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RESUMO

A Ulcera géastrica é considerada um dos principais distdrbios gastrointestinais de
evolucdo geralmente crbnica. A terapia convencional € realizada através da
utilizacdo concomitante de antibidticos e inibicdo da secrecdo é&cida por
determinados farmacos, com a finalidade de potencializar a rapida cicatrizacdo da
mucosa gastrica. O conhecimento empirico é o principal determinante na utilizacdo
de materiais biologicos pela populacdo, na regido oeste do Rio Grande do
Sul/Brasil, existe uma cultura de utilizacdo da cuticula coilina (C) da moela da
galinha como substancia de origem natural para o tratamento de distdrbios
géstricos. N&o h& relatos cientificos comprovando seu efeito gastroprotetor,
portanto o objetivo deste trabalho foi determinar a atividade e possiveis
mecanismos gastroprotetores da C em modelo de ulcera induzida por acidos
organicos, através de tratamento agudo, na perspectiva de uma nova alternativa
terapéutica. Para tanto, a C foi doada limpa por produtores rurais, seca e triturada
para utilizacdo dos protocolos experimentais. Foram usadas ratas Wistar, 3 meses,
n=5/grupo. As lesbes gastricas foram provocadas com etanol absoluto (refrigerado;
1mL/200mg) e 4&cido acetilsalicilico (AAS; 400 mg/200mg), e avaliadas
macroscopica e microscopicamente, sendo o tecido estomacal submetido a
histologia com coloracdo hematoxilina-eosina. A investigacdo dos possiveis
mecanismos foi iniciada através da quantificacdo do muco aderido na mucosa
estomacal e da acidez gastrica (titulacdo acida) e seu volume. Ao mesmo tempo, foi
realizado a determinacdo da atividade da H*,K*-ATPase na fragdo microssomal da
mucosa gastrica por espectrofotometria. Os resultados expressos em M+EPM e
aplicado ANOVA de 1 via, com post-hoc de Tukey’s, p<0,05 foi considerado
significativo. Os resultados obtidos mostraram que a C foi capaz de proteger a
mucosa gastrica das lesdes provocadas, na concentracdo de 5mg/Kg, com acédo
citoprotetora. Além disso, a C aumentou a producdo de muco gastrico nas duas
investigagOes ulcerativas efetuadas; aumentou a medida do pH de forma basal e
inibiu a atividade especifica da H*,K*-ATPase. Portanto, a coilina empregada pela
comunidade rio-grandense mostra resultados muito favoraveis na agao

gastroprotetora.



ABSTRACT

Gastric ulcer is considered one of the major gastrointestinal disorders usually with
chronic evolution. Conventional therapy is performed by concomitant use of
antibiotics and drugs-inhibition of acid secretion, to enhancing the rapid healing of
gastric mucosa. The popular knowledge is the main determinant in the use of
biological materials by population, in western of Rio Grande do Sul/Brazil, there is
a popular culture of the use of coilin cuticle (C) of chicken gizzard as natural
substance for the treatment of gastric disorders. No scientific reports were found
proving its gastroprotective effect, so the objective of this study was to determine
the activity and possible gastroprotector mechanisms of C in organic acids induced
ulcer model by acute treatment with the prospect of a new therapeutic alternative.
Therefore, the C was donated clean by farmers, dried and ground for use of
experimental protocols. It were used female Wistar rats, 3 months, n = 5/group. The
gastric injuries were caused with absolute ethanol (cooled; 1mL/200 mg) and
acetylsalicylic acid (AAS; 400mg/200mg), evaluated by macroscopic and
microscopic visualization and stomacher tissue were submitted to histology with
hematoxylin-eosin. To start, it was investigated the possible mechanisms by
quantifying mucus stuck in the stomach mucosa and gastric acidity (acid titration)
and its volume. At the same time, it was determinate the H*,K*-ATPase activity in
the microsomal fraction of the gastric mucosa by spectrophotometry. The results
were expressed in M+SEM and 1-way ANOVA with post-hoc Tukey's were used, p
<0.05 was considered significant. The results obtained showed that C was able to
protect the gastric mucosa of the injuries-induced, in the concentration of 5 mg/Kg,
with cytoprotective action. Also, the C increased the production of gastric mucus in
both ulcerative investigations; increase the pH measurement of basal form and
inhibited H",K*-ATPase specific activity. Thought, the coilina, used by Rio Grande

