetida a centrifugacdo a 3000xg por 10 minutos. A leitura do sobrenadante foi realizada em
leitor de placas a 620 nm. Os resultados foram expressos em quantidade de corante (mg) aderido
ao muco por grama (g) de tecido, com valores interpolados sobre curva-padrao de Alcian Blue
(6,25-200 mg/mL).

4.6 AVALIACAO DO EFEITO DA BAICALEINA NA A SECRECAO GASTRICA

Este experimento foi realizado de acordo com o método descrito por Shay et al. (1945).
Em jejum alimentar de 12 horas, e ap6s comprovacdo da anestesia (halotano a 1,5% pela via
inalatoria através de vaporizador), foi realizada uma incisdo abdominal para ligadura do
esfincter pilorico e administracdo de: veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucdo de NaCl a 0,9%,
10 mL/kg, i.d.), droga padrdo (cimetidina, 100 mg/kg, i.d.) e baicaleina (10-100 mg/kg, i.d.). A
regido abdominal foi suturada, administrada morfina (2 mg/kg, s.c.) para alivio da dor pos-
operatoria e apos 4 horas os animais foram submetidos a eutanasia por deslocamento cervical
(anestesia prévia com halotano). A incisdo abdominal foi reaberta e ap6s pingamento da cardia,
para evitar a perda do contetdo gastrico, o estbmago foi retirado e lavado em agua. O contetido
gastrico foi centrifugado por 10 minutos a 3000xg e o sobrenadante utilizado para determinacgéo

do volume, pH e concentracdo de ions hidrogénio. O volume de secre¢do foi determinado
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através de proveta volumétrica graduada, o pH através de pHmetro digital e a concentragdo de
ions hidrogénio na secrecdo gastrica através de titulagdo com NaOH a 0,01 M utilizando
fenolftaleina a 1% como indicador &cido-base. Os resultados foram expressos como volume de

secrec¢do gastrica (mL), pH e concentracdo do ions hidrogénio (mEg/L/4 h).

4.6.1 INVESTIGACAO DE MECANISMOS ANTISSECRETORIOS DE ACIDO
GASTRICO DA BAICALEINA

46.1.1. EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A SECRECAO GASTRICA
ESTIMULADA POR HISTAMINA

Este experimento foi realizado de acordo com o método descrito previamente por Shay
et al. (1945) e Burci et al. (2013). A ligadura do esfincter pilorico foi realizada conforme
descrito anteriormente (sessdo 4.6), com algumas modifica¢fes. Os animais foram distribuidos
em grupos (n=6/grupo) e apds a ligadura do esfincter pildrico, pela via intraduodenal foi
administrado veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucdo de NaCl a 0,9%, 10 mL/kg) ou baicaleina
(30 mg/kg). Seguidamente, a parede abdominal foi suturada e para alivio da dor p6s-operatéria
foi administrado morfina (2 mg/kg, s.c.). Ap6s 1 hora, 0s animais receberam o estimulo
secretagogo, histamina (20 mg/kg, s.c.) ou veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucdo de NaCl a
0,9%, 10 mL/kg, s.c.). Quatro horas ap6s a ligadura do esfincter pil6rico, os animais foram
submetidos a eutanasia, sendo os estdbmagos removidos e feita a analise dos parametros

relacionados a secre¢do acida gastrica como descrito anteriormente (sesséo 4.6).

4.6.1.2 EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
H* K*,ATPase

A atividade da enzima H*,K*,ATPase obtida de microssomas estomacais de coelho, foi

determinada mediante a quantificacdo do fosforo inorganico (Pi) liberado da hidrolise de ATP
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exdgeno, na presenca de K*, conforme descrito previamente por Kubo et al. (1995). A reacdo
foi iniciada pela adigdo de 100 pL da enzima H*, K" ATPase a 50 pL de solugdo de reagéo
(tampéo Tris HCI a 50 mM (pH 7,4), MgClz2a 2,5 mM, KCI a 20 mM e ATP a 1 mM), na
auséncia e na presenca de veiculo (DMSO a 0,5% em &gua), baicaleina (3-30 pg/mL),
omeprazol (100 pg/mL) ou ouabaina (100 pg/mL). A reagdo foi interrompida apds 20 min de
incubagdo a 37 °C, pela adi¢do de 50 pL de acido tricloroacético a 50% e esfriamento rapido
em banho de gelo. A atividade da bomba de protons foi determinada pela quantificagdo do
fosfato inorganico liberado da hidrolise do ATP atraves de leitura espectrofotométrica a 820
nm. Este experimento foi realizado em triplicata e a atividade enzimética foi calculada
utilizando o coeficiente de extingao do Pi (¢ = 11000/M/cm) e expresso em pMPi/mg de

proteina/min.

