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RESUMO

AVALIACAO DE MECANISMOS ENVOLVIDOS NA GASTROPROTECAO
INDUZIDA PELO EXTRATO ETANOLICO DA ENTRECASCA DA Caesalpinia
pyramidalis TUL. DINIZ, P.B.F.; S&o Cristovao, 2013.

A Caesalpinia pyramidalis, planta endémica da regido do Nordeste é utilizada popularmente
para tratamento de diversos disturbios patolégicos e possui acdo anti-inflamatdria, anti-
nociceptiva e gastroprotetora. O objetivo desse trabalho foi avaliar o efeito gastroprotetor do
extrato da entrecasca da Caesalpinia pyramidalis (EECp) em modelos de Ulcera aguda
induzidas por etanol em ratos Wistar. Os animais ulcerados foram tratados com EECp na
dose de 100 mg/kg, com L-NAME (blogueador de Oxido nitrico) e Propargilglicina
(bloqueador de sulfeto de hidrogénio). Para todos os tratamentos foi avaliado o papel de
mediadores gasosos como oOxido nitrico (NO) e sulfeto de hidrogénio H,S, e também a
participacdo de mastocitos e de moléculas envolvidas no processo inflamatério como a
INOS e a citocina IL-4. Na avaliacdo dos de NO observamos que o tratamento com L-
NAME néo foi capaz de reverter o efeito inibitorio da EECp sobre as ulceras induzidas por
etanol, demonstrando que o EECp ndo age pela via do NO. Contudo o H2S pode estar
atuando na gastroprotecdo do EECp pois o seu bloqueio impediu o efeito gastroprotetor
sobre as ulceras induzidas por etanol. Para avaliagdo de mastocitos cortes histologicos
foram corados com azul de toluidina/ alcian blue/ safranina onde observamos diferentes
fendtipos de mastdcitos. Observamos um predominio de mastdcitos mucosos em todos 0s
tratamentos. Para a avaliacdo de IL-4 e de iINOS foram utilizadas as técnicas de
imunofluorescéncia e citometria de fluxo. Observamos que os animais ulcerados tratados
com EECp apresentaram alta expressdo de IL-4 e baixa expressédo de iNOS, sugerindo uma
atividade anti-inflamatoria da EECp. Pode-se concluir que o efeito gastroprotetor do EECp e
0 possivel mecanismo de acdo, esta relacionado ao H,S na diminuicdo do estresse oxidativo,
diminuicdo do NO sintase induzivel e com o efeito imunomodulatério positivo para IL-4,
como a diminui¢do de mastdcitos mucosos durante o processo inflamatorio.

Palavras chave: Caesalpinia Pyramidalis, sulfeto de hidrogénio, 6xido nitrico, gastroprotecdo, antitlcera
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ABSTRACT

EVALUATION OF MECHANISMS INVOLVED IN GASTROPROTECTION INDUCED BY
THE ETHANOL EXTRACT OF Caesalpinia pyramidalis TUL BARK. DINIZ, P.B.F, Séo
Cristévao, 2013.

Caesalpinia pyramidalis, is an endemic plant from the North east of Brazil which present
scientifically proven anti-inflamatory, antinociceptive, and gastroprotective activities. This
work aimed at evaluating the gastroprotective effect of the extract of Caesalpinia
pyramidalis (EECp) bark in acute gastric ulcers induced by ethanol in Wistar rats. The
ulcered animals were treated with a dose of 100mg/kg of EECp and L-NAME (nitric acid
blocker) and Propargylglycine (hydrogen sulfide blocker). It was evaluated, in all
treatments, the role of the gas mediators such as nitric oxide (NO) and hydrogen sulfide
(H2S) and also the participation of mast cells and molecules involved in the anti-inflamatory
process as INOS and citocin IL-4. It was observed in the NO evaluation that the treatment
with L-NAME was not able to revert the inhibitory effect of EECp on the ulcers induced by
ethanol, showing that the EECp does not operate via NO. However, the H,S can operate in
the gastro protection of the EECp as its block hindered the gastroprotective effect on the
ulcers induced by ethanol. In order to evaluate the mast cells, histological cuts were made
with toluidine blue/alcian blue/safranine where different mast cells phenotypes were
observed. In all treatments a prevalence of mucous mast cells was observed. The techniques
of immunofluorescence and flow cytometry were used to evaluate IL-4 and iNOS. The
ulcered animals treated with EECp presented high expression of IL-4 and low expression of
INOS, suggesting an anti-inflammatory activity of EECp. In conclusion, the gastroprotective
effect of EECp and its action mechanism are related to H,S in diminishing the oxidative
stress, the induced NO synthase, and the positive immunomodulatory effect for IL-4, with
the diminution of mucous mast cells during the inflammatory process.

Key words: Caesalpinia pyramidalis, Hydrogen sulfide, nitric oxide, gastroprotection, antiulcer.
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1 Introducéo

A elevada incidéncia de individuos com disturbios gastrintestinais, como gastrite,
Ulceras géstricas e duodenais e a ineficacia de tratamentos farmacoldgicos tem incentivado a
pesquisa de novas substancias que possuam acgao gastroprotetora e/ou antimicrobiana contra
0 agente etiolégico da Ulcera gastrica, Helicobacter pylori (BARROS et al., 2008). A
fisiopatologia da Ulcera gastrica envolve o desequilibrio entre os fatores defensivos inerentes
a mucosa do estdbmago, a manutencdo do fluxo sanguineo, a barreira de muco e a
regeneracao celular, e os fatores agressores representados por mau habito alimentar, estresse,
ingesta de alcool, infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori, distdrbios na secre¢éo de acido
gastrico e pepsina e também a utilizacdo de anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES)
(KLEIN-JR et al., 2010; ZANATTA et al., 2009).

Milhdes de pessoas da populacdo mundial sdo acometidas por Ulceras gastricas. E
esta tem sido ha bastante tempo uma das causas mais importantes de morbidade e
mortalidade. Dados da Organizacdo Mundial de Saude (OMS) relatam que cerca de 70% a
90% da populacdo mundial utilizam plantas para curar suas enfermidades. As plantas sao
amplamente utilizadas no ambito da Atencdo Primaria a Saude (WHO, 1993, 2011). Os
fitoterapicos tém sido usados em paises em desenvolvimento como uma alternativa no
tratamento para a Ulcera gastrica sobre o trato gastrointestinal (GUIMARAES et al., 2006;
CARVALHO et al.,, 2008). Muitos extratos e Oleos essenciais isolados de plantas
apresentam atividades biologicas in vitro e in vivo, 0 que justifica pesquisas baseadas no
conhecimento da medicina popular (QUEIROZ et al., 2009).

A Caesalpinia pyramidalis Tul., conhecida como “catingueira”, € uma espécie de
planta medicinal endémica da regido Nordeste do Brasil, principalmente da caatinga. As
folhas, frutos e cascas da C. pyramidalis sdo utilizados pela populacdo em infeccdes
catarrais e diarreicas e no tratamento de afecc@es digestivas (BAHIA et al., 2005; DANTAS
et al., 2008; MATOS, 1997).

Estudos prévios com o extrato etandlico da Caesalpinia pyramidalis demonstraram
acOes anti-inflamatdria, antioxidante, antinociceptiva e gastroprotetora (RIBEIRO et.,al.,
2013; SANTANA et al., 2012; SANTOS et al., 2011; SILVA et al., 2011). Ribeiro et al.

(2013) demonstraram que o0 extrato etandlico da entrecasca da C. pyramidalis possui



atividade antiulcerogénica em modelos de Ulceras induzidas por etanol e por AINES
(indometacina) e a¢do gastroprotetora, aumentando a produgéo de muco, no modelo de liga-

dura de piloro em ratos. Embasado no conhecimento cientifico do extrato etandlico da
entrecasca da Caesalpinia pyramidalis em desordens gastricas, o presente trabalho objetivou
avaliar os possiveis mecanismos de acdo deste extrato em Ulceras gastricas agudas induzidas

por etanol absoluto em ratos.



2. Revisdo da Literatura

2.1 Anatomia e fisiologia gastrica

O estbmago ¢é dividido anatomicamente em trés partes: fundo, corpo e antro. O fundo
esta situado na regido superior, proximo a juncdo esofagogastrica; o corpo corresponde a
maior parte do 6rgédo; e 0 antro situa-se na regido proximal ao canal pilérico (SCHUBERT et
al., 2008). A parede do estdmago apresenta varias camadas teciduais que sdo compreendidas
pela serosa, pela muscular externa, pela submucosa e pela mucosa (Figura 1).
Serosa - é a camada tecidual que reveste a maior parte do 6rgdo, exceto em uma pequena
porcéo da parte posterior do estomago (regido cardia).
Submucosa - constituida de tecido conjuntivo frouxo e contém uma rica rede vascular e um
plexo nervoso, conhecido como plexo submucoso.
Mucosa - é a camada da parte interna do estbmago que abriga numerosas glandulas
gastricas.
Muscular externa — constituida por trés camadas: camada obliqua, circular interna e
longitudinal e um plexo miotérico (DANGELO e FATTINI, 2007).

Regides do estomago

r—‘ Mosculo girsulag > -
Fundo v : Pogos gistricos
Cardla Exfag r - - -
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R w '
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!
© 2003 Encychopadia Britinaica, e Peritoneo visceral

Figura 1: O esquema demonstra as respectivas camadas do estdbmago: mucosa,

submucosa, muscular e serosa.



H& uma variabilidade de glandulas no trato gastrointestinal. As glandulas oxinticas e
as glandulas piléricas secretam diversas substancias responsaveis pelos processos digestivos
e homeostéticos do estdmago. As glandulas oxinticas localizam-se nas superficies internas
do corpo e do fundo do estbmago; estas sdo compostas por células mucosas que sdo
responsaveis pela secrecdo do muco. As glandulas pildricas residem na porcdo antral do
estbmago e sdo compostas por células mucosas (produtoras de muco). Outras glandulas
como as células G sdo responsiveis em liberar o hormdnio gastrina, que tem papel
importante na secrecdo acida gastrica, bem como as células D (SCHUBERT e PEURA,
2008). A somatostina é secretada por células D e a histamina é oriunda das células
enterocromafins (ECL). As células pépticas ou principais sdo responsaveis pela secrecéo do
pepsinogénio que na presenca do acido cloridrico é convertido em pepsina exercendo o
papel de enzima proteolita. As células parietais sdo secretoras de &cido cloridrico
(SHUBERT, 2011).

A superficie estomacal possui células mucosas superficiais que secretam grandes
quantidades de um muco viscoso e alcalino, por cerca de um milimetro de espessura,
proporcionando uma barreira fisica de protecdo contra as secre¢Oes acidas que s&@o
produzidas pelas células parietais, além de contribuir com a lubrificagdo ao transportar o
alimento (SCHUBERT e PEURA, 2008).

O Processo de secrecdo acida envolve basicamente uma elevacao inicial de calcio
intracelular e/ou adenosina monofosfato ciclico (AMPc), seguido pela ativacdo da cascata da
proteina quinase dependente de AMPc, que leva a translocacdo e insercdo da bomba de
préton (H*, K*'-ATPase) da membrana apical das células parietais (YAO e FORTE, 2003).

2.2 Ulceras gastricas

Mesmo com a marcante reducdo na incidéncia de Ulceras gastricas verificadas nas
Gltimas décadas, a doenca ulcerosa gastrica ainda permanece como uma das doencas de
maior prevaléncia em todo mundo, sendo que algumas de suas complicacbes, como
sangramento e perfuracdo, ainda sdo causas importantes de morbimortalidade (SUNG et al.,
2010).

A etiologia da doenca gastrica € influenciada por varios fatores que envolvem
agentes defensivos (fluxo sanguineo, barreira da mucosa e regeneracdo celular), agentes

protetores enddgenos (prostaglandinas, 6xido nitrico, grupamentos sulfidrilicos e fator de



crescimento da epiderme) e agentes agressores enddgenos (acido cloridrico e pepsina)
(WALLACE, 2001, KLEIN-JR et al., 2010). Fatores endégenos como secre¢do &cida e a
pepsina, em niveis elevados podem contribuir para lesionar a mucosa gastrica, bem como,
fatores exdgenos como: estresse, fumo, deficiéncia nutricional e uso continuo de drogas anti-
inflamatorias ndo esteroidais. podem induzir doengas gastricas. Além desses fatores, a
presenca da bactéria Helicobacter pylori ativa a gastrite crénica desempenha um papel
importante no desenvolvimento de Ulceras gastricas (WALLACE, 2001; WOLFE et al.,
1988; SANTIN et al., 2011).