Sul community, showed very promisor results in gastroprotective action.
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1 INTRODUCAO

A Ulcera géstrica (UG) trata-se de uma enfermidade grave, geralmente
crénica e de prevaléncia mundial, apresentando-se como uma importante causa de
morbimortalidade em seus pacientes acometidos (CHAN & LEUNG, 2002). Por
sua gravidade, é uma doenca de relevancia na saude publica (COELHO, 2003),

constantemente sendo o foco de novas frentes de pesquisa.

Nesse intuito, o conhecimento de novas substancias com potencial
terapéutico na reversdo de lesbes gastricas, especialmente desprovidas de efeito
toxico, caracteriza-se como matérias-primas inovadoras para possiveis farmacos.
Com isso, a busca de recursos farmacol6gicos mais econémicos, principalmente
através da pesquisa de substancias utilizadas pela sociedade, surge como uma
alternativa terapéutica a disposicao da comunidade (MACIEL, PINTO, & VEIGA,
2002; JORGE, LEITE, OLIVEIRA, & TAGLIATI, 2004).

Embora nesta Gltima década tenha ocorrido um aumento no crescimento
socioeconémico da populacdo brasileira, ainda existem muitas necessidades de
atendimento primario a saide em comunidades isoladas e carentes. Esse interesse
por terapias de origem natural ndo é exclusivamente motivada por achados
cientificos, mas pela opgdo da “consciéncia ecoldgica” tdo em voga na atualidade
(SILVEIRA, BANDEIRA, & ARRAIS, 2008; OMS, 2014).

O conhecimento popular é o principal determinante para a utilizacdo de
materiais bioldgicos na terapia. Na maioria das vezes, isso se mostra eficaz, o0 que
desperta o interesse do meio cientifico pelo assunto, pois estudos nessa area exigem
esforcos de profissionais, como boténicos, farmacologistas e quimicos (MACIEL,
PINTO, & VEIGA, 2002; SIMOES, 2007).

Durante muito tempo, a Ulcera gastrica foi controlada através de cirurgia, o
que causava um alto indice de mortalidade (YUAN, PADOL, & HUNT, 2006). O
recurso estratégico terapéutico utilizado ja ha algum tempo, reporta-se ao uso
concomitante de antibidticos e inibicdo da secrecdo acida por determinados

farmacos, com objetivo de potencializar a rapida cicatrizacdo do tecido da mucosa
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gastrica (PRADOS & BOIDEXA, 2004; MARTINS, 2005; YUAN, PADOL, &
HUNT, 2006).

Diante dos efeitos colaterais provocados pela utilizagdo cronica de farmacos
padrdes na terapia medicamentosa da Ulcera gastrica, se faz necessario investigar
alternativas que agreguem efeitos farmacologicos capazes de promover a prevencao
e a rapida cicatrizacdo de Ulceras, com auséncia ou reducdo de efeitos colaterais
(COELHO, 2003).

Para tanto, surge em nosso meio académico uma questdo a ser investigada,
oriunda de um conhecimento popular riograndense quase esquecido. Baseia-se no
emprego da membrana interna (cuticula coilina) da moela da galinha para
tratamento de desconforto géstrico forte e, até mesmo, em situagdes de ocorréncia
de lesdes estomacais. Assim sendo, ndo foram encontrados relatos cientificos
comprovando seu efeito gastroprotetor. Em suma, esta pesquisa justifica um estudo
cientifico empregando modelos experimentais in vivo para verificar o possivel
efeito gastroprotetor na inducdo de lesdo gastrica utilizando acidos organicos como
agentes ulcerogénicos (MERCER, CROSS, SMITH, & MILLER, 1997,
SULEYMAN, DEMIREZER, & KURUUZUM-UZ, 2004; ANOOP &
JEGADEESAN, 2009; LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010; TAHA,
SALGA, & ALlI, 2012; DAMASCENO, RODRIGUES, & SILVA, 2013).
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2 OBJETIVO

2.1 OBJETIVO GERAL

Determinar de forma aguda os efeitos gastroprotetores promovidos pela
suspensdo da cuticula coilina em modelo de Ulcera induzida por etanol absoluto e

acido acetilsalicilico, na perspectiva de uma nova alternativa terapéutica.