3.7 ANALISE ESTATISTICA

Para os dados paramétricos foi utilizada a Anélise de Variancia (ANOVA) seguida do
teste de Bonferroni. Para os dados ndo-paramétricos foi utilizado o teste de Kruskal-Walis
seguido do teste de Dunn. Para todas as analises foram considerados valores significativos
guando p< 0,05. O programa GraphPad Prism 5 foi utilizado para realizacdo dos testes

estatisticos.
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5 RESULTADOS

5.1 EFEITO GASTROPROTETOR DA BAICALEINA EM ULCERAS GASTRICAS
INDUZIDA POR ETANOL ACIDIFICADO

A administracdo de baicaleina pela via oral protegeu a mucosa gastrica dos efeitos
deletérios do etanol acidificado de maneira dose-dependente como pode ser observado através
dos valores da érea total de lesdo (13,17 mm?, 7,98 mm? e 4,76 mm? para baicaleina nas doses
de 10, 30 e 100 mg/kg, respectivamente) e a area relativa de lesdo (5,75% e 3,14% para
baicaleina nas doses de 30 e 100 mg/kg, respectivamente) quando comparado com o veiculo
(16,56 mm? e 10,68% para area total de lesdo e area relativa de lesdo, respectivamente; figura
6). De forma similar, a administracdo pela via oral de omeprazol (Omep; 30 mg/kg) também
protegeu a mucosa gastrica [area total de lesdo e area relativa de lesdo diminuidas (5,73 mm?e

3,39% para area total de lesdo e area relativa de lesao, respectivamente; p<0,001; figura 6].
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Figura 6. Efeito gastroprotetor da baicaleina em Ulceras induzidas por etanol acidificado.
Os camundongos submetidos a administracdo pela via oral de veiculo, baicaleina (10-100
mg/kg; v.0.) e omeprazol (Omep; 30 mg/kg; v.0.) 45 min antes da administracao pela via oral
de etanol acidificado. A area total de lesio (mm?) e a area relativa de lesdo (%) foram
determinadas 1 h ap6s a inducdo das lesdes gastricas. Resultados apresentados como média +
erro padrdo da média (E.P.M.) (n= 6). ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni.
***n<0,001 vs. veiculo; *p<0,05 vs. baicaleina na dose de 10 mg/kg; *p<0,01 vs. baicaleina

nas doses de 10 e 30 mg/kg.

5.1.1 ANALISE HISTOLOGICA DO TECIDO GASTRICO DOS ANIMAIS
SUBMETIDOS A ADMINISTRACAO DE ETANOL ACIDIFICADO

A administracdo oral de etanol acidificado provocou alteragBes histoldgicas
compativeis com lesdo gastrica (grupo veiculo), expressas morfologicamente como:
descamacéo e perda das células epiteliais da mucosa (desorganizacdo) e edema na camada
submucosa (figura 7). A andlise quantitativa destas alteracbes morfologicas revelou que o

grupo veiculo apresentou escores de desorganizacdo e edema da submucosa significativamente
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mais intensos que omeprazol (30 mg/kg) e a baicaleina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg
(p<0,05, tabela 1).

Tabela 1. Alteracdes histologicas provocadas pelo etanol acidificado no tecido estomacal.

Grupo Dose Desorganizagéo Edema
(mg/kg) (Escore 0-3) (Escore 0-3)
Veiculo - 3,0 (2,0-3,0) 3,0 (2,0-3,0)
Baicaleina 10 2,0 (1,0-2,0)* 2,0 (1,0-2,0)*
30 1,0 (1,0-2,0)*** 1,0 (1,0-2,0)***
100 1,0 (1,0-2,0)*** 1,0 (0,0-1,0)***
Omeprazol 30 1,0 (1,0-2,0)*** 1,0 (1,0-2,0)***

Resultados expressos como mediana dos escores com minimo e maximo. Kruskal-Wallis
seguido de teste de Dunn. *p <0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo. SecGes histoldgicas em

quadriplicata (n=6).
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Figura 7. Efeito protetor da baicaleina no tecido estomacal. (A) LesGes estomacais
provocadas pela administragdo de etanol acidificado. (B) e (C) Se¢des histolégicas coradas
por Hematoxilina-Eosina (HE). (B) Desorganizacdo das células epiteliais da camada
mucosa. (C) Edema da camada submucosa. O grupo veiculo apresentou perda das células

epiteliais da mucosa (des3) e pronunciado edema na submucosa (ed3); baicaleina na dose de 10
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mg/kg apresentou epitélio gastrico menos lesionado (des2) e menor edema da submucosa (ed2);
baicaleina nas doses de 30 e 100 mg/kg e omeprazol apresentaram epitélio gastrico preservado

(desl) e discreto edema da submucosa (edl).

5.1.2 MECANISMOS DE GASTROPROTECAO DA BAICALEINA EM ULCERAS
GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL ACIDIFICADO

5121 ENVOLVIMENTO DOS ®-ADRENORECEPTORES NO EFEITO
GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

A tabela 2 mostra os resultados obtidos na avaliagdo do papel dos receptores op-
adrenérgicos na gastroprotecdo da baicaleina. Os animais submetidos a administracdo de
veiculo (i.p) e veiculo (v.0) apresentaram extensa area de lesdo da mucosa gastrica (14,74 +
0,87 mm?). A administracdo de baicaleina (v.0)) reduziu de forma significativa (4,36 + 0,40
mm?; p<0,001) a area total de lesdo em comparacdo com o veiculo. A administracio de
ioimbina (i.p), antagonista seletivo dos receptores a2 adrenérgicos, e veiculo (v.0) aumentou a
area total de lesdo (p<0,001) quando comparado com o veiculo. O efeito gastroprotetor da

baicaleina foi diminuido na presenca da ioimbina.
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Tabela 2. Envolvimento dos receptores o2-adrenérgicos no efeito gastroprotetor da

baicaleina.
Grupo (i.p.) Grupo (v.0.) Area total de lesdo (mm?)
Veiculo Veiculo 14,74 £ 0,87
Veiculo Baicaleina 4,36 + 0,40***
loimbina (2 mg/kg) Veiculo 21,55 + 1,18***
loimbina (2 mg/kg) Baicaleina 21,23 + 0,96***###

Resultados expressos como média e erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni. ***p<0,001 vs. veiculo (i.p.) + veiculo (v.0); **p<0,001 vs.

veiculo (i.p) + baicaleina.