Dados epidemiolégicos sugerem que o uso cronico de anti-inflamatorios ndo
esteroidais (AINES) lesiona a mucosa gastrica ocasionando em torno de 10% a 25% de
Ulceras (LEONG, 2009). Os AINES, uma classe de drogas mais amplamente utilizadas,
atuam principalmente suprimindo a sintese de prostaglandinas (PG), especialmente as PGE;
e PGE,, e prostaciclina (PGl;) enddgenas (protetoras da mucosa gastrica), favorecendo o
desenvolvimento das ulceracdes gastricas (WALLACE, 2008). Varios estudos tém
demonstrado que uso de inibidores seletivos de COX-2 provocam ulceracdo gastrointestinal
tanto em experimentos com animais como em humanos (WALLACE, 2001). A
farmacoterapia tem se voltado com grande atencdo para a producdo de anti-inflamatdrios
que sejam desprovidos deste efeito adverso (WALLACE, 2001).

O élcool, uma substancia toxica, lipossoluvel, que atravessa facilmente a barreira da
mucosa gastrica, agredindo a camada epitelial gastrica ocasionando lesdo. A gastrite aguda
provocada pelo alcool € caracterizada por edema, hemorragia epitelial, esfoliacdo celular e
infiltracdo de células inflamatorias na mucosa géastrica (JAHOVIC et al, 2007
MATSUHASHI et al., 2007). O éalcool é utilizado em modelos de Glcera gastrica em
animais, visto que, quando administrado oralmente, induz sérios danos na mucosa gastrica
de ratos (AL-SHABANAH et al., 2000; GAZZIERI et al., 2007).

2.3 Fatores protetores da mucosa gastrica

A mucosa gastrica se encontra constantemente exposta a fatores nocivos, porém
existem mecanismos de defesa que incluem fatores pré-epiteliais, barreira epitelial que
envolve fluxo sanguineo continuo, secre¢do de muco e bicarbonato, PGs, éxido nitrico (NO)
e sulfeto de hidrogénio (H,S), além de mecanismos antioxidantes capazes de proteger a
integridade dos tecidos da mucosa (LAINE et al., 2008).



2.3.1 Muco e Bicarbonato

A producdo de &cidos e enzimas proteoliticas pela mucosa géastrica é necessaria
durante a digestdo de proteinas e absorcdo de vitaminas, bem como funcional como uma
barreira protetora contra bactérias no organismo. A mucosa pode ser prejudicada pelo
desequilibrio dos mecanismos homeostaticos, que possivelmente superam as defesas
gastricas, atingindo a sua propria integridade (SCHUBERT, 2004).

O muco recobre todas as células da superficie epitelial da mucosa gastrointestinal; o
mesmo contém fosfolipidios bipolares que devido a elevada polaridade impede a
retrodifusdo de acidos, como o acido cloridrico (HCI), da luz do estdmago ao interior da
mucosa. O muco forma uma camada continua de gel transparente solivel, porém torna-se
rapidamente um gel insolivel que reveste toda a superficie da mucosa gastrica, impedindo a
invasdo de agentes que possam atingir a integridade do tecido da mucosa. A espessura do
muco é de 0,1 mm, sendo constituido de dgua (95%) e de glicoproteinas (5%) que aderem a
superficie da mucosa juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio. O muco auxilia
na barreira contra a autodigestdo causada pelo acido e pela pepsina (ALLEN e
FLEMSTROM, 2005). O muco € capaz de agir como antioxidante e reduzir danos da
mucosa promovidos por radicais livres (REPETTO et al., 2002). O muco intracelular é
liberado no tecido gastrico auxiliando contra danos, protegendo a mucosa gastrica gracas a
presenca das glicoproteinas, sendo 0s agucares potentes sequestradores de espécies reativas
do oxigénio (EROs) (MOJZIS et al., 2000).

2.3.2 Prostaglandinas

As PG (em especial a PGE;) apresentam um papel importante na defesa da mucosa
gastrica (MAITY et al., 2003). Elas séo sintetizadas a partir do acido araquidénico por acao
das enzimas ciclo-oxigenases (COX) (GIERSE et al., 2008). Estd bem estabelecido que
existam pelo menos duas isoformas distintas das COX, denominadas COX-1 e COX-2,
ambas encontradas no reticulo endoplasmatico e na membrana nuclear. A expressao
constitutiva nos tecidos da COX-1 é maior em relacdo a COX-2. A isoforma COX-1
promove a producdo de PG protetoras da mucosa gastrica e participante da manutencao da
homeostase (RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001). A COX constitutiva (COX-1) atua na



manutengdo da fungdo celular e estd presente em todo tipo de célula (ANDRADE et al.,
2007). A COX-2 tem sua expressdo induzida por estimulos inflamatérios em diferentes tipos
de células, sendo amplamente expressa em macr6fagos e mastdcitos quando estimulados por
citocinas pré-inflamatdrias ou por lipopolissacarideo. Uma variante da enzima COX-1 é a
COX-3, que foi vista no cortex cerebral e no coracio (CHANDRASEKHARAN et al.,
2002). Em condic¢bes fisiopatoldgicas ha um aumento da expressdo da isoforma COX-2
(PESKAR, 2001).

A PGE; e a PGI; regulam o aumento da secrecdo de bicarbonato de célcio (Ca
(HCOs), ) através da interacdo com receptores especificos prostandides (EP3) nas células
parietais, e através da estimulacdo da proteina G inibitoria (Gi) minimiza os niveis de AMPc
intracelular e a secrecdo de é&cido gastrico. A PGE, diminui a ocorréncia de lesdes
gastrintestinais através de fatores citoprotetores, via estimulacdo da secrecdo de muco e
bicarbonato e um melhor aporte do fluxo sanguineo da mucosa gastrica (AIHARA et al.,
2007).

2.3.3 Mediadores gasosos envolvidos na gastroprotecdo
2.3.3.1 Oxido nitrico

No trato gastrointestinal, o NO atua na manutencdo da homeostase, sendo
responsavel por multiplas funcdes fisioldgicas, bem como na integridade do epitélio gastrico
e da barreira de muco. Além disso, atua como vasodilatador e, portanto, regula o fluxo
sanguineo gastrico, este mediador vem sendo pesquisado por diversos grupos de pesquisa e
é reconhecido como componente importante na defesa gastrica devido a sua capacidade de
aumentar o fluxo sanguineo e impedir a aderéncia dos neutréfilos as células endoteliais
(CORUZZI et al., 2000; TULASSAY et al., 2010).

O NO é um gés volatil, sintetizado através de uma série de etapas de transferéncia de
elétrons a partir da enzima 6xido nitrico sintase (NOS), do oxigénio e L-arginina. Existem
trés isoformas independentes de NOS que tem a capacidade de gerar o NO por mecanismos
regulatérios complementares e distintos. Trés genes codificam as NOS (BREDT et al., 1991)
uma isoforma induzivel (NOS induzivel, INOS, ou inflamatoria, enzima calcio-
independente) que € expressa em macrofagos e células de Kupffer, neutrofilos, fibroblastos,
musculo liso e células endoteliais em resposta a estimulos patoldégicos como microrganismos

invasores, e duas ditas constitutivas, dependentes de calcio, que estdo presentes em



condigdes fisiologicas no endotélio (NOS endotelial, eNOS) e nos neurbnios (NOS
neuronal, nNOS) (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001). O NO ¢ derivado da L-arginina por
acdo da NOS, possuindo potente acdo vasodilatadora, o que leva a um aumento da
permeabilidade vascular. Além disso, este mediador atua como regulador do recrutamento
de leucdcitos e exerce acdo citotdxica contra microrganismos. Quando gerado, o NO
difunde-se facilmente através da membrana celular devido a sua natureza lipofilica. Além
disso, o NO liga-se ao grupo heme da guanilato ciclase solivel (GCs), que catalisa a
conversdo de guanosina trifosfato (GTP) para guanosina-3’5’-monofosfato ciclico (GMPc),
aumentando, por conseguinte, a concentracdo de GMPc intracelular, que por sua vez ativa
proteinas quinases dependentes de proteina G (PKG), iniciando uma cascata de fosforilagcdo
para obter a funcdo efetora (DENNINGER et al., 2001).

Recentes estudos demonstram que o NO atua de maneira bifasica na resposta
ulcerogénica da mucosa gastrintestinal, dependendo da isoforma de NOS, ou seja, 0 NO
produzido pela eNOS apresentaria um efeito protetor, e 0 NO originario da iNOS teria um
efeito pré-ulcerogénico (NISHIO et al., 2006). Estimulos apropriados, tais como respostas
inflamatdrias durante a presenca de Ulcera géastrica, aumentam a atividade da iNOS
(KRISTJANSSON et al., 2005). O bloqueio do NO aumenta o estresse oxidativo, ativando
mastocitos, que sdo células encontradas em grandes quantidades no trato gastrointestinal, e
que liberam mediadores como histamina e fator ativador de plaquetas, causando aumento da
permeabilidade epitelial. No entanto, em condi¢bes fisiopatologicas e, provavelmente,
durante certas condi¢des fisiologicas, a sinalizacdo mediada pelo NO pode ser independente
da ativacdo da GCs. O NO, por exemplo, regula diretamente a funcdo de canais i6nicos,
enzimas e varias proteinas (STAMLER et al., 2001). Esta regulacéo parece ser, a0 menos em
parte, pela nitrosilacdo de grupamentos tidis do residuo de cisteina presentes nas proteinas
(JAFFREY et al., 2001).

Vaérios estudos reconhecem o NO como um mediador fundamental na protecdo
gastrica. Lesdes na mucosa gastrica induzidas por agentes quimicos podem ser minimizadas
pela administracdo de NO, bem como agravadas com sua remoc¢do (LOPEZ BELMONTE et
al., 1996; ANDREWS et al., 1994; CALATAYUD et al., 1999). Este efeito é devido ao
aumento do fluxo sanguineo na mucosa promovido pelo NO (Revisado por WALLACE e
GRANGER, 1996), ou ainda devido a um aumento na liberacdo de muco gastrico (BROWN
et al., 1992). A administragdo de N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, inibidor ndo

seletivo das NOS) acentua as lesbes gastricas induzidas por etanol e aumenta a atividade da



H*, K'-ATPase; em contrapartida, doadores de NO (por exemplo: nitroprussiato de sddio)
reparam as lesdes induzidas por etanol e inibem a atividade ATPase em ratos (BULUT et al.,
1999).

O organismo possui também um sistema de defesa celular, o ambiente redox
(oxidacao-reducdo) do interior das células que previne contra les6es causadas pelos radicais
livres que ocorrem durante o processo normal do metabolismo celular e nos estados
patogénicos das doencas que envolvem varios processos fisiolégicos como sintese de PGs e
infiltracdo de leucdcitos polimorfonucleares (AGNIHOTRI et al., 2007). Este ambiente
redox é mantido pela acdo de enzimas antioxidantes, que promovem a primeira linha de
defesa contra 0 O2 e 0 H202, a exemplo incluem-se as proteinas enziméticas e nao
enzimaticas como a superoxido dismutase (SOD), catalase (CAT), glutationa (GSH), a-
tocoferol (vitamina E), B-caroteno (pro-vitamina A) e acido ascorbico (vitamina C)
(ODABASOGLU et al., 2006; KOC et al., 2008). Estas enzimas antioxidantes possuem uma
fungdo importante em prevenir lesdes gastricas. As EROs estdo presentes em varios modelos
experimentais de lesdo gastrica aguda induzida por estresse, etanol e AINES (ELLIOT e
WALLACE, 1998; TANAS et al., 2010).

2.3.3.2 Sulfeto de hidrogénio

O sulfeto de hidrogénio (H,S) é mediador gasoso envolvido com muitas funcdes
fisiologicas, geralmente o H2S se torna toxico quando apresentado em altos niveis de
concentracdo. E um géas incolor, com odor proprio, que pode ser produzido no meio
ambiente. O sulfeto de hidrogénio é sintetizado a partir de um aminodacido (L-cisteina) que é
uma das principais fontes de enxofre necessario para a sintese de H,S (UBUKA, 2002). A L-
cisteina é o substrato para duas enzimas piridoxal 5-fosfato dependentes: cistationina y-liase
(CSE) e cistationina B-sintetase (CBS) (MOORE et al., 2003); e de outra, de menor
importancia biologica, a 3-mercaptopiruvato sultransferase (3-MST) (SHIBUYA et al.,
2009).