2.2 OBJETIVOS ESPECIFICOS

o Induzir lesdo gastrica aguda atraves da ingestdo por gavagem, de etanol

absoluto refrigerado e de acido acetilsalicilico;

o Verificar o efeito gastroprotetor da suspenséo coilina através da visualizacéo

macro e microscépica das lesoes;
o Quantificar a acidez géastrica e 0 muco aderido a mucosa gastrica;

. Determinar atividade especifica da H',K*-ATPase.
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3 REFERENCIAL TEORICO

3.1 FISIOLOGIA GASTRICA

3.1.1 ANATOMIA E HISTOLOGIA

Integrante do trato gastrointestinal (TGI) humano, o estdmago € a regido
mais dilatada do canal alimentar, € uma estrutura sacular, que comporta um volume
aproximado de 1.500 mL de comida e fluido estomacal, podendo secretar de 2 a 3
litros (L) de suco gastrico ao dia (AIRES, 2008). Basicamente, sua principal funcéo
é transformar o bolo alimentar em uma massa viscosa (fluido &cido e espesso)
denominado quimo, por atividades quimicas e mecanicas, promovendo uma
digestdo parcial dos alimentos através da producdo de acido gastrico e de secrecao
das enzimas pepsina, renina e lipase gastrica, assim como produzindo horménios
parécrinos. O estbmago lanca de modo intermitente, pequenas aliquotas de seu
conteido no duodeno (GARTNER & HIATT, 2003; SILVERTHORN, 2010)

Anatomicamente, 0 estbmago estende-se ao longo da linha média esquerda
ligada ao esdfago, chamada de curvatura maior (convexa); e a direita, onde se une
ao duodeno, em curvatura menor (cébncava). A observacdo macroscopica mostra
divisdo de quatro regides: a cardia, que é uma regido estreita, situada na juncao
gastroesofagica; o fundo, que possui uma regido em formato de clpula a esquerda
do es6fago, comumente cheia de gas; o corpo, que € a maior regido, pois é
responsavel pela formacdo do quimo, e o antro ou também chamado de piloro, que
é uma porcao estreita, afunilada, dotada do espesso esfincter pildrico, que controla
a liberagéo intermitente do quimo para o duodeno (GARTNER & HIATT, 2003).

A parede gastrica divide-se em quatro camadas histologicas: a mucosa, a
submucosa, a camada muscular e a serosa (ou adventicia) (FIGURA 1).
Histologicamente, as caracteristicas estruturais das regides do fundo e do corpo sédo
analogas, a superficie interna do estdbmago exibe pregas (rugas), dobras

longitudinais da mucosa e submucosa, que desaparecem quando o estdmago esta
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distendido. Além disso, o revestimento epitelial do estbmago se divide em dois
compartimentos (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).

Figura 1. Regibes do estdmago e sua estrutura histologica.

Adaptado de JUNQUEIRA & CARNEIRO, (2008).

O compartimento foveolar apresenta células epiteliais que delimitam toda a
superficie da mucosa (células de revestimento superficial), e as fossetas gastricas.
Estas sdo células colunares altas, secretoras do muco visivel e lisozima, que
possuem nucleos basais e exibem numerosos granulos de secre¢do contendo uma
substancia homogénea, precursora do muco, a mucina. Nesta regido é comum a
ocorréncia de mitose pelas células regeneradoras, promovendo nova formacao do
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epitélio, que € continuamente substituido (KUMMAR, ABBAS, FAUSTO, &
ASTER, 2010).