51.22 ENVOLVIMENTO DOS GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS NAO
PROTEICOS E DO OXIDO NITRICO NO EFEITO GASTROPROTETOR DA
BAICALEINA

Os animais submetidos a administracéo de veiculo (i.p) e baicaleina (v.0) tiveram area
total de les3o (3,47 + 0,54 mm?) diminuida em relacio aos animais submetidos a administracéo
de veiculo (i.p) e veiculo (v.0) (13,32 + 0,95 mm? ). As lesdes gastricas foram mais intensas
qguando os animais foram submetidos a administracdo de NEM (10 mg/kg, i.p.), inibidor dos
grupamentos sulfidrilicos, ou L-NAME (10 mg/kg, i.p.), inibidor ndo seletivo da sintase do
oxido nitrico (NOS), quando comparados com o veiculo conforme pode ser observado na tabela
3.
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Tabela 3. Envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos e do O6xido nitrico na
gastroprotecdo da baicaleina.

Grupo (i.p.) Grupo (v.0.) Area total de lesdo (mm?)
Veiculo Veiculo 13,32 £ 0,95

Veiculo Baicaleina 3,47 £ 0,54***

NEM (10 mg/kg) Veiculo 24,27 £ 0,55***
NEM (10 mg/kg) Baicaleina 15,26 +0,72##&&&
L-NAME (10 mg/kg) Veiculo 18,33 + 0,90*
L-NAME (10 mg/kg) Baicaleina 16,91 + 1,26"#

NEM: N-etilmaleimida; L-NAME: Nw-nitro-L-arginina metil éster. Resultados expressos como
média e erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA de uma via seguida do teste de Bonferroni.
*p<0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo (i.p.) + veiculo (v.0); *#p<0,001 vs. veiculo (i.p) +

baicaleina; #%%p<0,001 vs. NEM + veiculo.

5.1.2.3 ENVOLVIMENTO DAS PROSTAGLANDINAS NO EFEITO
GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

Os animais que foram submetidos a administracdo de veiculo (i.p) (NaHCO3s a 5% em
solucdo de NaCl a 0.9%, i.p.) e veiculo (v.0.) apresentaram extensas areas de lesdes ulcerativas
(13,29 + 0,95 mm?). A administragdo de baicaleina diminuiu a area total de lesdo (4,04 + 0,41
mm?, p<0,001) em relagdo ao veiculo. A indometacina (10 mg/kg), um AINE que atua inibindo
as acOes da enzima ciclo-oxigenase (COX), quando foi administrada pela via intraperitoneal
aumentou a area total de lesdo (16,33 + 0,67 mm?) em relagio a area total de lesdo dos animais
submetidos a administracdo de veiculo (i.p.) (NaHCO3z a 5% em solucdo de NaCl a 0.9%; 13,29
+ 0,95 mm?). O efeito gastroprotetor da baicaleina foi diminuido quando os animais foram
submetidos a administracdo de indometacina (10 mg/kg, i.p.) conforme pode ser observado na
tabela 4.
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Tabela 4. Envolvimento das prostaglandinas no efeito gastroprotetor da baicaleina.

Grupo (i.p.) Grupo (v.0.) Area total de lesdo
(mm?)

Veiculo Veiculo 13,29 £ 0,95

Veiculo Baicaleina 4,04 £ 0,41%**

Indometacina (10 mg/kg) Veiculo 16,33 £0,67*

Indometacina (10 mg/kg) Baicaleina 11,95 + 1,26"#&&

Resultados expressos como média e erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo (i.p.) + veiculo (v.0.);

##1<0,001 vs. veiculo (i.p.) +baicaleina; 4%p<0,01 vs. indometacina (i.p.) + veiculo (v.0.).

5.1.2.4 ENVOLVIMENTO DOS CANAIS PARA POTASSIO ATP-DEPENDENTES NO
EFEITO GASTROPROTETOR DA BAICALEINA

Os resultados obtidos na avaliacdo do papel dos canais para potassio dependentes ao
ATP no efeito gastroprotetor da baicaleina podem ser observados na tabela 5. Os animais que
foram submetidos a administracdo de veiculo (i.p) e veiculo (v.0) apresentaram area total de
lesdo de 10,86 + 0,52 mm?. A administracéo de baicaleina reduziu de forma significativa (2,79
+ 0,39 mm?; p<0,001) a &rea total de lesdo em comparacio com o veiculo. A administraco de
glibenclamida (i.p) (10 mg/kg), blogueador dos canais para potassio ATP-dependentes
aumentou a area total de lesdo (p<0,05) quando comparado com o veiculo. O efeito
gastroprotetor da baicaleina foi abolido na presenca da glibenclamida.
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Tabela 5. Envolvimento dos canais para potassio sensiveis ao ATP no efeito gastroprotetor

da baicaleina.
Grupo (i.p.) Grupo (v.0.) Area total de lesdo
(mm?)
Veiculo Veiculo 10,86 + 0,52
Veiculo Baicaleina 2,79 £ 0,39***
Glibenclamida (10 mg/kg) Veiculo 13,74 £ 0,78*
Glibenclamida (10 mg/kg) Baicaleina 13,10 + 0,27%#

Resultados expressos como média e erro padrdo da média (E.P.M.). ANOVA de uma via
seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo (i.p) + Veiculo (v.0.);

##pn<0,001 vs. veiculo (i.p) + baicaleina.