As enzimas CBS e CSE sdo importantes para o metabolismo de aminoacidos
contendo enxofre, bem como para a producdo de H,S, aménia e piruvato, utilizando como
principal substrato a L-cisteina. A CBS é um polipeptidio de 63 quilodaltons,
predominantemente no sistema nervoso central (SNC), e a CSE é uma proteina de 43

quilodaltons, com expressdo maior nos tecidos periféricos (WANG, 2002). No entanto,
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ambas séo expressas na mucosa gastrica (FIORUCCI et al., 2005). Em particular, a 3-MST,
também é expressa no figado, rim, pulmdo, coracéo, timo, testiculos, aorta toracica e cérebro
(NAGAHARA et al., 1998; SHIBUYA et al., 2009). No entanto, o papel das isoformas na
biossintese do H2S é desconhecido (MUNKE et al., 1988).

O H,S pode ser produzido endogenamente e desempenha importantes fungdes em

parte dos 6rgaos e tecidos (LI et al., 2011). Com potente acdo anti-inflamatdria no sistema
digestivo, ele estd envolvido em muitas funcGes fisiolégicas como: resposta inflamatoria,
controle da integridade da mucosa gastrica, tobnus vascular e o controle da motilidade
gastrintestinal, promovendo o reparo de Ulceras (FIORUCCI et al., 2006; WALLACE et al.,
2010).
Como o NO, o H,S é um importante mediador na protecdo gastrica, visto que sua sintese,
quando inibida pode trazer sérios danos a mucosa, aumentando a suscetibilidade a graves
lesbes ap0Os exposicdo a drogas como, 0os AINES ou até mesmo ao etanol (FIORUCCI et al.,
2005; WALLACE et al., 2010). Em contrapartida, drogas que aumentam a sintese de H,S na
mucosa melhoram a resisténcia e a integridade da mucosa minimizando o dano tissular
(FIORUCKCI et al., 2006). Ise et al. (2011) demonstraram que a reducdo do dano ao tecido
gastrico por qualquer fator externo é devido a acdo do H2S enddgeno, que de certa forma,
associado aos fatores pré-existentes na mucosa gastrica, facilita uma recuperacdo mais
rapida da mucosa lesionada. A sintese do H2S em mamiferos é realizada pelo menos por trés
vias enzimaéticas através da transufulracdo do essencial aminoécido a L-metionina a
homocisteina. A homocisteina reage com a serina durante a reacdo de catalisacdo pela CBS,
que originara a cistationina, que por sua vez é subsequentemente hidrolisada pela CSE em
cisteina. A hidrolise pela CBS forma H2S e o produto L-serina ou reacdo de hidrdlise,
catalisada pela CSE pode gerar o H2S e 0s seus produtos piruvato e amdnia. Outras duas
vias alternativas vém sendo sugeridas pela literatura para a formacdo do H2S. S&o elas: a via
na qual a cistina ap6s sofrer hidrolise pela CSE em cisteina origina o HzS; e a via do 3-
mercapto-sultransferase (MPST), na qual a cisteina reage com o cetoacido formando o 3-
mercapto-sultransferase, gerando H2S e piruvato (HUGHES et al., 2009). No entanto, a
maior parte dos estudos sugere que CSE e CBS sdo as principais vias da para a geracdo
desse mediador, sendo as demais enzimas de menor importancia na biossintese do H2S.

Vaérios estudos vém analisando a funcdo do H2S , e de forma similar a outros
mediadores gasosos (NO e CO,), o H2S parece ter um papel duplo no que diz respeito a

processos inflamatorios, com caracteristicas tanto pro-inflamatorias, causando danos na
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mucosa gastrica, migracdo leucocitaria e edema, quanto anti-inflamatérias, minimizando
todos esses efeitos inflamat6rios na mucosa gastrica (FIORUCCI et al., 2006; CUNHA et
al., 2008).

A expressdo das enzimas CSE e CBS na mucosa gastrica é responsavel pela geracdo
do H2S. No entanto, a CSE ¢é a principal enzima que modula o H2S na mucosa gastrica.
Estudos demonstram que o mesmo possui uma fungdo importante na regulagdo do fluxo
sanguineo gastrico, bem como na aderéncia dos leucécitos ao endotélio vascular. Além
disso, o H2S pode contribuir para a defesa da mucosa gastrica contra lesdes causadas por
drogas anti-inflamatérias ndo esteroidais, evidenciando o envolvimento deste mediador na
manutencdo da integridade da mucosa gastrica em ratos expostos a indometacina ou
diclofenaco, (AINES) (FIORUCCI et al., 2005). Entretanto, estas propriedades anti-
inflamatdrias do H2S ainda néo estéo totalmente elucidadas. Em estudo prévio reportado na
literatura verificou a participagdo dos canais de potassio sensiveis a ATP na protecdo da
mucosa gastrica (FIORUCCI et al., 2006). Contrariamente, Wallace et al. (2007), mostraram
que a protecdo da mucosa gastrica em ratos promovido pelo H2S possivelmente ndo envolve
0s canais de potassio sensiveis a ATP, considerando-se as drogas glibenclamida (antagonista
dos canalis de potassio) e a pinacidil (ativador canais potassio) que ndo afetaram o reparo das
Ulceras gastricas.

Diante do exposto, observamos que 0s mecanismos pelos quais os mediadores
gasosos, sulfeto de hidrogénio e dxido nitrico, participam da gastroprotecdo ndo estdo

totalmente elucidados.

2.4 Inflamacéo

O processo inflamatério é a causa de indmeras doencas que podem ser
desencadeadas por varios estimulos, dentre eles infeccdes por micro-organismos, trauma,
agentes fisicos e quimicos, necrose tissular, corpos estranhos e reacdes imunoldgicas
(WEISS, 2008). A formacdo das Ulceras na mucosa ocorre devido ao desequilibrio dos
fatores gastroprotetores que sdo acompanhados de um processo inflamatério, o qual gera
mediadores inflamatérios agravantes (LAINE et al., 2008). Este processo inflamatorio é a
resposta de um organismo vivo a um estimulo nocivo, cujo agente agressor pode ser de
origem quimica, fisica ou bioldgica. O agente agressor atinge a barreira primaria da mucosa

gastrica que envolve a camada epitelial e/ou endotelial e suas estruturas especializadas. O
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trato gastrointestinal responde a agentes luminais potencialmente prejudiciais, no processo
de defesa da mucosa (WALLACE e DEVCHAND, 2005). Durante a inflamacdo o tecido da
mucosa gastrica lesado necessita ser reparado, portanto, a homeostasia deve ser
restabelecida. No decorrer do processo inflamatério o organismo recruta mecanismos
especificos, correspondendo aos processos advindos das células efetoras e seus produtos
(citocinas e anticorpos), e ndo especificos da imunidade, atuando como, por exemplo, na
captura do agente agressor por células fagociticas, bem como na secrecdo de mediadores,
que migram para o local sitio da lesdo(GALLIN et al., 1992; PAUL, 1998).

2.4.1 Mediadores dos processos inflamatérios

A resposta fisiologica observada no processo inflamatorio esta relacionada com a
liberacdo de diferentes mediadores pro-inflamatérios, como aminas vasoativas (histamina e
serotonina), cininas (bradicinina), prostanoides (prostaglandinas), citocinas (TNF-a, I1L-1p,
IL-6), fator de ativacdo plaquetaria (PAF) e substancia P (KIM et al., 2007; O’SHEA e
MURRAY, 2008). Os mediadores inflamatorios exercem suas fun¢ées quando ligados a
receptores especificos presentes nas celulas-alvo, dependendo dos tecidos atingidos podem
ter efeitos diferentes. O funcionamento celular pode vir a ser prejudicado devido ao efeito
nocivo dos mediadores (KUMAR; ABBAS; FAUSTO, 2005). Durante o0s eventos
inflamatdrios, surgem estimulos para a producdo de substancias capazes de interferir na
morfologia e integridade celular. A cascata dos eventos inflamatérios é efetuada por células
especializadas entre as quais se pode destacar os mastdcitos (que podemos ressaltar como
objeto de importancia neste estudo), 0s quais sintetizam substancias e estocam no interior
dos seus granulos alguns mediadores como: serotonina, histamina, leucotrienos,
prostaglandinas, bem como proteases. A resposta fisiolégica observada no processo
inflamatdrio esta relacionada com a liberacdo de diferentes mediadores pré-inflamatorios,
como citocinas (TNF-a, IL-1B), PAF e substancia P (KIM et al., 2007; O’SHEA e
MURRAY, 2008).

Os leucotrienos sdo sintetizados a partir do &cido araquidénico por acdo da
lipoxigenase. Estes metabdlitos sdo responsaveis pelo recrutamento dos leucocitos para o
local injuriado, mediando a quimiotaxia e a aderéncia ao endotélio vascular (RADOMSKI et
al., 1987). Os leucdcitos participam ativamente do processo inflamatorio, fagocitando os

agentes agressores, impedindo a proliferacdo de um eventual microrganismo patogénico,
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retirando residuos celulares da &rea afetada, eliminando assim o tecido necrotico para iniciar
a reparacao tecidual (FORD-HUTCHINSON, 1992).

O PAF, um derivado lipidico da acdo das fosfolipases (PLA;), possui receptores
localizados nas plaquetas, leucécitos e células endoteliais (SCHOLMERICH, 1996). O PAF
esta envolvido em muitos eventos inflamatérios, incluindo aumento da permeabilidade
vascular e migracao de neutr6filos (FORMELA; GALLOWAY; KINGSNORTH, 1995).

2.4.2 Citocinas e resposta imune celular

As citocinas desempenham um papel central na regulagcdo do sistema imune da
mucosa e sdo importantes na sua defesa. A IL-1p e 0 TNF—a sdo liberados no inicio de uma
reacdo inflamatdria. Elas contribuem para a resposta sistémica a inflamacdo ou infecgéo.
Tem sido demonstrado que a administracdo de IL-13 pode aumentar a resisténcia a leséo e
reduzir a gravidade das lesbes gastroduodenais em varios modelos experimentais. Os
mecanismos responsaveis pelas acdes de protecdo de IL-1p ndo sdo totalmente
compreendidos, mas esta citocina € um potente inibidor da secrecdo de acido gastrico,
podendo deste modo minimizar as lesbes gastroduodenais através da estimulacdo da
secrecdo de PGs e NO e da inibicdo de mediadores produzidos por mastocitos que podem
agravar a Ulcera (MARTIN et al., 2006, BAETCHEWSKY et al., 2009). O TNF—a é uma
citocina produzida durante a lesdo da mucosa gastrica. O TNF—o parece ser um fator chave
para muitas formas de lesdo gastrica da mucosa, incluindo a associada com a infeccéo por H.
pylori e a utilizacdo de AINES. O TNF-a pode promover a reparacdo da mucosa pela
estimulacdo da proliferacdo de células epiteliais (PLAYFORD et al., 2005, LUO et al.,
2005). As PGs aumentam a resisténcia das células epiteliais a lesdo induzida por citotoxinas
ao suprimir o recrutamento de leucocitos na mucosa. As PGs podem também regular
negativamente a liberacdo de alguns mediadores inflamatorios que contribuem para a
geragdo de lesdo da mucosa. Por exemplo, a PGE2 é um potente inibidor de TNF—a e IL-1,
bem como IL-8 (MARTIN et al., 2006).

Na mucosa do trato gastrointestinal, os linfocitos estdo presentes em grandes
quantidades em trés regides principais: na camada epitelial, espalhados pela lamina prépria e
em cole¢des organizadas na lamina propria chamadas placas de Peyer. As células de cada

regido apresentam propriedades fenotipicas e funcionais distintas. A maioria dos linfocitos
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intraepiteliais € constituida por células T. A Iamina propria intestinal contém uma populagdo
mista de células que inclui os linfocitos T, que sdo em sua maioria CD4" e possuem o
fendtipo de células ativadas. Esta também apresenta uma grande quantidade de linfécitos B e
plasmdcitos ativados, assim como macrdfagos, células dendriticas, eosinéfilos e mastdcitos
(KUMAR et al., 2005).

Durante o processo inflamatorio na mucosa gastrica hd uma grande ativacdo das
células CD4 T helper (Th) tipo 1 como resposta a agressao a mucosa (ITOH et al., 1999,
ECK et al., 2000). As células Thl liberam vérias citocinas como TNF e IFN durante o
processo inflamatério (SAWAI et al., 1999); a diferenciacdo em linfécitos CD4 Th tipo 2
(Th2) ocorre na presenca de IL-4, IL-5 e IL-10 que determinam um perfil anti-inflamatorio
(ANSEL et al., 2003). Diversos trabalhos tem demonstrado o efeito protetor de citocinas
anti-inflamatorias como IL-4, IL-10 e TGF-f no desenvolvimento da Ulcera gastrica
(YADAV et al., 2009). A ulcera gastrica induzida por indometacina aumenta os niveis de
citocinas inflamatdrias como IL-1f e IL-6 e diminui os niveis de citocinas anti-inflamatorias
como IL-4 e TGF-B na mucosa (YADAV et al., 2009).