O compartimento glandular estende-se da camada da muscular da mucosa
até a base da fosseta gastrica e esta dividida em trés regides: istmo, colo e base.
Diferenciando-se em distintos tipos celulares, as células mucosas do colo secretam
muco solGvel; as células parietais (oxinticas) contém vesiculas que secretam H*
através da enzima H*,K*-ATPase e o fator gastrico intrinseco; as células principais,
também conhecidas por zimogénicas, sdo responsaveis pela secrecdo de enzimas
proteoliticas (pepsinogénio e renina) e lipase gastrica; celulas DNES, sao
produtoras de hormonios enddcrinos, paracrinos e neurdcrinos, como exemplo, as
células G (produtoras da histamina), células D (sintetizadora de somatostatina) e
células X (produtoras de endotelina) (JUNQUEIRA & CARNEIRO, 2008).
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3.1.2 MECANISMO DE PRODUCAOQ, SECRECAO E LIBERACAO ACIDA

A secrecdo gastrica apresenta dois componentes, a secrecdo parietal e
secrecdo ndo-parietal. A composicdo quimica do suco gastrico varia com a
velocidade da sua liberacdo. Igualmente, a acidez aumenta com a velocidade da
secrecdo, levando a queda do potencial de hidrogénio (pH) do suco géstrico; outros
fons, como sédio diminuem sua concentragéo, enquanto o potassio (K*) e o cloro
(CI") mantém-se constantes. Provavelmente por dois motivos: (1) o suco gastrico
primério é formado por cloreto de sodio e se modifica durante a passagem pela luz
glandular devido & acdo das células oxinticas que trocam sodio (Na*) por
hidrogénio (H"); (2) aumentando a velocidade da secrecéo, onde se eleva a secrecio

de H* e Cl" e, por conseguinte, aumenta-se o volume da secrec&o total (Figura 2).

3.1.2.1 Secrecéo Parietal

Ha& uma relacdo direta entre o numero de células parietais e a producéo de
acido gastrico no estbmago. A secrecdo de protons € um processo continuo e
complexo controlado por mdaltiplos estimulos provenientes do Sistema Nervoso
Central (SNC) e do Sistema Nervoso Periférico (SNP). Subdivididos em fase
cefalica, gastrica e intestinal, os quais convergem na regulacdo das células gastricas
parietais, com o objetivo de ativar a enzima H*,K*-ATPase, bomba de proton, que
possui a capacidade de secretar uma solucéo eletrolitica fortemente acida (AIRES,
2008).

A enzima H" K*-ATPase é composta por uma grande subunidade o e uma
subunidade B (menor), e ¢ responsavel pelo gradiente i6nico, com pH intracelular
de cerca de 7,3 e um pH intracanalicular em torno de 0,8. A sinalizacdo da secrecao
acida é mediada por duas vias: a via dependente do cAMP, que resulta na
fosforilacéo das proteinas efetoras da célula parietal para liberagcdo da histamina, e a
via dependente do aumento citosélico do Ca®* para ocorrer liberacéo da gastrina e
acetilcolina (Ach) (BRUNTON, LAZO, & PARKER, 2010). A gastrina é liberada

pelas células da mucosa do antro gastrico e torna-se ativa nos receptores CCKj,
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estimulando também, a liberacdo de histamina pelas células G. A histamina atua
nos receptores H, nas células parietais, estimulando a secrecdo do muco e
bicarbonato através da ativacéo dos receptores EP3. Os receptores muscarinicos M3
sdo 0s responsaveis por desencadear as respostas fisiologicas geradas pela ACh.
(Figura 2).

Figura 2. Regulacéo Fisioldgica das Secrecbes Acidas.

Adaptado Hoogerwerf & Pasricha (2012).