5125 EFEITO DA BAICALEINA NA ATIVIDADE DA ENZIMA
MIELOPEROXIDASE (MPO) NO TECIDO GASTRICO

A mucosa gastrica lesionada pela administracdo de etanol acidificado apresentou
elevada atividade da enzima MPO (123,13 + 16,86 mD.O./mg de proteina; figura 8) em relacéo
a mucosa gastrica ndo lesionada (grupo naive, 22,08 + 1,80 mD.O./mg de proteina; p<0,01;
figura 8). A baicaleina (30 mg/kg) inibiu a atividade da MPO, a qual € um marcador da

migracao de neutrofilos para a area inflamada, quando comparada ao grupo veiculo (p<0,05).
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Figura 8. Efeito da baicaleina na atividade da enzima mieloperoxidade (MPQO) no tecido
gastrico exposto ao etanol acidificado. Os camundongos foram submetidos a administracédo
pela via oral de veiculo (Tween 80 a 0,2% em &gua; v.0.), baicaleina (30 mg/kg; v.0.) ou
omeprazol (30 mg/kg; v.0.) 45 min antes da administracdo pela via oral de etanol acidificado.
A determinacdo da atividade da enzima MPO foi realizada 1 h ap6s a inducdo das lesdes
gastricas. Naive = animais que ndo foram submetidos a administracdo de etanol acidificado.
Resultados apresentados como media + erro padrdo da média (E.P.M.) (n=6). ANOVA de uma

via seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 vs. veiculo; #p<0,001 vs. naive.

51.2.6 EFEITO DA BAICALEINA NA CONCENTRACAO DE GLUTATIONA
REDUZIDA (GSH) NO TECIDO GASTRICO

O efeito direto do etanol acidificado sobre a mucosa géastrica reduziu a concentracdo de
GSH (458,41 + 50,65 mg/g de tecido; p<0,01) no tecido gastrico em relacdo ao grupo naive
(1.163,40 = 57,94 mg/g de tecido). A administracdo de baicaleina (30 mg/kg) e omeprazol (30
mg/kg) pela via oral aumentou a concentracdo de GSH (782,28 + 8,24 e 928,65 + 63,33 mg/g
de tecido para baicaleina e omeprazol, respectivamente) quando comparado com 0 grupo

veiculo (p<0,05), conforme apresentado na figura 9.
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Figura 9. Efeito da baicaleina na concentracdo de glutationa reduzida (GSH) no tecido
gastrico exposto ao etanol acidificado. Os camundongos foram tratados com veiculo,
baicaleina (30 mg/kg;) ou omeprazol (30 mg/kg) 45 min antes da administracdo de etanol
acidificado. A determinacao da concentracdo de GSH foi realizada 1 h ap6s a inducéo das lesGes
gastricas. Naive = animais que ndao foram submetidos a administracdo de etanol acidificado.
Resultados apresentados como média * erro padrdo da média (E.P.M.) (n= 6). ANOVA de uma

via seguida do teste de Bonferroni. *p<0,05 e **p<0,01 vs. veiculo; ##p<0,001 vs. naive.

5.2 EFEITO DA BAICALEINA NA PRODUCAO DE MUCO GASTRICO

A producgéo de muco gastrico foi aumentada com o tratamento com baicaleina nas doses
de 30 mg/kg (38,2%) e 100 mg/kg (52,5%) em relagdo ao tratamento com veiculo (figura 10).
A carbenoxolona (Carb; 200 mg/kg) também aumentou a producgé@o de muco gastrico (61,3%).
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Figura 10. Efeito da baicaleina na producéo de muco gastrico. Apos a ligadura do esfincter
pilorico foram administrado no duodeno veiculo (Tween 80 a 0,2% em solucdo de NaCl a
0,9%), baicaleina (10-100 mg/kg) ou carbenoxolona (Carb; 200 mg/kg). Resultados expressos
como média * erro padrdo da média (E.P.M) (n=6). ANOVA seguida do teste de Bonferroni.

*p<0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo.

5.3 EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A SECRECAO GASTRICA

O tratamento com baicaleina reduziu significativamente o volume da secre¢do gastrica
(26,3% e 64,0% para baicaleina nas doses de 30 e 100 mg/kg, respectivamente; p<0,05) e a
concentracdo de H* (53,9%, 56,2% e 57,5% para baicaleina nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg,
respectivamente; p<0,001; tabela 6). A baicaleina também aumentou (p<0,001) o pH da
secre¢do gastrica em todas as doses (10, 30 e 100 mg/kg) quando comparado com o veiculo. A
cimetidina também diminuiu o volume de secrecdo gastrica (75,4%), a concentracdo de H*
(37,8%) e elevou o pH da secrecdo géstrica (p<0,001; tabela 6).



37

Tabela 6. Efeito da baicaleina sobre a secrec¢éo acida gastrica basal.
Volume (mL) pH

Tratamento Dose [H*] mEg/L/4 h

(mg/kg)
Veiculo - 1,14+0,11 4,07 £ 0,26 14,35 + 1,24
Baicaleina 10 0,89 + 0,05 6,77 + 0,28%** 6,62 + 0,76***
30 0,84 + 0,05* 6,22 + 0,18%** 6,28 + 0,33%**
100 0,41 +£0,04%** 6,03 +0,23*** 6,10 + 0,68%**
Cimetidina 100 0,28 +0,04%** 6,00 % 0,32*** 8,93 + 0,69%**

Resultados apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.) (n=6). ANOVA seguida
do teste de Bonferroni. *p<0,05 e ***p<0,001 vs. veiculo; ¥p<0,001 vs. baicaleina nas doses de
30 e 100 mg/kg.