A IL-4 é produzida por mastocitos, basofilos ativados, eosinofilos e linfocitos T
CD4"do tipo Th2 (ABBAS e LICHTMANN, 2005; CALDER et al., 1999). O tratamento de
Ulceras gastricas com farmacos com potencial anti-inflamatorio pode aumentar os niveis de
IL-4 para a restauracdo do dano. Durante a agressdo por H. pylori, a IL-4 inibe a progresséo
da inflamacdo e ao mesmo tempo diminui a expressao do IFN-y, que € produzido pelas
células Thl (OPAL et al., 2000). YADAYV et al. (2009) mostraram que o tratamento com o
farmaco alipilpirocatecol em Ulcera induzida por indometacina diminuiu 0s niveis de
citocinas inflamatdrias e aumentou os niveis de citocinas anti-inflamatdérias como a IL-4,
que apresenta uma participacdo importante em outras doencas relacionadas a mucosa. Vale
ressaltar que a IL-4 produzida por mastdcitos na infeccdo da mucosa por helmintos é crucial

para a expulsdo do parasita (IERNA et al., 2008).
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2.4.3 Mastécitos

Os mastdcitos sdo células que participam do processo inflamatorio e sdo
responsaveis por processos fisiolégicos que envolvem o remodelamento dos tecidos, a
angiogénese e a cicatrizacdo de feridas de pele (WEDENMEYER et al., 2000; METZ e
MAURER, 2007). Os mastocitos participam da migracdo de neutréfilos para o local da
lesdo, através da vasodilatacgdo promovida pelos constituintes dos seus granulos
(THEOHARIDES et al., 2012). Além disso, estes sdo responsaveis por regular a resposta
imunolégica, liberando mediadores quimicos e os produtos de oxidacdo do é&cido
araquidonico, presente no interior de seus granulos, frente a estimulos apropriados (AMIN,
2012). Os mastocitos quando estimulados, liberam uma série de mediadores pré-formados
com atividade pro-inflamatdria como a histamina, heparina, serotonina, proteinases neutras,
alem dos fatores neo-formados como PAF e derivados do acido araquiddnico, 0s
leucotrienos e as prostaglandinas. Dentre os neo-formados, destacam-se uma série de
interleucinas sintetizadas apos a sua desgranulacao (IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-
13, IL-14, IL-16), assim como fator de crescimento de fibroblastos, TNF-a, fator
estimulador de colbnias de granulécitos e macrofagos (GM-CSF) e fator de célula tronco
(SCF) (WEDENMEYER et al., 2000).

Os mastocitos podem interagir com componentes teciduais de varios érgéaos e estdo
associados a vasos e nervos, que expressaram uma atividade em resposta a reacOes
inflamatdrias agudas (SOTER et al., 1983). Nas células epiteliais, mucosas respiratorias,
tratos geniturinario e gastrointestinal sdo expressos proeminentemente os mastocitos. Além
disso, hd uma larga participacdo dos mastécitos em uma variedade de doencas, podendo-se
observar um aumento do numero de mastocitos em doencas fibrosantes (STEAD et al.,
1990), neurofibromatose e psoriase (GRUBER, KAPLAN, 1993; SCHULMAN, 1993;
ROTHER et al., 1990), e alguns tipos de tumores (MENINGER, ZETTER, 1992). Na lesdo
ulcerativa pode-se observar a importancia dos mastdcitos. Camundongos deficientes em
mastocitos submetidos a lesdo de mucosa induzida por AINES apresentam um alto dano na
mucosa. 1sso sugere a participacdo de mastocitos no reparo da lesdo ulcerativa (HAMPTON
e HALE, 2011).

Os mastdcitos podem ser classificados de acordo com a sua localizacdo, coloracdo
histoquimica, conteddo de proteases e proteoglicanos. Dois subtipos principais de

mastocitos foram descritos em roedores, mastécitos do tipo mucoso (MMC) e os mastdcitos
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de tecido conjuntivo (CTMC) (MEUSER-BATISTA et al., 2008; MOON et al., 2010). Os
CTMC de camundongos expressam proteases (MMCP)-1 e -2, enquanto que os CTMC
expressam MMCP-4, -5, -6, e carboxipeptidase. Os proteoglicanos do MMC sdo compostos
por sulfato de condroitina di-B, A e E enquanto que os dos CTMC s&o compostos por
heparina e sulfato de condroitina E (MOON et al., 2010, MEUSER BATISTA, 2011).
Curiosamente, os fenotipos sdo reversiveis em certas condigdes e a transdiferenciacdo entre
os dois fendtipos tem sido demonstrada. A heterogeneidade dos subtipos de mastécitos nos
tecidos estd provavelmente relacionada com as condi¢des do microambiente do tecido (por
exemplo, o nivel de citocinas, hormdnios, espécies reativas, radicais e contato com células

adjacentes).

2.5 Género Caesalpinia

Os tratamentos atuais para Ulceras gastricas ainda ndo sdo satisfatorios devido ao
custo elevado e, as vezes, ao tratamento prolongado que dificulta a adesdo, causando uma
maior recorréncia (65-80%) da doenca e resultando em elevados gastos na saude publica.
(SONE et al., 2008) O uso indiscriminado dos anti-inflamatorios ndo esteroidais (AINES),
medicamentos que causam diversos efeitos colaterais, dentre eles a lesdo da mucosa gastrica,
também constitui um fator de causa relevante (LEONG, 2009). Nesse contexto, as plantas
representam uma alternativa para o tratamento de Ulceras gastricas.

A familia Leguminosae € predominantemente da Caatinga, possuindo
aproximadamente 293 espécies que estdo distribuidas dentro de 3 subfamilias: Faboideae,
Caesalpinioideae e Mimosoideae (GIULIETTI et al.,, 2004). O género Caesalpinia
(Caesalpinioideae, Fabaceae) abrange uma grande variedade de espécies, sendo em torno
de 150 em éareas tropicais e subtropicais em todo mundo (BAHIA et al., 2005). A espécie
nativa brasileira conhecida por Caesalpinia minax € utilizada popularmente no tratamento da
infeccdo pelo virus da influenza, em disenterias e inflamacdo decorrente do reumatismo
(CHENG et al., 2009). A Caesalpinia digyna apresenta atividade antioxidante comprovada
bioguimicamente em testes in vitro e in vivo (SRINIVASAN et al., 2007). A Caesapinia
cheilanta é usada contra dores de cabeca e como expectorante e a Caesalpinia ferrea
utilizada contra doencas renais e labirintite (ALBUQUERQUE, 2006). A Caesalpinia
bonducella quando analisada fotoguimicamente indica a presenca de flavonoides,

terpenoides, glicosideos, saponinas, taninos e alcaloides em sua composicdo, e testes
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farmacoldgicos demonstraram atividades anti-inflamatoria, antinociceptiva e antioxidante
(ARCHANA et al., 2005).

2.5.1 Caesalpinia pyramidalis

Atualmente tem-se avaliado a grande importancia do bioma da caatinga como uma
fonte de descoberta para novas drogas com potencial terapéutico (CARVALHO et al., 2008;
BISPO et al.,, 2010). A Caesalpinia pyramidalis, planta que destacamos neste trabalho,
pertence a familia Fabaceae, classe das Dicotiledoneae. A Caesalpinia pyramidalis é nativa
endémica da regido nordestina, dotada de grande resisténcia a seca, chega a atingir 10
metros de altura e poucos centimetros da base, habitando lugares pedregosos (SILVA e
MATOQOS, 1998; DANTAS et al., 2008). Esta espécie (Figura 2) habita as varzeas umidas
como no serido, semiarido, bem como, na regido do sertdo e pes de serra, ocupando uma
4rea de aproximadamente 800.000 km® (70% de toda regido nordestina); ocorrem nos
estados do Piaui, Paraiba, Sergipe e Bahia (BRAGA, 1960; UMBUZEIRO, 2005).
Conhecida popularmente como “catingueira”, essa espécie nativa brasileira atualmente ¢
classificada como Poincianella pyramidalis (Tul.) (QUEIROZ et al., 2009). Na medicina
popular, as folhas e flores, bem como as cascas desta planta sdo utilizadas usadas nos
tratamentos das infeccOes catarrais e diarreias, apresentando ainda acdo diurética,
antipirética, dispéptica, e atuando como agente bactericida e anti-inflamatério para afeccdes
digestivas (BAHIA et al., 2005; DANTAS et al., 2008). Dos compostos isolados a partir da
extracdo cloroformica das folhas de Caesalpinia pyramidalis Tul. destacam-se 0s seguintes:
lupeol, B sitosterol, caesalflavona podocarpusflavona, canferol, apigenina, agastisflavone,
4,4'hidroxi2'metil-chalcona, siringaresinol e galato de metila (MENDES et al., 2000;
BAHIA et al., 2005; BAHIA et al., 2010).

Os estudos fitoquimicos realizados com a Caesalpinia pyramidalis descrevem a
presenca de metabdlitos secundarios encontrados nas folhas e frutos da maioria das espécies
do género Caesalpinia, destacando-se os flavonoides, esteroides, taninos e triterpenos
(MENDES et al., 2000; ZAKARIA et al., 2007; JUN et al., 2008; CHENG et al., 2009).

O objetivo das pesquisas farmacoldgicas estd em torno das descobertas de novos
antioxidantes (MUNTANA e PRASONG, 2010; COSTA-LOTUFO et al., 2010). No estudo
de Silva et al. (2011), foi avaliada a atividade antioxidante do extrato etandlico das folhas e

da entrecasca de Caesalpinea pyramidalis no qual foi observado um alto contetdo de
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flavonoides totais e uma elevada capacidade de quelacdo do ferro. Os extratos de
Caesalpinia pyramidalis, em particular da folha, casca da raiz e flor, apresentam uma agéo
antimicrobiana frente as linhagens de Escherichia coli, Klebsiella pneumoniae,
Pseudomonas aeruginosa e Staphylococcus aureus que pode ser justificada pela presenca de
metabdlitos secundéarios com atividade antioxidante (flavondides e &cidos fendlicos)
(MENDES et al., 2000). Santos et al. (2011) avaliaram o extrato etanélico da entrecasca da
Caesalpinia pyramidalis e comprovaram que a planta possui atividades anti-inflamatérias e
antinoceptiva via inibicdo de mediadores periféricos e mecanismos centrais. A atividade
anti-inflamatoria também foi observada com o extrato etandlico da entrecasca da
Caesalpinia pyramidalis no modelo de pancreatite aguda, induzida pela obstru¢édo do ducto
biliopancreatico possuindo o flavonoide rutina como possivel metabdlito responsavel por
esta acdo (SANTANA et al, 2012). Estudo recente, utilizando o mesmo extrato da
Caesalpinia pyramidalis, demonstrou o envolvimento do sistema glutamatérgico e via L-
arginina/ 6xido nitrico na sua acdo antinociceptiva (SANTOS et al., 2013). Ribeiro et al.
(2013) demonstraram efeito gastroprotetor do extrato etanélico da entrecasca da Caesalpinia
pyramidalis em modelos de Ulceras induzidas por etanol e AINES. No entanto apesar de
varios estudos ter apresentado o efeito anti-inflamatério da Caesalpinia pyramidalis seu
mecanismo de acdo ainda nao foi elucidado. Assim, torna-se necessario uma investigacao do
mesmo. Esta elucidacdo € de grande relevancia para industria farmacéutica, como para o

tratamento da Ulcera gastrica.

Figura 2: Caesalpinia pyramidalis Tul. (Fabaceae). Fonte: CINP, 2011.
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3 Objetivos
3.1 Objetivos Gerais

Avaliar possiveis mecanismos da acéo antillcera do extrato etandlico da entrecasca
da Caesalpinia pyramidalis (EECp) em modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto em
ratos.
3.2 Objetivos Especificos

Avaliar participacdo do 6xido nitrico (NO) endégeno na protecdo gastrica induzida
pelo (EECp).

Avaliar participacdo do sulfeto de hidrogénio (H,S) na protecdo gastrica induzida
pelo (EECp).