A fase encefélica consiste na resposta aos estimulos visuais, olfatorios,
gustativos e a antecipacdo do alimento, liberando a Ach pelas fibras vagais pos-
ganglionares estimulando diretamente a secrecdo de &cido gastrico por meio do
receptor colinérgico muscarinico especifico do subtipo Ms. A fase gastrica envolve
a estimulacdo mecénica dos receptores pela distensdo gastrica e € mediada por
impulsos vagais por meio dos receptores histaminicos do subtipo H,, no qual se liga
a histamina. A gastrina é regulada na fase intestinal e por componentes quimicos de
uma maneira indireta, e também se observa um efeito direto menos importante da
gastrina nas células parietais influenciando a acdo no receptor especifico CCK;
(BRUNTON, LAZO, & PARKER, 2010).
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As escolhas terapéuticas disponiveis para regulacdo da secrecdo acida
buscam transformar a influéncia neural por intermédio de cirurgias, por induzir os
mecanismos que envolvem os segundos mensageiros na célula parietal, através da
utilizacdo de antagonistas muscarinicos ou histaminicos, assim como pela alteracao
do ultimo evento da cascata de reagdes envolvidas na secrecdo, utilizando
inibidores da bomba protonica (HOOGERWERF & PASRICHA, 2010;
HIRSCHOWITZ, KEELING, & LEWIN, 1995).

3.1.2.2 Pepsina

O aumento da concentracdo acida dispara um reflexo colinérgico local que
estimula a secrecdo de pepsinogénio pelas células principais. Esse reflexo sensivel a
acido aumenta a sensibilidade das células principais e, o acido promove a liberacao
de secretina, horménio produzido pelas células duodenais, que também estimula a
secrecao de pepsinogénio. A pepsina é a principal enzima proteolitica do organismo
e a Unica do suco gastrico, sua atividade ocorre quando o pepsinogénio inativo entra
em contato com o0 meio 4acido. Com o aumento da concentracdo,

autocataliticamente, se produz novas moléculas de pepsina (AIRES, 2008).
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3.1.3 MECANISMOS DE DEFESA DO ESTOMAGO

A perda da integridade da mucosa estomacal pela agdo dos agentes
agressores tem inicio a partir de um disturbio secretdrio, como o0 aumento da acidez
do suco gastrico (H"), do &cido biliar, e da pepsina. Também fatores externos
podem ser considerados agressores, como a utilizacio exagerada de
antinflamatdrios ndo-esteroidais (AINES),0 fumo, excesso de café e a colonizacéo
da Helicobacter pylori. Os agentes defensores incidem em fatores neuralis,
funcionais e humorais. Neste sentido, a secrecdo do muco alcalino (principal
agente), age atraves da microcirculacdo da mucosa e da motilidade estomacal,
defendendo a mucosa dos agentes que prejudicam a integridade da mucosa. Assim
sendo, a prostaglandina (PG) age como fator funcional, o 6xido nitrico (NO) age
como fator humoral, e 0s neurdnios, sensoriais sensiveis a capsaicina, agem como
fatores neurais (PRADOS & BOIDEXA, 2004).

Quando a secrecdo gastrica atinge o maximo, a concentracdo intraluminal de
fon H* é 3X10° vezes maiores do que a do sangue e dos tecidos. Os principais
componentes com funcdo de protecdo presentes na mucosa gastrica sdo: 0 muco, 0
bicarbonato e o fluxo sanguineo. A inibicdo da secrecdo é feita pela somatostatina,
por fatores de crescimento epidérmico e por PG da série E (AIRES, 2008).

As células gastricas estdo ligadas a membrana basal da célula epitelial, local
sensivel aos danos provocados principalmente por &cidos. O processo de
restauracdo epitelial da mucosa abrange a migracdo rapida de células cicatrizantes
aos locais desprotegidos na membrana lesionada (PAIMELA et al. 1995). Ao
ocorrer lesdo na mucosa, forma-se uma ‘“cobertura mucoide” sobre o local
danificado, que consiste de fragmentos celulares, muco e plasma (fibrina e
albumina). Essa capa mucoide promove um microambiente com pH em torno de 5,
que auxilia na reconstituicdo celular. A manutencdo desse pH relativamente alto,
para padrdes estomacais, € dependente de um suprimento continuo de sangue na
regido. Portanto, ao ocorrer alteracbes que promovam aumento da acidez, lesdes
hemorragicas graves aparecem no tecido gastrico (WALLACE & MILLER, 2001).
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3.1.3.1 Muco