53.1 MECANISMOS ANTISSECRETORIOS DE ACIDO GASTRICO DA
BAICALEINA

5.3.1.1 EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A SECRECAO GASTRICA ESTIMULADA
POR HISTAMINA

A tabela 7 apresenta os parametros da secrecdo gastrica estimulada por histamina. A
administracdo de baicaleina (30 mg/kg) diminuiu a concentracdo de H* e o volume da secrecédo
géstrica e aumentou o pH da secregdo gastrica em relacdo a secrecdo gastrica basal (veiculo).
A histamina (20 mg/kg), agonista dos receptores H» presentes nas células parietais, aumentou o
volume da secrec¢do gastrica basal e a concentracdo de H* e diminuiu o valor de pH. A baicaleina
administrada 1 hora antes do estimulo secretagogo, inibiu os efeitos da histamina sobre o

volume da secre¢do gastrica, concentracdo de H™ e pH.
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Tabela 7. Efeito da baicaleina sobre a secre¢do géstrica estimulada pela histamina.

Tratamento  Dose (mg/kg) Volume (mL) pH [H*] mEg/L/4 h
Veiculo - 0,66 + 0,04 4,48 + 0,44 13,16 + 0,37
Baicaleina 30 0,35 = 0,03*** 6,62 + 0,48* 8,05 = 0,54**
Histamina 20 1,00 £ 0,08*** 2,46 £0,38* 20,82 + 0,68***
Baicaleina+ 30+ 20 0,49 + 0,05 6,05 + 0,59"# 12,33 + 1,59%#
Histamina

Resultados apresentados como média + erro padrdo da média (E.P.M.) (n=6). ANOVA seguida

do teste de Bonferroni. *p<0,05, **p<0,01 e ***p<0,001 vs. veiculo; ##p<0,001 vs. histamina.

5.3.1.2 EFEITO DA BAICALEINA SOBRE A ATIVIDADE ENZIMATICA DA
H* K* ATPase

A baicaleina (10 e 30 pg/mL) diminuiu a liberacdo de fdésforo inorganico (37,8% e
48,9%, respectivamente; p<0,001). O omeprazol (inibidor da H*, K*-ATPase) também
diminuiu a atividade da bomba de prétons (39,5%, p<0,001), enquanto a ouabaina (inibidor da
Na",K"™-ATPase) ndo interferiu na atividade da enzima. A figura 11 demonstra o efeito

inibitdrio da baicaleina sobre a atividade da H*, K*-ATPase.
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Figura 11. Efeito in vitro da baicaleina na atividade da bomba de prétons (H*,K*-ATPase).
A enzima obtida de vesiculas gastricas de estdmago de coelho foi incubada com veiculo
(DMSO a 0,5% em agua), baicaleina (3, 10 e 30 pug/mL), omeprazol (Omep; 100 ug/mL) ou
ouabaina (Ouab; 100 ug/mL). ANOVA seguida do teste de Bonferroni. ***p<0,001 vs. veiculo.

Pi=fosforo inorganico.
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6 DISCUSSAO

A Ulcera gastrica é uma doenca que afeta cerca de 4 milhdes de pessoas e sua chance de
cura é elevada quando tratada, porém, casos de reincidéncia sdo recorrentes promovendo
elevados gastos na saude publica (KANGWAN et al., 2014; SONE et al., 2008). Os farmacos
utilizados para seu tratamento sdo 0s antagonistas dos receptores H> de histamina e os inibidores
da bomba de prétons. Estes farmacos além de gerarem diversos efeitos colaterais, eles agem
somente atraves de um mecanismo de ac&o, inibindo a secrecdo de acido gastrico pelas células
parietais. A supressao da secrecdo gastrica isolada é insuficiente para o processo cicatricial
completo (KANGWAN etal., 2014; STRAND, KIM e PEURA, 2016) e a busca por substancias
gue possam atuar na defesa da mucosa gastrica é frequente. A baicaleina, flavonoide utilizado
neste trabalho, demonstrou efeito ndo somente sobre a secrecdo de acido gastrico, como
também efeito gastroprotetor, provavelmente devido ao seu efeito antioxidante, anti-
inflamatdrio e produtor de muco gastrico. Esses dados corroboram outros estudos em que foi
observado o efeito antitlcera de varios flavonoides, entre eles a wogonina (flavonoide com
estrutura quimica semelhante a baicaleina e também encontrado nas raizes da planta medicinal
S. baicalensis) (PARK et al., 2004), rutina (ABDEL, 2010; LA CASA et al., 2000), afzelina,
quercitrina (DE BARROS el.,, 2016), diosmina (ARAB et al., 2015) e pinostrobina
(ABDELWAHAB et al., 2011), sobre a mucosa gastrica devido as suas a¢Ges antissecretoria,

citoprotetora, anti-inflamatéria e antioxidante.