Avaliar a participacdo de mastdcitos na protecdo gastrica induzida pelo (EECp).

Avaliar a expressao de iNOS e IL-4 na protecdo gastrica induzida pelo (EECp).
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4 Material e Métodos
4.1 Coleta

A entrecasca do tronco da Caesalpinia pyramidalis foi coletada no povoado Xingo,
municipio de Canindé do Sao Francisco, estado de Sergipe (09°66°00” S, 37°78°94” O) em
setembro de 2008. Um espécime foi identificado pela boténica professora Ana Paula Prata
do Departamento de Biologia da UFS e depositado no Herbério da Universidade Federal de
Sergipe (Av. Marechal Rondon S/N, Séo Cristévédo - SE 49100-000, Brasil) sob o n° ASE
13.164. Antes da extracdo a entrecasca foi seca em estufa (Marconi MA 037) a 40°C, com

renovacao e circulacdo de ar, durante 48 h.

4.2 Preparacéo do extrato etandlico

A entrecasca seca da Caesalpinia pyramidalis (2,840 g) foi inicialmente moida até
ser transformada em pd, e posteriormente submetida a extracdo com etanol a 90% em
percolador de aco inoxidavel durante cinco dias. Apds concentracdo do solvente em
evaporador rotativo sob pressdo reduzida a 45°C, foi obtido o extrato etanolico bruto
(rendimento de 2,62%) que foi seco e submetido aos ensaios para avaliagdo dos possiveis

mecanismos de acdo da atividade gastroprotetora.

4.3 Animais

Nos ensaios biologicos foram utilizados ratos Novergicus albinus da linhagem Wistar
(180-300 g), fémeas, provenientes do Biotério Central da Universidade Federal de Sergipe
(Sdo Cristovdo, Brasil). Estes foram levados para o biotério local do Departamento de
Fisiologia, onde foram mantidos em sala com temperatura controlada (21 + 2°C) e ciclos
controlados (claro/escuro 12 h cada), tendo ragdo e agua ad libitum, durante 02 dias até o
manuseio, em caixas plasticas divididos em grupos (8 animais por caixas) aleatoriamente,
com troca da serragem diaria.

Todos os procedimentos experimentais foram conduzidos durante o periodo das 7 as
17 h, e de acordo com as normas de procedimentos sobre cuidados com animais para uso em
pesquisa do Comité de Etica da Universidade Federal de Sergipe e da Sociedade Brasileira

de Cuidados com Animais de Laboratério (SBCAL). Os animais submetidos a
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administracdo oral do extrato etandlico da Caesalpinia pyramidalis (EECp) e dos controles
foram aclimatados no laboratorio e colocados em jejum 24 h antes do experimento. Este
trabalho foi aprovado pelo Comité de Etica em Pesquisa com Animais (CEPA) da
Universidade Federal de Sergipe sob o protocolo n° 63/11.

4.4 Modelo de ulcera aguda induzida por etanol

A metodologia utilizada para este experimento foi descrita por Robert et al. (1979),
os animais (n = 8/grupo), foram submetidos ao jejum de 24 h e pré-tratados com o EECp
(30, 100 ou 300 mg/kg, v.0.), omeprazol (30 mg/kg, v.0.) ou veiculo (Tween 80 a 0,2% em
agua, 10 mL/kg, v.0.). Em estudo prévio realizado pelo nosso grupo de pesquisa encontrou-
se efeito gastroprotetor dose dependente do (EECp). A partir deste estudo foi estipulado o
uso da dose intermediaria de (100 mg/kg, v.0.). Apos 1 h da absorcdo dos tratamentos 0s
animais foram submetidos as Ulceras gastricas agudas com a administracdo de etanol
absoluto (4 mL/kg, v.0.). Posteriormente, transcorridos 60 min da indugdo das ulceras, 0s
animais foram eutanasiados por descolamento cervical e os estdbmagos retirados para analise
do indice de lesdes ulcerativas através do programa EARP.

O indice de ulceras calculado através da gravidade das lesdes da mucosa gastrica,
classificadas como:

a) tipo 1 (T1): 4rea da ulcera < 1 mm?;
b) tipo 2 (T>): area da Glcera de 1-3 mmZ.
c) tipo 3 (T3): 4rea da ulcera > 3 mm?.
O indice lesao ulcerativa (ULI) foi determinado macroscopicamente, como:
ILU=(1xT1)+(2xT2)+(3xT3)

Os resultados foram expressos em indice de lesdo ulcerativa (ILU) e analisados
através de analise estatistica por analise de variancia (ANOVA), seguido de teste posterior
de Tukey para comparacdo das médias por erro padrdo + E.P.M. dos grupos testados, sendo

que valores de p<0,05 foram considerados estatisticamente significativos.
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4.5 Determinacao do papel do 6xido nitrico (NO)

O método utilizado para este experimento foi descrito por Arrieta et al. (2003), com
algumas modificagBes. Apds 24 horas de jejum, 16 animais receberam o pré-tratamento com
N-nitro-L-arginina metil éster (L-NAME, inibidor da NOS ndo seletivo, 70 mg/kg, i.p.) e 24
animais receberam o pré-tratamento com o veiculo (salina a 0,9%, i.p.). Transcorridos 30
minutos, dos 16 animais que receberam o pré-tratamento com L-NAME, 8 animais
receberam o tratamento, por via oral, com veiculo (tween 80 a 0,2%) e 8 animais foram
tratados com o extrato (100 mg/kg, v.0.), e dos 24 animais que receberam o pré-tratamento
com o veiculo (i.p.) 8 animais foram tratados com veiculo (tween 80 a 0,2%, v.0.), 8 animais
com o extrato (100 mg/kg v.0.) e 8 animais com a carbenoxolona (200 mg/kg, v.0.),
conforme Tabela 1 (n=8/grupo), e apos periodo de absor¢éo (1 h) foi administrado o etanol
absoluto (4 mL/kg, v.0.) para inducédo das Ulceras gastricas. Posteriormente, transcorridos 0s
60 min da indugéo das ulceras, os animais foram eutanasiados por descolamento cervical e
0s estbmagos retirados para analise do indice de lesdes ulcerativas através do programa
EARP.

Tabela 1. Grupos de tratamentos utilizados para avaliacdo do papel do éxido nitrico

Grupo (n=8) Pré-tratamento Tratamento
4 mL, i.p. 4 mL/kg, v.o.
Salina + Veiculo (0,9%) (Tween 80; 0,2%)
Salina + Extrato (0,9%) (100 mg/kg)
Salina+ Carbenoxolona (0,9%) (200 mg/kg)
L-NAME + Veiculo (70 mg/kg) (Tween 80; 0,2%)
L-NAME + Extrato (70 mg/kg) (100 mg/kg)

Transcorrido o tempo de inducédo de Ulcera aguda por etanol (1 h), os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia prévia com halotano a 3%, e 0s
estdmagos retirados, abertos ao longo da grande curvatura e esticados e, através de scanner,
as imagens foram captadas e analisadas por software de analise de imagens EARP, a fim de
determinar o nimero de lesBes e 0 tamanho destas, conforme descrito anteriormente. Os

resultados foram expressos como média + E.P.M. do indice de lesdo ulcerativa (ILU) e
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analisados estatisticamente por andlise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey

sendo p< 0,05 considerado significativo.

4.6 Determinacéo do papel do sulfeto de hidrogénio

Para determinacéo do papel do sulfeto de hidrogénio na mucosa gastrica foi utilizada
a metodologia descrita por Medeiros et al. (2009), com algumas modificacdes. Apds 24
horas de jejum, 16 animais receberam o pré-tratamento com propargilglicina (PAG, inibidor
da formacédo de H,S enddgeno, 25 mg/kg, i.p.) e 24 animais receberam o pré-tratamento com
0 veiculo (salina a 0,9%, i.p.). Apés 30 minutos, os 16 animais que receberam o pré-
tratamento com PAG receberam os tratamentos, por via oral, sendo 8 animais tratados com
veiculo (tween 80 a 0,2%) e 8 destes animais tratados com o extrato (100 mg/kg), e os 24
animais que receberam o pré-tratamento com o veiculo foram tratados com veiculo (tween
80 a 0,2%; 8 animais), extrato (100 mg/kg; 8 animais) ou carbenoxolona (200 mg/kg; 8
animais), conforme Tabela 2 (n=8/grupo), e apds periodo de absorcdo (1 h) foi administrado
o etanol absoluto (4 mL/kg) e posteriormente determinado o indice de lesdes ulcerativas

como descrito anteriormente no topico 4.4.
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Tabela 2. Grupos de tratamentos utilizados para avaliacdo do papel do sulfeto de

hidrogénio
Grupo (n=8) Pré-tratamento Tratamento
(4 mL, i.p.) (4mL/kg, v.0.)
Salina + Veiculo (0,9%) (Tween 80; 0,2%)
Salina+ Extrato (0,9%) (100 mg/kg)
Salina+ Carbenoxolona (0,9%) (200 mg/kg)
PAG + Veiculo (25 mg/kg) (Tween 80; 0,2%)
PAG + Extrato (25 mg/kg) (100 mg/kg)

Transcorrido o tempo de inducédo de Ulcera aguda por etanol (1 h), os animais foram
eutanasiados por deslocamento cervical sob anestesia prévia com halotano a 3%, os
estdmagos retirados, abertos ao longo da grande curvatura e esticados, e através de scanner,
as imagens foram captadas e analisadas por software de analise de imagens EARP, a fim de
determinar o nimero de lesdes e o tamanho destas, conforme descrito anteriormente. Os
resultados foram expressos como media £ E.P.M. do indice de lesdo ulcerativa (ILU e
analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey

sendo P< 0,05) considerado significativo.

4.7 Andlise histopatoldgica

Os animais foram eutanasiados e os tecidos foram removidos, congelados em
nitrogénio liquido e incluidos em OCT (Sakura, Torrance, EUA). Foram feitos cortes de 10
um para coloracdo por hematoxilina e eosina (HE) para analise do tecido gastrico ulcerado.
Alteracdes da mucosa gastrica foram observadas e quantificadas (n=4/grupo, 3 cortes
histoldgicos/estbmago), como descamacdo e perda de vilosidades (desorganizacdo) da
superficie epitelial glandular e edema intersticial. Escores foram utilizados para quantificar as
alteracdes morfoldgicas ocorridas no tecido estomacal. Escores: 0, sem alteracdo; 1, alteracédo
rara; 2, alteragdo moderada; e 3, alteracdo grave. As alteragcBes histoldgicas estdo

apresentadas como mediana (maximo - minimo). Para analise estatistica foi utilizado o teste
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de Kruskal-Wallis com o teste posterior de Dunn, sendo valores de p< 0,05 considerados

significativos.

4.8 Imuno-histoquimica para iNOS e IL-4

Cortes congelados (n=3/grupo) de tecido gastrico (10 um) foram fixados em acetona e
mergulhados em salina tamponada com fosfato (PBS) por 5 min. Os cortes foram incubados
em solucgdo de bloqueio com PBS a 2% de albumina bovina (BSA, fragdo V, Sigma Chem.
Co, EUA) por 30 min a 37° C. Para a marcacdo de IL-4 os cortes foram incubados com
anticorpo para IL-4PE (Biolegend) na concentracdo de 1:200 por 1 hora a 37°C. Para a
marcacdo de INOS os cortes foram incubados com anticorpo primario iNOS (Sigma) na
concentracdo de 1:500 por 1 h a 37°C, lavados em PBS e incubados com anticorpo
secundario Alexa488 na concentracdo de 1:2000. Todas as incubagdes com anticorpos foram
feitos sob o abrigo da luz em camera imida e logo depois foram efetuadas trés lavagens com
PBS. Para a marcacdo de nucleo os cortes foram incubados com DAPI (4',6-diamidino-2-
fenilindol) a 0,1 M por 15 min. Apos coloracéo os cortes foram lavados em PBS e montados
em DABCO (-1,4diazabiciclo [2.2.2] octano-(Sigma)) a 2%, para serem visualizadas em

microscopio de luz Axioplan 2 Zeiss (Zeiss, Alemanha).