O muco se apresenta de forma transparente, viscosa e eléstica contendo 95%
de 4gua e 5% de glicoproteina, recobrindo toda a superficie da mucosa
gastrointestinal. O bicarbonato € secretado para a zona limitrofe inundada de muco,
0 que cria um microambiente com pH essencialmente neutro. Os fluidos contendo
acidos e pepsinas saem das glandulas géastricas em grande quantidade, passando
através da camada superficial de muco, mas ndo entrando em contato com as
células epiteliais superficiais (Figura 2). A estimulacdo da secrecdo de muco, bem
como a de bicarbonato, ocorre por diversos fatores ¢ formam uma “barreira de
mucoprote¢do” (SANIOTO, 1991), com acdo antioxidante e reducdo de danos a
mucosa promovidos por radicais livres (SENO, et al., 1995).

3.1.3.2 Sistema antioxidante

3.1.3.2.1 Espécies reativas do oxigénio

Em todos os sistemas biolégicos sdo encontradas Espécies Reativas do
Oxigénio (ERO). No metabolismo celular aerébio, em condicdes fisiologicas, o
oxigénio (Oy) sofre reducdo tetravalente, com estabilizacdo de quatro elétrons,
formando &gua. Nesse processo sdo formados intermediarios reativos, tais como,
hidroxila (OH"), hidroperoxila (HO;), peréxido de hidrogénio (H.0,) e radicais
superéxidos (O;). Esta reducdo ocorre na mitocondria e a reatividade ¢é
normalmente neutralizada, porém todos os componentes celulares sdo atingidos
pela acdo das ERO, sendo a membrana lipidica um dos componentes mais
suscetiveis em decorréncia da peroxidacdo lipidica, que acarreta alteracbes na
permeabilidade e na estrutura das membranas celulares (MELLO FILHO,
HOFFMAN, & MENEGHINI, 1983; TARIQ, 2006).

A ocorréncia do dano provocado, culminando na alteracdo dessa

seletividade da troca idnica e extravasamento do conteldo de organelas, como as
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enzimas hidroliticas dos lisossomas e a génese de produtos citotdxicos, como o

malonaldeido, ocasionando a morte celular (HERSHKO, 1989).

As concentragdes das ERO, em condicdes fisiologicas normais, dentro das
células sdo mantidas minimas, pois hd um sistema de enzimas, com funcoes
antioxidantes, inibindo a formacdo desses radicais. Sendo assim, eliminados do
organismo por um conjunto de enzimas: superdxido dismutase (SOD), catalase
(CAT), glutationa peroxidase (GPX), e pela glutationa redutase (GR) (MCCORD &
FRIDOVICH, 1969). Os grupamentos sulfidrilas ligam-se aos radicais livres
formados durante este processo ou produzidos apds exposicdo a agentes nocivos,

protegendo assim a mucosa gastrica (AVILA, 1996).

3.1.3.2.2 Grupo Sulfidrilicos N&do-Protéicos

A glutationa (GSH) é um antioxidante hidrossolivel, mais pesquisado
agente enddgeno, dos grupos sulfidrilicos ndo-proteicos (SHs) do organismo e atua
protegendo as células contra ERO (Figura 3) (STRUZYNSKA, CHALIMONIUK,
& SULKOWSKI, 2005). A GSH é um tripeptideo formado por cisteina, glutamato
e glicina. Sua molécula possui uma ligacdo peptidica ndo muito comum entre o
grupo amina da cisteina e o grupo carboxila do glutamato (PARK, 2000). Estes
agentes sdo também importantes na producdo (SALIM, 1992) e manutencdo do
muco gastrico, uma vez que suas subunidades glicoproteicas sdo unidas entre si por
pontes de dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o muco hidrossolavel
(AVILA, 1996).