O modelo de dlcera gastrica induzida por etanol acidificado é bastante utilizado para
avaliacdo de novas substancias com potencial efeito gastroprotetor em camundongos. A
administracdo de etanol acidificado a mucosa gastrica ocasiona lesdes gastricas acompanhadas
de area de hemorragia intensa, aumento da permeabilidade vascular com infiltracdo de
neutrdfilos e consequente liberagdo de EROs, diminuicdo na concentracdo de GSH e enzimas
antioxidantes e perda das celulas do epitélio gastrico (REPETTO e LLESUY, 2002; RIBEIRO
et al., 2016; SANTIN et al., 2013). A baicaleina demonstrou um efeito gastroprotetor dose-
dependente em que a area de leséo ulcerativa (mm?), alteragdes morfoldgicas (perda das células
epiteliais e edema na submucosa), deplecdo da concentracdo de glutationa e infiltracdo de
neutrdfilos no tecido géastrico (atividade da enzima mieloperoxidase) foram diminuidos.

Considerando o efeito de flavonoides na Ulcera gastrica induzida por etanol acidificado,

Barros et al. (2016) também observaram que a afzelina e quercitrina reduziram o aparecimento
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de lesBes na mucosa gastrica de camundongos pela inibicdo da atividade da enzima MPO e
inibicdo da reducgdo da concentracdo de GSH na mucosa géastrica.

Santin et al. (2013) observaram que as lesdes gastricas induzidas por etanol acidificado
produziram acumulo de neutréfilos no tecido gastrico, e animais depletados de neutréfilos
através da administracdo de anticorpo anti-granul6tico (i.p.) apresentaram area de lesdo
ulcerativa reduzida. A inibicéo do recrutamento de neutrofilos pode ser também um importante
alvo na terapia antitlcera. No presente estudo, a atividade da MPO, enzima marcadora da
migracao de neutrdéfilos, foi diminuida quando os animais foram submetidos a administracéo
de baicaleina, sugerindo uma inibicdo na migracdo de neutrofilos para o tecido estomacal e,
consequentemente, menor dano a mucosa gastrica, como pode ser observado em relacdo a area
de lesdo ulcerativa e na avaliacdo histoldgica. Os efeitos anti-inflamatério e inibitério da
baicaleina sobre a atividade da MPO ja foram observado em outros tecidos e modelos
experimentais (HE et al., 2015; SHEN et al., 2003; TSAI et al., 2014).

A ativagdo dos neutrofilos resulta na liberagdo do anion superédxido (O27) (CARLSON
et al., 2002; KWIECIEN et al., 2014) e este efeito tem sido investigado em diversos modelos
de lesdo gastrica (KWIECIEN et al., 2014; SANTIN et al., 2013). A membrana celular dos
neutrofilos possui um complexo enziméatico denominado NADPH oxidase, que quando ativado,
gera grandes quantidades de EROs (FIALKOW et al., 2007; KWIECIEN et al., 2014). O
peroxido de hidrogénio (H20:), gerado a partir do anion superoxido, participa no processo de
formacdo do radical hidroxila (OH"), o qual é extremamente reativo e responsavel por gerar
lesdo em alguns sistemas organicos (KWIECIEN et al., 2014). O perdxido de hidrogénio
formado é convertido em &gua e oxigénio molecular pela atividade da enzima catalase (CAT).
A glutationa reduzida, tripeptideo com potente atividade antioxidante, também ¢é
corresponsavel pela degradacdo do peroxido de hidrogénio através da enzima glutationa
peroxidase (GPX) (KWIECIEN et al., 2014). Neste estudo foi possivel observar que a
baicaleina possui efeito gastroprotetor devido a sua propriedade antioxidante in vivo através do
aumento da concentracdo de GSH na mucosa gastrica, possuindo papel importante contra os
efeitos toxicos do radical hidroxila. A administracdo de compostos sulfidrilicos, como a L-
cisteina, N-acetilcisteina, penicilamina e glutationa, protege a mucosa gastrica através do seu
potencial antioxidante e por formar pontes de dissulfeto entre as subunidades do muco,
impedindo a sua dissociacdo (LAINE e WEINSTEIN, 1988; SZABO, 2014). Inversamente, a
administracdo de NEM, agente que promove a inativacdo dos grupamentos sulfidrilicos ndo

proteicos (NP-SH), reverte os efeitos protetores de compostos tidis (SZABO, 2014). O aumento



42

da concentracdo dos compostos sulfidrilicos e a formacéo de GSH constituem mecanismos de
defesa contra as lesGes induzidas por etanol (KAPLAN et al., 2012; SZABO, 2014).

O efeito gastroprotetor da baicaleina foi revertido quando os animais foram submetidos
a administracdo de N-etilmaleimida (NEM). Este dado sugere que a disponibilidade de tais
compostos é primordial para o efeito gastroprotetor da baicaleina. Como comentado
anteriormente, a baicaleina na dose de 30 mg/kg foi capaz de impedir a redugédo da concentragdo
de GSH na mucosa gastrica ap6s administracdo de etanol acidificado, confirmando que o efeito
citoprotetor da mucosa gastrica da baicaleina é dependente dos grupamentos sulfidrilicos.
Campos et al. (2008) observaram que o efeito gastroprotetor da 3,6-dimetoxi-6”,6”-dimetil-
[27,37:7,8]-cromenoflavona (DDF) também foi abolido quando houve a inibicdo dos
grupamentos sulfidrilicos pelo NEM e a concentracdo de GSH na mucosa gastrica com o

tratamento com DDF foram mantidos e, consequentemente, as lesdes gastricas amenizadas.

O &xido nitrico é um mediador gasoso que estd intimamente envolvido na manutencao
da integridade da mucosa gastrica através da regulacdo da secrecdo de muco, bicarbonato e
acido géastrico e manutencdo do fluxo sanguineo, além de atuar como citoprotetor e anti-
inflamatorio, inibindo a aderéncia dos leucdcitos ao endotélio vascular e a agregacdo de
neutrofilos e como complemento aos efeitos protetores das prostaglandinas no estdbmago
(MAGIEROWSKI et al., 2015; SANTIN et al., 2013;).