4.9 Citometria de fluxo para IL-4 e INOS

Os tecidos gastricos (n=3/grupo) foram coletados, cortados em fragmentos de 1-2
mm e exaustivamente lavados em PBS a 4°C para evitar contaminacdo com células do
sangue. Os fragmentos foram transferidos para uma solucdo de colagenase tipo 1A (Sigma) e
submetidos a um ciclo Gnico de digestdo enzimatica em agitagdo suave por 40 min a 37°C.
As células foram isoladas, centrifugadas e imediatamente transferidas para meio RPMI 1640
(Sigma) contendo 10% de soro fetal bovino. As células foram incubadas por 20 minutos a
4°C com meio RPMI contendo 10% de soro de carneiro inativado (bloqueio de receptores
Fc) e 10% de soro fetal bovino (Gibco). Para a marcacdo de IL-4 as células foram incubadas
com anticorpo para IL-4PE (Biolegend) na concentragdo de 1:200 por 30 min a 37°C. Para a
marcacdo de INOS as células foram incubadas com anticorpo primario iINOS (Sigma) na
concentracdo de 1:500 por 30 minutos a 37°C, lavadas em PBS e incubadas com anticorpo

secundario Alexa488 na concentracdo de 1:2000 por 30 min a 37°C. Apods a incubagdo com
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0s anticorpos, as amostras foram lavadas duas vezes em meio RPMI, fixadas em
formaldeido 2% (Merck) e mantidas em geladeira até a leitura quando foram lavadas duas
vezes em PBS.

As amostras foram analisadas em citdmetro de fluxo Attune (Applied Biosystems) e
a analise dos dados foi realizada no programa Attune Cytometric Software versdo 1.2.5
(Applied Biosystems).

4.10 Coloragéo dos mastocitos

A identificacdo de mastdcitos foi feita segundo o protocolo previamente descrito por
Meuser-Batista et al. (2008). Os tecidos (n=3/grupo) foram cuidadosamente removidos,
congelados em nitrogénio liquido e incluidos -70'C em OCT (Sakura, EUA). Foram feitos
cortes congelados em criostato (LEICA CM 1850). Para a identificagdo dos diferentes
fenotipos de mastocitos foi utilizada uma solugdo com a combinacao de trés corantes: 0,02%
de alcian blue (coloracéo azul), 0,01% de safranina (coloracdo marrom) e 0,36% de azul de
toluidina (coloragdo purpura). Os mastdcitos do tipo mucoso apresentam coloracao azul, o0s
mastocitos de tecido conjuntivo apresentaram coloragdo marrom ou parpura e mastocitos
hibridos apresentam coloracdo marrom/purpura/azul. A presenca dos subtipos de mastocitos
foi observada nos diferentes grupos. As imagens dos tecidos corados para mastocitos foram
observados no microscopio O6ptico (LEICA ICC-50) e foram fotografados para a
quantificacdo do numero de mastdcitos. A quantificacdo dos diferentes fendtipos de
mastocitos foi feita no programa ImageJ 1.45s. Os resultados foram expressos como média £
E.P.M. dos mastdcitos por area (mm?) e analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) seguida de teste de Tukey.
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5 Resultados

5.1 Modelo de tlcera aguda induzida por etanol

No modelo de Ulceras agudas induzidas por etanol observou-se que o pré-tratamento
dos animais com o EECp nas doses de 30, 100 e 300 mg/kg foi capaz de prevenir de forma
significativa e dose dependente, o indice de lesdes ulcerativas, a area total de lesdo e a area
relativa de lesdo quando comparadas ao veiculo (p< 0,01). De forma similar, os animais pré-
tratados com omeprazol (30 mg/kg), também tiveram menor indice de lesdes ulcerativas (p<
0,001,Fig. 3).
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Figura 3- Os resultados foram expressos como média + E.P.M. de 8 animais/grupo do
indice de lesdo ulcerativa (ILU) e analisados estatisticamente por analise de variancia
(ANOVA) seguida de (Tukey) *p< 0,01 e ** p< 0,001 comparado com o veiculo. # p< 0,01
comparado com EECp 300 mg/Kkg.
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5.2. Determinacéo do papel do NO

No modelo para determinar o envolvimento do NO na gastroprotecdo induzida pelo
EECp, foi observado que os animais tratados com EECp na dose de (100 mg/kg) foi capaz
de prevenir o indice de lesGes ulcerativas, quando comparados ao veiculo. Porém, os animais
pré-tratamento com L-NAME (70 mg/kg, i.p.) ndo foi capaz de reverter o efeito inibitorio
deste extrato sobre as Ulceras induzidas por etanol absoluto, quando comparado aos animais
que foram tratados com o extrato (Fig. 4).
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Figura 4- O efeito da administracdo orogastrica do veiculo (tween 80 a 0,2% em salina a 0,9%),
carbenoxolona (Cbx, 200 mg/kg) e o (EECp, 100 mg/kg) em dulcera induzida por etanol
absoluto (4 mL/kg). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. do indice de lesdo
ulcerativa (ILU) e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de

(Tukey). *p< 0,05 comparado com o grupo veiculo + salina.
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5.3 Determinacéo do papel do sulfeto de hidrogénio

No modelo para avaliar a contribui¢cdo do H2Sno efeito protetor do EECp observou-
se que o os animais tratados com EECp na dose de (100 mg/kg) foi capaz de prevenir o
indice de lesdes ulcerativas, quando comparados ao veiculo. Porém, os animais pré-
tratamento com PAG (25 mg/kg, i.p.) foi capaz de reverter parcialmente o efeito inibitério
deste extrato sobre as Ulceras induzidas por etanol absoluto, quando comparado aos animais
que foram tratados com o extrato (Fig. 5).
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Figura 5- O efeito da administracdo orogastrica do veiculo (tween 80 a 0,2% em salina a 0,9%),
carbenoxolona (Cbx, 200 mg/kg) e o (EECp, 100 mg/kg) em dulcera induzida por etanol
absoluto (4 mL/kg). Os resultados foram expressos como média + E.P.M. do indice de lesdo
ulcerativa (ILU e analisados estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de
Tukey. *p< 0,01 comparado ao grupo salina + veiculo, # p< 0,01 comparado ao grupo EECp +

veiculo, ** p< 0,01 comparado ao grupo EECp + PAG.
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5.4 Andlise histopatoldgica do estbmago dos animais submetidos & administracéo oral

de etanol absoluto

Na andlise histopatoldgica podemos observar que o grupo pré-tratado com salina e
tratado com veiculo foi muito afetado na inducdo de gastrite por etanol, demonstrando
aumento de edema da submucosa intersticial com perda da vilosidade da superficie da
mucosa e destruicdo de lamina prépria (fig. 6A). O grupo pré-tratado com salina e tratado
com EECp apresentou preservacdo da lamina propria, com pequeno edema e infiltracdes
leucocitérias (fig. 6B). Os grupos pré-tratados com bloqueio da sintese de NO e Hz2Sque
foram tratados com veiculo houve uma maior agressao da mucosa gastrica com degradacao
do tecido e infiltrag6es linfocitarias na submucosa, bem como presenca de edema (fig. 6C e
6E) . Porém os grupos pré-tratados com bloqueio de NO e H2Se que posteriormente foram
tratados com o EECp houve uma melhora da mucosa gastrica ulcerada com diminui¢do do
edema em regido da mucosa géstrica e menor dilaceragéo do tecido da mucosa gastrica (Fig.
6D e 6F).

A analise quantitativa das alteracbes morfologicas dos grupos com tecido gastrico
ulcerado mostrou que o tratamento com o EECp da teve um efeito protetor significativo (p<
0,05) nos grupos pré-tratados com salina e ou que foram submetidos ao bloqueio da sintese
bem como, nos tecidos do grupo tratados com extrato, houve uma melhora do aspecto
morfologico do tecido gastrico ulcerado, quando comparado ao grupo somente preé-tratado

com salina e tratado com veiculo (Tabela 3).



31

Tabela 3- Analise quantitativa das alteracbes morfologicas do tecido gastrico

ulcerado.

Pré-tratamento Tratamento Desorganizagao Edema
salina Veiculo 2,0(2,0-3,0) 2,0(2,0-3,0)
salina EECp 1,0(0,0-1,0)* 0,0(0,0-1,0)*

L-NAME Veiculo 3,0(2,0-3,0) 2,0(2,0-3,0)
L-NAME EECp 1,0(0,0-2,0)* 1,0(1,0-2,0)*
PAG Veiculo 2,0(2,0-3,0) 2,0(1,0-2,0)
PAG EECp 2,0(2,0-2,0) 2,0(1,0-2,0)

Resultados expressos como mediana dos escores com minimo e maximo. Kruskal-Wallis seguido
de teste de Dunn.*p< 0,05 comparado ao grupo salina+ veiculo. Sec6es histologicas em triplicata

(n=4/grupo).
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Figura 6- Cortes histoldgicos de tecido gastrico ulcerado corado com hematoxilina e eosina.
Arquitetura geral do tecido gastrico no modelo de Glcera induzida por etanol nos grupos: pré-tratado
com salina + tratado com veiculo (A), pré-tratado com salina + tratado com EECp (B), pré-tratado
com L-NAME + tratado veiculo (C), pré-tratado com L-NAME + tratado com EECp (D), pré-
tratado com PAG + tratado com veiculo (E), pré-tratado com PAG e tratado com EECp (F).
Caracteristicas morfoldgicas gerais: muscular externa (=), submucosa (#), mucosa (*). Alteracdes
morfoldgicas: edema de submucosa pronunciado (%), degradacdo de mucosa (@), infiltrado
inflamatodrio (seta). Os resultados sdo representativos de quatro animais por grupo, em triplicata.
Barra: 1 mm.
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5.5 Coloracéo de mastécitos

A anélise para a identificacdo dos mastdcitos nos tecidos gastricos dos animais que
foram submetidos a Ulcera foi avaliado através de coloracdo com alcian blue/azul de
toluidina/safranina e foi demonstrada a presenca dos mastocitos na submucosa, bem como a
migracdo dessas células em direcdo a mucosa gastrica em todos os grupos (Fig. 7). Os
mastécitos do tipo mucoso apresentam coloracdo azul, os mastocitos de tecido conjuntivo
apresentaram coloracdo marrom ou parpura e mastécitos hibridos apresentam coloragédo
marrom/parpura/azul. Semelhante ao tecido gastrico normal, podemos observar um
predominio de sub-populacdo dos mastdcitos mucosos expressos em diversas areas como:
mucosa, sub-mucosa e muasculo liso em todos os grupos do tecido géastrico ulcerado em
modelo de lesdo induzida por etanol. No grupo pré-tratado com salina e tratados com
veiculo, houve uma expressdo dos mastocitos mucosos na regido da mucosa migrando em
direcdo a submucosa e musculo liso (figura 7A), em relacdo ao grupo pré-tratado com salina
e apos o tratamento com EECp houve uma maior proliferacdo dos mastocitos mucosos na
area da sub-mucosa, quanto aos grupos pré-tratados com bloqueio das sinteses do NO pelo
(L-NAME) e ou H2S através do (PAG) de mastdcitos mucosos (Fig. 7).

A andlise quantitativa do nimero de mastécitos por mm? mostrou diferencas entre o
namero de mastdcitos entre os grupos e diferencas entre os subtipos de mastécitos. Na
comparacgdo entre os tratamentos podemos observar um aumento no nimero de mastécitos
mucosos no grupo pré-tratado com L-NAME e tratado com EECp comparado com grupo
pré-tratado salina e tratado com veiculo (Tabela 4). Na comparagdo entre os subtipos de
mastocitos no mesmo tratamento podemos observar diferencas significativas entre os
mastocitos mucosos e mastocitos de tecido conjuntivo no grupo com lesdo tratado apenas
com veiculo. Podemos observar também uma diferenca significativa entre os mastdcitos
mucosos e mastdcitos hibridos e entre mastocitos mucosos e mastocitos de tecido conjuntivo
nos seguintes tratamentos: pré-tratado com L-NAME e tratado com EECp e com PAG.
Também podemos observar que no grupo pré-tratado com PAG e tratado com EECp houve

uma diferenca entre os mastocitos mucosos e de tecido conjuntivo (Tabela 4).
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Figura 7- Imagens representativa de cortes histoldgicos de mastdcitos mucosos no
tecido gastrico ulcerado, corados com safranina/alcian blue/azul de toluidina.
Mastocitos (setas) foram evidenciados nos grupos: pré-tratado com salina + tratado com
veiculo (A), pré-tratado com salina + tratado com EECp (B), pré-tratado com L-NAME +
tratado veiculo (C), pré-tratado com L-NAME + tratado com EECp (D), pré-tratado com
PAG + tratado com veiculo (E), pré-tratado com PAG e tratado com EECp (F).
Caracteristicas morfoldgicas gerais: muscular externa (), submucosa (#), mucosa (*). Os

resultados sdo respresentativos de pelo menos trés animais por grupo. Barra: 1mm.
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Tabela 4 - Percentual dos diferentes tipos de mastécitos no tecido gastrico.