A funcdo gastroprotetora dos grupos SH enddgenos presentes em diversas
enzimas do sistema antioxidante e no muco gastrico, ja foi demonstrado em
diversos modelos de inducdo de ulcera (EtOH, AINES), pois sucede uma deplecéao
destes compostos (HAWKEY, 2000, HERNANDEZ-MUNOZ & VAZQUEZ-
MARTINEZ, 2000 e, BAYIR, 2006).
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Figura 3. A¢do das enzimas antioxidantes.
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Adaptado de Struzynska (2005).

3.1.3.3 Oxido Nitrico

O o6xido nitrico (NO) e um radical livre gasoso participante da cascata de
sinalizacdo de inumeros processos fisioldgicos, tais como, o relaxamento no
masculo liso, agregacdo plaquetéria, controle da pressao arterial e fluxo sanguineo,
neurotransmissdo e regulacdo de mecanismos pro e antiapoptéticos (RADOMSKI
& MONCADA, 1993). Em um processo catalisado pela enzima Oxido Nitrico
Sintase (NOS), o terminal guanidino nitrogenado da L-arginina juntamente com a
presenca do oxigénio molecular produz NO e L-citrulina (KUO & SCHROEDER,
1995).

O estresse oxidativo é aumentado com o bloqueio da producdo do NO
ativando assim, o mastocito. Estes por serem encontrados em grandes quantidades
no TGI, sdo os principais responsaveis pela liberacdo dos mediadores histamina e
fator ativador de plaquetas, provocando aumento da permeabilidade epitelial, sendo
revertido pela rapida liberagcdo exdgena de NO (KANWAR, 1994).

O NO é importante no reparo da mucosa no processo da cicatrizacao,
provavelmente pela sua habilidade de provocar ou aumentar o deposito de colageno
pelos fibroblastos além de estimular a angiogénese (WALLACE & MILLER,
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2000). Também, desempenha uma papel importante na modulacdo da defesa da
mucosa gastrica como: regulador na secre¢do de muco (BROWN, 1993), inibidor
da migracdo de neutréfilo (BANICK, 1997); vasodilatador produzindo aumento de
fluxo sanguineo regional (WALLACE & MILLER, 2000).

3.1.3.4 Fluxo Sanguineo

Um dos papéis do fluxo sanguineo mucoso é suprir de oxigénio, nutrientes e
horménios a mucosa gastrica, além de participar da regulacao da remocéao do &cido
por difusdo retrograda da producdo de muco e da secrecdo de bicarbonato. De fato,
0 aumento do fluxo sanguineo na mucosa gastrica diminui sensivelmente o dano
causado por diversos agentes nocivos (BRZOZOWSLI, 2003).

3.1.3.5 Prostaglandina

As prostaglandinas (PG) possuem papel fundamental na protecdo da mucosa
gastrica. A acdo protetora das PG favorece a producdo de muco, secrecdo de
bicarbonato e, além disso, devido a sua acdo vasodilatadora, as PG E e | aumentam
o fluxo sanguineo mucoso. A diminui¢do do fluxo sanguineo na &rea ulcerada e a
falha da atividade de enzimas antioxidantes na mucosa podem contribuir para
retardar a cicatrizacdo da Ulcera gastrica e para o agravamento de danos gastricos
induzidos por estresse. Os farmacos que blogueiam a sintese de PG reduzem a
protecdo celular e, portanto, provocam lesdo e ulceracdo da mucosa gastrica
(HAWKEY, 2000).

Esses mediadores sdo biossintetizados a partir do acido araquiddnico pelas
enzimas ciclooxigenases (COX), através da ativacao da fosfolipase A,, podendo ser
provocada por lesBes teciduais ou por estimulos fisioldgicos (bradicinina,
noradrenalina e angiotensina). Sua atuacdo pode percorrer duas vias: via da
lipoxigenase, com formacdo de leucotrienos ou pela via da ciclooxigenase (COX),

com formacdo também de tromboxano (RANG, 2007).
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Como jéa referido acima, as principais PG envolvidas na gastroprotecéo séo
as PG E; (PGE,) e I, (PGl,), as quais podem ativar os receptores EP3 das células
epiteliais, causando a diminuicdo da secrecdo de &cido e aumento da secrecdo de
muco, respectivamente. Também aumentam o fluxo sanguineo e a secrecdo de
bicarbonato através da ativacdo dos receptores EP; (WALLACE & MILLER,
2001).