Para avaliar o papel do 6xido nitrico no efeito gastroprotetor da baicaleina, os animais
foram submetidos a administracdo de L-NAME (i.p), um inibidor da sintase do éxido nitrico, e
baicaleina (v.0) (30 mg/kg) 45 minutos antes da administracao oral de etanol acidificado. Foi
observado que a inibicdo da sintese do 6xido nitrico inibiu o efeito gastroprotetor da baicaleina,
sugerindo que o Oxido nitrico esta relacionado com o efeito da baicaleina sobre a mucosa
gastrica. Santin el al. (2013) observaram que o 6xido nitrico diminui a agregacdo de neutrofilos
no tecido gastrico inflamado; este efeito também pode ser observado no presente estudo em que
a migracdo de neutrofilos para a mucosa gastrica lesionada foi diminuida (determinacéo da
atividade da MPQO) com a baicaleina (v.0) (30 mg/kg), possivelmente devido a participacéo do
oxido nitrico. O aumento na expressdo de eNOS e liberagdo de 6xido nitrico é responsavel pela
promocado do efeito gastroprotetor de alguns flavonoides (ABDEL, 2010; ARAB et al., 2015;
ZAYACHKIVSKA et al., 2005).

O oxido nitrico e as prostaglandinas agem conjuntamente na protecdo da mucosa

gastrintestinal aumentando a secrecdo de muco e bicarbonato e inibindo a migracdo de
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neutrofilos (KIM, 2014; TAKEUCHI, 2014; WALLACE, 1996). Hristovska et al. (2007)
demonstraram que a prostaglandina E> causa vasodilatacdo através da ativagdo de eNOS.

As prostaglandinas sdo primordiais para manutencdo da mucosa gastrica devido a sua
acao sobre a secrecdo de muco e bicarbonato, por favorecer o fluxo sanguineo e por inibir a
adesdo dos leucdcitos ao endotélio vascular (PALILEO e KAUNITZ, 2011; TARNAWSKI,
AHLUWALIA e JONES, 2013). A PGE> age protegendo a mucosa da acéo lesiva do etanol
devido ao aumento de guanosina-3-5’-monofosfato ciclica (GMPc) intracelular e pela producéo
de oxido nitrico. O GMPc, gerado da ativacdo da guanilato ciclase, pode ativar diversos alvos
moleculares, como 0s canais para potassio sensiveis ao ATP. A ativacdo dos canais para
potassio ATP-dependentes aumenta a entrada de K* para o interior, alterando o potencial de
membrana da célula, provocando o fechamento dos canais de célcio voltagem dependentes.
Este fechamento nas células endoteliais bloqueia a entrada de célcio na célula levando a
vasodilatacdo (GLAVIN et al., 1996; SAKAI et al., 1995).

Os canais para K*atp estdo envolvidos em varias funcdes fisiologicas do estbmago,
como regulacdo do fluxo sanguineo, secrecdo de acido gastrico e contratilidade do estémago
(TOROUDI et al., 1999) e o efeito das prostaglandinas sobre a mucosa gastrica é devido a
ativacdo destes canais (MEDEIROS et al., 2008; PESKAR et al., 2002; SILVA et al., 2009).

O efeito gastroprotetor da baicaleina possui o envolvimento das prostaglandinas com
ativacdo dos canais para potassio sensiveis ao ATP, devido a inibicdo do efeito gastroprotetor
da baicaleina pelo administracdo de indometacina pela via intraperitoneal, inibidor da sintese
das prostaglandinas, e com glibenclamida, um bloqueador dos canais para potassio sensiveis ao
ATP.

A producdo do muco gastrico é a primeira linha de protecdo da mucosa gastrica contra
agentes ulcerogénicos (NIV e BANIC, 2014). O muco apresenta importante relacdo com o
processo de cura em lesdes agudas pela formacdo de uma capa mucoide que permite a re-
epitelizacdo do local lesionado (SZABO, 2014). O tratamento dos animais com baicaleina ap6s
ligadura do esfincter pilorico promoveu aumento do muco gastrico. A baicaleina além de
possuir efeito citoprotetor devido as suas ag¢fes anti-inflamatoria e antioxidante, tambeém
apresenta importante papel no processo de cura através do aumento da producdo de muco.
Como comentado anteriormente, os grupamentos sulfidrilicos, prostaglandinas e 6xido nitrico
estdo envolvidos nos mecanismos de acdo da baicaleina sob a protecdo da mucosa gastrica e,
provavelmente, a secre¢do de muco gastrico através do tratamento com a baicaleina esta

relacionada com a sintese dos grupamentos sulfidrilicos, prostaglandinas e 6xido nitrico.
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Os receptores az-adrenérgicos possuem importante papel na modulacdo da secrecdo e
motilidade gastrica; quando estimulados pré-sinapticamente nos terminais colinérgicos do
nervo vago promovendo a inibicdo da secrecdo de acetilcolina e consequente inibicdo da
secrecdo de acido gastrico pelas células parietais (GYIRES, TOTH e ZADORI, 2015; ZADORI
etal., 2011). A ativacdo dos receptores oz-adrenérgicos tem sido descrita por inibir a secrecao
de &cido géstrico e diminuir o dano a mucosa géstrica em diferentes modelos de lesdo géstrica
(BALOGUN, DAMAZO e DE OLIVEIRA MARTINS, 2015; CHENG et al., 1981;
KUNCHANDY, KHANNA, KULKARNI, 1985). Com o intuito de avaliar a participacdo
destes receptores no efeito gastroprotetor da baicaleina, foi possivel observar que quando os
animais foram pré-tratados com ioimbina, um antagonista dos receptores a2-adrenérgicos ndo-
seletivo, ocorreu reducéo do efeito protetor da baicaleina sob a mucosa géastrica. Este resultado
evidencia que, provavelmente, a baicaleina esteja agindo nestes receptores, contribuindo para

inibicdo da secre¢do gastrica, conferindo efeito protetor sobre a mucosa gastrica.