Mastécitos Mucosos Hibridos Conjuntivos
Grupos Células/mm? Células/mm? Células/mm?

Controle/sem les&o 172.7 £ 9.95 19.76 + 7.12" 0.00 + 0.00"
Salina + Veiculo 211.55 + 77.94 48.16 + 16.61 9.33+4.91
Salina + Extrato 153.67 + 60.292 8.33+£5.60 27.00 £9.29
L-NAME + Veiculo  478.02 + 62.37 26.70 + 5.84" 13.93 + 12.95"
L-NAME + Extrato ~ 4820.00 + 1476.50 17.33 + 4.84" 4.33 + 1.45"
PAG + Veiculo 211.00 + 28.84 36.30 + 6.93" 1.33+1.33"
PAG * Extrato 208 + 3.00 35.00 + 8.00" 0.00 + 0.00"

Resultados expressos como média + E.P.M. dos mastdcitos por area (mm?) analisada
estatisticamente por analise de variancia (ANOVA) seguida de teste de Tukey. Comparacao
entre os tratamentos: *p< 0,05 comparado ao grupo salina + veiculo. Comparacéo entre 0s
subtipos de mastocitos do mesmo tratamento, #p< 0,05 comparado aos mastdcitos mucosos

do mesmo grupo, *p< 0,05 comparado aos mastécitos hibridos do mesmo grupo.

5.6 Expressdo da citocina IL-4 na mucosa gastrica

Podemos observar a expressdo de IL-4 no pré-tratamento e tratamento com o veiculo em
células inflamatdrias presentes na mucosa. Poucas células inflamatorias foram marcadas
com IL-4. Apesar de observamos a marcacdo de IL-4 para esse tecido, podemos verificar
que a expressao dessa citocina nesse grupo foi baixa. J& no grupo que recebeu tratamento
com o EECp e foi submetido ao pré-tratamento com o veiculo podemos observar um ndimero
elevado de células expressando a citocina IL-4 na mucosa e na regido serosa do tecido
gastrico. Interessante observar que nesse grupo as células inflamatdrias apresentaram intensa

marcacdo de IL-4, evidenciando a grande producéo dessa citocina no tecido gastrico (Fig. 8).
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Figura 8- Expressdo de IL-4 no tecido géastrico ulcerado. Células inflamatérias expressando a
citocina IL-4 (seta) foram evidenciadas no grupo pré-tratado com salina + tratado com veiculo (B) e
no grupo pré-tratado com salina + tratado com EECp (D). Imagens a esquerda mostram a marcacdo
nuclear do tecido gastrico pela coloracdo de DAPI, no painel (A) o grupo pré-tratado com salina +
tratado com veiculo, no painel (C) o grupo pré-tratado com salina+ tratado com extrato. E a direita o
mesmo tecido evidenciando marcacdo de IL-4 (B, D). Caracteristicas morfoldgicas gerais: serosa
(&), muscular externa (@), submucosa (#), mucosa (*). Os resultados sdo representativos de pelo

menos trés animais por grupo. Barra: 20 um.

5.7 Expressdo da enzima iNOS na mucosa gastrica

A expressdo da enzima 6xido nitrico sintase (iNOS) induzida foi observada no grupo
pré-tratado e tratado com veiculo na muscular externa e na mucosa gastrica. No grupo pre-
tratado com salina e tratado com o EECp observamos a expressdao da enzima iNOS em
algumas células presentes na muscular externa e na mucosa gastrica. Comparando os dois
grupos podem observar que no tratamento com o veiculo o tecido gastrico apresentou mais

expressdo da enzima iNOS comparado ao tratamento com o EECp (Fig.9).
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Figura 9-Expressdo de iNOS no tecido gastrico ulcerado. Células inflamatérias expressando
iNOS (seta) foram evidenciadas no grupo pré-tratado com salina + tratado com veiculo (B) e no
grupo pré-tratado com veiculo + tratado com EECp (D). Imagens a esquerda mostram a marcacao
nuclear do tecido gastrico pela coloracdo de DAPI, no painel A (controle) o grupo pré-tratado com
salina + tratado com veiculo, no painel (C) o grupo pré-tratado com salina + tratado com extrato. E a
direita 0 mesmo tecido evidenciando marcacdo de iINOS (B e D). Caracteristicas morfoldgicas
gerais: muscular externa (o), submucosa (#), mucosa (*). Os resultados sdo representativos de pelo

menos trés animais por grupo. Barra: 20 um.

5.8 Citometria de fluxo

A analise por citometria de fluxo mostrou que no pré-tratamento e tratamento com o
veiculo, cerca de 12% das células inflamatérias do tecido gastrico expressam iNOS e apenas
1% expressa IL-4. Cerca de 3% das células inflamatdrias expressam tanto a IL-4 quanto a
enzima iNOS. Ja no grupo pré-tratado com salina e tratado com EECp podemos observar um
namero menor de células expressando INOS (4,2%) e um maior numero de células
expressando IL-4 (8%). Cerca de 4,7% de células expressam tanto iINOS quanto IL-4
(Figura 10).
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Figura 10-Anélise por citometria de fluxo da expressdo de iINOS e IL-4 no tecido géstrico
ulcerado. Células inflamatérias iINOS+, IL-4+ e iINOS+/IL-4+ foram evidenciadas no grupo pré-
tratado com salina + tratado com veiculo (A) e no grupo pré-tratado com salina + tratado com EECp

(B). Os resultados sdo representativos de pelo menos trés animais por grupo.
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6 Discussao

A espécie Caesalpinia pyramidalis (Fabaceae) é utilizada na medicina popular para
tratamento de infeccOes catarrais e como agente anti-inflamatdrio, diurético, dispéptico,
digestivo, antipirético (SILVA; MATOS, 1998; MENDES et al., 2000; BAHIA et al., 2005).

Neste trabalho, demonstramos pela primeira vez, 0s possiveis mecanismos
envolvidos na gastroprotecdo do EECp em leséo gastrica por etanol em ratos.

O EECp nas doses de (30, 100, 300 mg/kg) no modelo de Ulceras induzidas por
etanol diminuiu significativamente e de maneira dose-dependente as lesdes ulcerativas em
comparacdo com o veiculo(Ribeiro et al., 2013). Isto indica que, provavelmente, o EECp
esteja promovendo um efeito protetor sobre a mucosa, podendo estar relacionado com o
aumento de sintese de PG ou do NO os quais estimulam a secre¢do de muco e bicarbonato e
promove a manutencdo do fluxo sanguineo.

Estudo prévio do nosso grupo de pesquisa utilizando o EECp demonstrou que esta
espécie possui acdo gastroprotetora em Ulceras gastricas induzidas por etanol e por
indometacina (AINE) e efeito sob a secrecdo de muco gastrico (RIBEIRO et. al., 2013),
acOes anti-inflamatoria in vivo (SANTOS et al, 2011; SANTANA et al, 2012) e
antioxidante (SANTOS et al., 2011), tornando-se assim de grande importancia
farmacoldgica.

O EECp possui atividade anti-inflamatéria, antinociceptiva e gastroprotetora
comprovadas cientificamente. Estas acdes podem ser atribuidas provavelmente devido a
presenca dos constituintes quimicos como flavonoides rutina, apigenina, baicaleina, lupeol e
canferol presentes nas folhas e na entrecasca da Caesalpinia pyramidalis (BAHIA et al.,
2005; MENDES et al., 2000). Foi verificado por Santana et al. (2012) a possivel presenca
do flavonoide rutina no EECp e estes autores atribuem a este flavondide a acdo anti-
inflamatdria demonstrada no modelo de pancreatite aguda. Portanto, sugere que o efeito
gastroprotetor do EECp, pode ser devido a este flavondide, que possuem atividade
antiulcerogénica e previne a mucosa gastrica de lesdes produzidas por varios métodos de
inducdo de Ulcera por etanol (LA CASA et al., 2000) e AINE (RABEEM, 2010).

A integridade da mucosa gastrica depende do equilibrio entre os fatores protetores e

agressores. Portanto, o tratamento farmacoldgico para inibir a secregdo acida ndo € o Unico
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fator importante; faz-se também necessario um aumento dos fatores que protejam a
integridade da mucosa gastrica (DAJANI e KLAMUT, 2000).

O modelo classico de Ulcera por etanol é frequentemente usado para avaliar a
atividade de drogas anti-ulcerogénicas. A Ulcera por etanol produz espécies reativas de
oxigénio que causam um desequilibrio entre o processo antioxidante e reducdo dos niveis do
grupo sulfridilico e prostaglandinas (LOPEZ et al., 1996). A ulcera por etanol reduz os
niveis de NO na mucosa gastrica (MASUDA et al., 1995). O 6xido nitrico é sintetizado pela
enzima NOS a partir da L-arginina (TAKAHASHI et al., 1998); o0 mesmo tem um papel
importante em reparar danos na mucosa gastrointestinal com a participacao do bicarbonato e
a presenca do muco, regulacéo do fluxo sanguineo através da ativagdo dos canais de Karp na
parede do estbmago (MURPHY e BRAYDEN, 1995).

A producdo de NO é realizada pelas enzimas Oxido nitrico sintase (NOS). As
isoformas constitutivas (NOSc e NOSe) e induzivel (iNOS) tem a fungdo em manter a
integridade da mucosa gastrica (ALDERTON, 2001). O aumento da geracdo do NO a partir
do INOS durante o estresse é conhecido para exercer efeitos citostatico e citotoxicos
(SUDHIR et al., 2009) e devido a inflamacdo pode promover danos epitelial na mucosa
gastrica (MEURS et al., 2003). Estudos indicam que o NO esta envolvido na preservacao da
mucosa em modelos experimentais de Ulcera gastrica por promover vasodilatacdo, reducédo
da peroxidacéo lipidica e também por uma acéo anti-inflamatoria nos tecidos (CHO, 2001,
KWIECIEN et al., 2008). Porém, o papel do NO na regulacio e na manutencéo das funcdes
da mucosa gastrica ainda ndo é totalmente conhecido (KHATTAB et al., 2001). O L-NAME
blogueia a producdo de NO através da inibicdo das enzimas NOS. Outro estudo foi para
avaliar o papel do NO na gastroprotecdo do EECp e os resultados deste presente estudo
mostram que a administracdo deste agente o L-NAME (70 mg/kg) ndo interferiu na acédo
gastroprotetora do EECp, (100 mg/kg) sugerindo que a atividade do EECp em proteger a
mucosa gastrica ndo esta relacionada com o NO. A inducdo de iINOS pode ser suprimida por
IL-4, IL-10 sozinha ou sinergicamente com macréfagos e por IL-8 (DAVIES et al., 1995).
As citocinas inflamatdrias regulam da sintese do NOS e a atividade da arginase in vivo
(MODOLLEL et al., 1995). O bloqueio da sintese de NO aumenta o0 estresse oxidativo,
levando a ativacdo de mastdcitos que nesse estudo em especifico, se encontram em grande
quantidade no trato digestorio, mais precisamente na regido da submucosa. O NO exerce
seus efeitos atuando sobre a guanilato ciclase, na via da GMPc, ou atuando diretamente

sobre canais de potassio dependentes de célcio, gerando hiperpolarizagdo nas células
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endoteliais dos vasos que resulta em vasodilatacdo. Essas ceélulas sdo responsaveis pela
liberacdo de mediadores que causam o0 aumento da permeabilidade epitelial
(ODABASOGLU et al., 2006; LAPA et al., 2008).

O NO tem um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa gastrica, através
dos fatores fisiologicos inerentes & mucosa; este mediador € um grande inibidor da
agregacdo de neutréfilo e auxilia no processo de reparo cicatrizagdo da Ulcera gastrica
(KWIECIEN et al., 2008).

Outra anélise feita neste estudo refere-se ao mecanismo de acdo anti-Ulcera através
do mediador gasoso H2S em lesBGes gastricas induzidas por etanol absoluto. A mucosa
gastrica quando agredida por agentes enddgenos como 4&cido gastrico, bile, enzimas
digestivas, bem como por agentes exdgenos como anti-inflamatorios ndo esteroidais
(AINES) e etanol, promovem a formacgdo de Ulceras como respostas inflamatorias
fisiologicas (SZABO et al., 1985; PESKAR et al., 1986), diminuindo assim a resisténcia da
mucosa gastrica que fica susceptivel a lesdes caracterizadas por perda epitelial, edema da
mucosa e hemorragia subepitelial (GUSLANDI, 1987; MEDEIROS et al., 2008). A mucosa
gastrica depende de fatores defensivos que sdo modulados por mediadores sollveis, mais
notavelmente pelo NO e prostaglandinas. Além desses, podemos ressaltar atraves de estudos
recentes o efeito gastroprotetor do H2S (WALLACE, 2008).

Ao longo do tempo o H2Sfoi reconhecido como poluente ambiental, porém este
mediador gasoso vem se destacando com uma grande importancia como mediador em varios
processos fisioldgicos como, por exemplo, um neuromodulador (WANG, 2002) e um grande
controlador enddgeno de processos inflamatérios agudos (ZANARDO et al., 2006; DAL-
SECCO et al., 2008). Um dos seus primeiros efeitos fisiologicos € o relaxamento do
musculo liso vascular, resultando em vasodilatacdo, uma condicdo presente na inflamacao
(ZHAO et al., 2002; ZHONG et al., 2003).

O H2S é um mediador gasoso que se assemelha a outros mediadores como NO e CO
durante processos inflamatérios. O H2S apresenta efeitos paradoxais; evidéncias
demonstram que o sulfeto de hidrogénio pode estar envolvido em prevenir danos ao tecido
gastrico, migracdo leucocitaria, formacao de edema e nocicepcdo, bem como, também pode
ser um agente de efeito contrario, causando danos ao tecido (FIORUCCI et al., 2006;
CUNHA et al., 2008). Em estudos de Bathia et al. (2005a), em modelo de edema de pata
induzido por carragenina, observa-se que houve um aumento da sintese do H,S por parte dos

tecidos (in vitro); quando houve a inibicdo da enzima CSE através da administracdo do PAG
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nos animais, o efeito como formacdo de edema e minimizado devido ao tratamento com
PAG. Em estudos sobre a pancreatite induzida pela ceruleina, quando inibiu a CSE com
PAG, observou-se reducdo das lesdes neuromuscular e pancreédticas observadas na
pancreatite (BATHIA et al., 2005b). Contrariamente, estudos com AINES associados a
molécula de H2S, por exemplo: mesalamina, ATB-343 e ATB-337, mostram que esses
agentes anti-inflamatorios apresentam efeitos potencializados quando comparados aos
AINES comuns. Esta associacdo demonstra que a molécula do H,S melhora a atividade anti-
inflamatoria desses componentes (WALLACE, 2007), além de proporcionar menor
toxicidade gastrica (WALLACE, 2010).

Os resultados deste trabalho demonstram que a inibi¢do endgena do H2Spelo agente
blogueador PAG, inibidor irreversivel da CSE, reverteu parcialmente a gastroprotecdo da
Caesalpinia pyramidalis sobre a lesdo gastrica induzida pelo etanol quando comparado ao
grupo que recebeu apenas o extrato desta planta. Essa observacdo sugere que o extrato da
Caesalpinia pyramidalis provavelmente esteja agindo pela via deste mediador gasoso.
Apesar de varios autores comprovarem papel duplo do H,S, como pro-inflamatério na
endotoxemia induzida por lipopolissacarideo (LPS), administracdo do H2S agravou a leséo
pulmonar ( LI et al., 2005) e como anti-inflamatorio apds a inibicdo irreversivel da CSE
através do PAG reduz a pancreatite (COLLIN et al., 2005). Pesquisas futuras com o EE da
Caesalpinia pyramidalis e doador do H,S, reagente de Lawesson, necessitam ser realizadas
para que haja melhor compreensdo quanto ao mecanismo deste mediador gasoso em varios
aspectos, tanto fisiopatoldgico como fisioldgico no que diz respeito as afeccbes gastricas.

A literatura relata que hd uma grande participacdo dos mastdcitos durante os
processos inflamatorios. Estes sdo células derivadas de progenitores hemapdieticos CD34"
na medula éssea (KITAMURA et al., 1987) residentes em tecidos (KULKA e BEFUS,
2003) que liberam mediadores como as IL-3, IL-4, IL-5, IL-6, IL-8, IL-10, IL-13, IL-14 e
IL-16, as quais sdo ativas e pré-formadas e estocadas em seus granulos durante a patogenia
aguda (BOCHSLER e SLAUSON, 2002). A liberacdo desses mediadores induz a migracédo
de celulas inflamatdrias (neutréfilos e macréfagos), aumento da permeabilidade vascular,
secrecdo de muco, aumento da motilidade gastrintestinal e broncoconstricdo que constituem
0s sinais e sintomas de alergia e anafilaxia (METCALFE, 2008). Varios estudos histologicos
tém relatado a presenca de mastocitos na sindvia normal humana e expansdo dessa
populacdo na artrite reumatoide, gota, osteoartrose e outras doencas (NIGROVIC e LEE,
2007).
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Assim como encontrado em outros trabalhos que estudam a mucosa (MEUSER
BATISTA, et al., 2011), houve um predominio de mastocitos de fendtipo mucoso em todos
0s grupos estudados neste trabalho. Os proteoglicanos dos MMC sdo compostos por sulfato
de condroitina di-B, A e E enquanto que os dos CTMC sdo compostos por heparina e sulfato
de condroitina E (MOON et al., 2010; MEUSER BATISTA, et al., 2011). Curiosamente, 0S
fendtipos séo reversiveis em certas condi¢des e a diferenciacdo entre os dois fendtipos tem
sido demonstrada. A heterogeneidade dos subtipos de mastocitos nos tecidos esta
provavelmente relacionada com as condi¢cdes do microambiente do tecido (por exemplo, o
nivel de citocinas, hormonios, espécies reativas, radicais e contato com células adjacentes)
(MOON et al., 2010). Podemos observar que os mastocitos hibridos s6 aparecem quando o
tecido gastrico é submetido a lesdo por etanol. E provavel que 0s mastocitos mucosos e 0s
mastocitos de tecido conjuntivo tenham mudado seu fendtipo para mastocitos hibridos
devido ao estimulo de lesdo na mucosa.

Interessante observar que no grupo pré-tratado com L-NAME e tratado com EECp o
nimero de mastocitos mucosos foi maior do que nos outros tratamentos, sugerindo que o
blogueio do oOxido nitrico antes da lesdo por etanol em conjunto com a acdo do extrato
estimulou a proliferacdo de mastocitos nesse fendtipo. Com excecdo do grupo tratado com o
EECp, todos os tratamentos no modelo de lesdo ulcerativa por etanol demonstraram um
aumento significativo no nimero de mastocitos mucosos. No tratamento com a EECp nao
houve diferenca significativa entre os subtipos de mastécitos. A relacdo da melhora da leséo
ulcerativa pelo tratamento com EECp pode ser devido a presenca e acdo conjunta dos trés
subtipos de mastocitos. No trabalho de Hampton e Hale (2010) observamos que animais
deficientes de mastdcitos sdo mais sensiveis a Ulcera péptica. Os mastocitos possuem um
papel central no progresso da lesdo ulcerativa.

O estudo dos diferentes fendtipos de mastocitos no masculo cardiaco de
camundongos infectados por Trypanossoma cruzi mostrou um predominio de mastocito
mucoso com a diminuicdo apds alguns dias de infeccdo (MEUSER-BATISTA et al., 2008).
No nosso modelo, o nimero de mastdcitos nao foi alterado com a lesdo ulcerativa. Apesar
de ndo termos observado um aumento de mastocitos com a inducdo da lesdo, os mastécitos
presentes no tecido gastrico podem possuir uma agdo gastroprotetora pela liberacdo de 1L-4.
A producdo de IL-4 por mastdcitos na infeccdo da mucosa por helmintos é crucial para a
expulsdo de parasitas (IERNA et al., 2008).
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Estudos de afeccbes das vias aéreas relatam que a IL-4 possui um papel proé-
inflamatorias (CORREN, 2011). Contudo, os trabalhos que estudam a mucosa géastrica
mostram a participacdo dessas citocina como anti-inflamatéria (OPAL et al., 2000; YADAV
et al., 2009) Yadav et al. (2009) mostraram que o tratamento com o farmaco alipilrocatecol
em Ulcera induzida por indometacina diminuiu os niveis de citocinas inflamatorias e
aumenta os niveis de citocinas anti-inflamatdrias como a IL-4. Na agressdo da mucosa por
H. pylori a IL-4 inibe a progresséo da inflamagéo e ao mesmo tempo diminui a expressao do
IFN-y, que é produzido pelas células CD4 de perfil Thl (OPAL et al., 2000). No nosso
trabalho, podemos observar que no tratamento com EECp em ulcera induzida por etanol
houve um aumento de IL-4. Considerando o papel da IL-4 como agente anti-inflamatério na
Ulcera gastrica, é provavel que o efeito protetor da EECp seja por ativacdo de citocinas anti-
inflamatdrias como a IL-4.

Na mucosa do trato gastrointestinal, os linfocitos estdo presentes em grandes
quantidades em trés regides principais: na camada epitelial, espalhados pela lamina propria e
em colecBes organizadas na lamina propria chamadas placas de Peyer. As células de cada
regido apresentam propriedades fenotipicas e funcionais distintas. A lamina propria
intestinal contém uma populacdo mista de células que inclui os linfocitos T, que séo em sua
maioria CD4+ e possuem o fendtipo de células ativadas (KUMAR et al., 2005). Quando ha
um trauma na mucosa gastrica por agentes agressores ha um desequilibrio entre as células
CD4 de perfil Thl e Th2 com predominio de células de perfil Th2 que induz o aumento das
citocinas tais como IL-4, IL-10 e TGF- (SHEARER et al., 1997; YADAV et al., 2009). A
grande quantidade de células IL-4+ observadas na regido da mucosa e na regiao serosa no
grupo tratado com EECp pode ser células CD4 ativadas. E provavel que o EECp tenha
propriedades imunomodulatérias tendo atividade na ativacdo de expressdo de citocinas de
perfil Th2.

Depois do trauma, o balanco entre Thl e Th2 com predominio de Th2 é refletido no
aumento de citocinas como IL-4 e IL-10 induzidas por arginase (SHEARER et al., 1997). O
metabolismo da arginina pode ser catalisado pela arginase e 0 NOS tem um papel importante
na Ulcera gastrica e sua cura. O papel da arginase na inflamacéo aguda e reparo dos tecidos
tem sido demostrado (SATRIANO, 2004; YADAYV et al., 2009). Observamos que houve
diminuicdo na expressdo da enzima iINOS durante a Ulcera gastrica no grupo pré-tratado com
o veiculo e tratado com EEE da Caesalpinia pyramidalis. Estudos de outros autores relatam

que o NO tem papel duplo na resposta ulcerogénica na mucosa gastrica em que a enzima
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INOS, via NO, apresenta acdo anti-ulcerogénica e pro-ulcerogénica (WHITTLE et al., 1995;
TANAKA et al., 1999). O catabolismo da L-arginina pela NOS produz NO, que pode
desempenhar um papel dibio na defesa da mucosa géastrica e lesées. A menor concentracao
de NO produzido pelas isoformas, eNOS e a cNOS auxilia na cicatrizagdo das Ulceras
devido o aumento do fluxo sanguineo (WHITTLE et al., 1995) e angiogénese (MA, LI e
WALLACE, 2000) na mucosa gastrica que se encontra lesionada. No entanto, a elevada
producdo do NO pela iNOS pode contribuir para a patogénese de varias desordens
gastrointestinais incluindo Ulcera péptica (SOUZA et al., 2004; JAISWAL et al., 2001). Um
aumento na atividade de iINOS e um decréscimo da atividade de eNOS na mucosa gastrica
estdo intimamente relacionadas no desenvolvimento de lesdes na mucosa gastrica. Isto
define a correlacdo entre a INOS e a atividade da arginase in vivo que decide a ulceracéo e
cicatrizacdo da mucosa gastrica lesionada (MODOLLEL et al., 1995; YADAV et al., 2009).

Estudos tem demonstrado a acdo anti-inflamatoria do NO quando liberado através
de medicamentos como AINES para tratamento de afeccbes do estdbmago, com a agédo de
minimizar as lesdes gastricas, que consideravelmente aumentam a eficacia desses
tratamentos (WALLACE, 2008).
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7 Concluséo

Os resultados obtidos permitem concluir que os efeitos gastroprotetores do extrato
etandlico da entrecasca da Caesalpinia pyramidalis se da, ao menos em parte, devido ao
aumento do mediador gasosoHz2S, diminuicdo da expressdo INOS e aumento da expresséo
de IL-4. Porém,de modo adicional observamos que o extrato ndo induziu um aumento de

mastdcitos mucosos, o que pode ter contribuido para seu efeito protetor,
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