A participagdo dos receptores op-adrenérgicos no efeito gastroprotetor de outras
substancias também ja fora investigada (BALOGUM, DAMAZO e DE OLIVEIRA
MARTINS, 2015; DE LACERDA NETO etal., 2016; LIRA etal., 2009; RIBEIRO et al., 2016b
b). De Lacerda Neto et al. (2016) demonstraram que o efeito gastroprotetor do extrato
hidroalcodlico da Caryocar coriaceum, o qual possui como constituintes quimicos 0s
flavonoides rutina e quercetina, foi diminuido quando os receptores ap-adrenérgicos foram
blogueados pela ioimbina. O flavonoide quercetina, presente no extrato alcodlico da Caryocar
coriaceum, age ativando estes receptores (KAUR, CHOPRA e SINGH, 2007), explicando o
envolvimento dos receptores az-adrenérgicos no mecanismo de gastroprotecédo deste extrato.

A secrecdo acida gastrica constitui um dos fatores agressores da mucosa gastrica e
juntamente com a pepsina contribui para o desenvolvimento de lesdes gastricas. Por este
motivo, os medicamentos comercializados e utilizados atualmente para o tratamento das Ulceras
gastricas sdo os farmacos antissecretorios, como os antagonistas dos receptores Hz de histamina
e os inibidores da bomba de protons (SCHUBERT, 2016; SYED e NAQVI, 2016). A baicaleina
além de apresentar efeito protetor da mucosa gastrica em Ulceras gastricas induzidas por etanol
acidificado, também apresentou efeito antissecretério de acido gastrico, sendo responsavel pela
diminuicdo do volume de secrecdo e concentracao de H* e aumento do pH da secre¢do gastrica,

no modelo de ligadura de piloro.

O mecanismo antissecretorio da baicaleina foi investigado no modelo de ligadura de

piloro estimulado por histamina. A baicaleina inibiu a secrecdo &cida gastrica quando
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estimulada por histamina, indicando que o efeito antissecretério da baicaleina envolve,
provavelmente, o bloqueio da via histaminérgica das células parietais. A baicaleina também
inibiu, parcialmente, a atividade da bomba de prétons in vitro (H",K"™-ATPase), confirmando o

efeito desta sobre as células parietais, inibindo a secrecdo de acido gastrico.

Os flavonoides afzelina, quercitrina (DE BARROS et al.,, 2016), kolaviron
(ONASANWO et al., 2011) e rutina (DUBEY et al., 2013), assim como a baicaleina, inibem a
atividade in vitro da bomba de prétons, podendo ser comparados com os medicamentos da
classe dos Inibidores da Bomba de Prétons (IBP). Estes sdo considerados os medicamentos
mais eficazes para inibicao da secrecdo gastrica e também os mais utilizados para tratamento
de distarbios secretorios gastricos (SCHUBERT, 2016; SYED e NAQVI, 2016).
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7 CONCLUSAO

Os resultados obtidos neste trabalho permitem concluir que a baicaleina:

v" Previniu, de maneira dose-dependente, a formac&o de Ulceras gastricas provocada pela
administracdo de etanol acidificado, sendo esse efeito dependente dos grupamentos
sulfidrilicos ndo-proteicos, 6xido nitrico, prostaglandinas, canais para potassio sensiveis
ao ATP e receptores az-adrenérgicos;

Inibiu o influxo de neutréfilos para o foco de leséo no tecido gastrico;

Impediu a reducdo da concentracdo de glutationa reduzida;

Aumentou a producao de muco gastrico

AR NERN

Diminuiu a secrecdo de acido gastrico

Desta forma, a baicaleina demonstra ser uma substancia promissora para prevencao das
Ulceras gastricas. A associacdo dos dados encontrados com o relato da literatura de que a
baicaleina possui acdo antibacteriana contra o H. pylori destaca a baicaleina como uma opc¢éo
de monoterapia para tratamento das Ulceras gastricas.

Acumulo de neutréfilos
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P ° e
& . 4 4 \\
'] Glutationa] - - .

=
N ? Ulcera géastrica
Alfa2- |

" /S o+
[ adrenoreceptores J L% N /

LLigadura de piloro}t£ Liberagdo de Ach J+>[Secregﬁo de écido}

Figura 12. Esquema dos efeitos da baicaleina na mucosa gastrica.
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8 PERSPECTIVAS

Estudos posteriores serdo necessarios com o intuito de avaliar o efeito curativo da
baicaleina para tratamento das Ulceras gastricas crénicas (Ulceras induzidas por &cido acético),
as quais sdo semelhantes a Ulceras em humanos, assim como avaliar o efeito do tratamento com

a baicaleina sobre a colonizacédo da bactéria H. pylori no tecido gastrico.
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