A gastroprotecdo mediada pelas PG, do mesmo modo, abrange a ativagéo
dos canais de Katp 0S quais estdo envolvidos em diversos outros processos
fisioldgicos do sistema gastrointestinal, tais como a regulacdo do fluxo sanguineo,

secrecdo de acido e contratilidade do estémago.

3.1.3.6 Canais de Potéssio Sensiveis a Adenosina Trifosfato

Os canais de potassio (K'atp) tomam parte de maltiplos processos
fisioldgicos como liberacdo de neurotransmissores, controle da secrecao de insulina
e glucagon, citoprote¢do na isquemia cardiaca e cerebral, manutengdo dos ténus do
mausculo liso e reatividade vascular (BRUNTON, LAZO, & PARKER, 2010).

Embora seu mecanismo de acdo nédo esteja completamente elucidado no
estdbmago, os K*arp, podem estar envolvidos com a contratilidade do estdmago, a
regulacdo do fluxo sanguineo e com a secre¢do de acido gastrico. Estudos
realizados na ultima década demonstraram que os farmacos inibidores
(glibenclamida) e ou ativadores (diazoxido) desses canais tem participacdo na
assisténcia contra diferentes agressores, corroborando com a reducdo da lesdo
gastrica e a infiltracdo neutrofilica induzida por AINES (MEDEIROS, 2008).

3.1.3.7 Ciclooxigenase

Existem trés isoformas de COX (também conhecida como prostaglandina-
endoperoxidase), a COX-1, COX-2 e COX-3.
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A enzima COX-1 é responsavel pela catalise de PG e tromboxano
(participam na agregacdo plaquetéria). Participa da funcéo fisiol6gica constitutiva e
promove uma serie de acGes de manutencdo dos processos do organismo e,
principalmente, atuando na protecéo da integridade da mucosa gastrica, juntamente
pelo fluxo sanguineo, aumentando a concentracdo de bicarbonato e atenuando a
acidez no local (WALLACE & M. A., 2001). Halter (2001) sugere que a maior
parte das PG no TGI seja biossintetizada pela acdo da COX-1, enquanto que a
COX-2 ¢ responsavel pelos fenbmenos da inflamacdo e das prostaglandinas que
produzem contracdo uterina (SCHELLACK, 2006). A isoforma COX-3, sugerida
por Daniel L Simmons (1999), é implicada nos efeitos adversos do paracetamol no
SNC (provavel inibidor mais seletivo desta forma).

Portanto, a cicatrizacdo da Ulcera é um processo complexo e bem regulado
de preenchimento da mucosa lesada com propagacdo e migracdo de células dos
tecidos epitelial e conjuntivo (VANE & BOTTING, 1998). Este processo inclui
reestabelecimento da superficie continua de camada epitelial, estruturas
glandulares, microvasos e tecido conjuntivo no interior da cicatriz
(BRZOZOWSLI, 2003).

3.1.3.8 Fator de Crescimento Epidérmico

O fator de crescimento epidérmico aparece como marcador clinico de
doencas inflamatorias e neoplasicas, no processo de cicatrizacdo via estimulacao da
producdo de muco e inibicdo da secrecdo acida. As células epiteliais da mucosa na
margem da Ulcera proliferam e migram para o tecido de granula¢do no sentido de
reconstruir o sitio lesionado. As citocinas produzidas localmente pelas células
regenerativas controlam a cicatrizacdo e a reconstrucdo das estruturas glandulares
(TARNAWKI, 2005).
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3.1.4 PATOLOGIAS GASTRICAS

Gastrite € uma inflamagdo da mucosa gastrica. A doenca pode ser aguda, de
natureza transitéria, com infiltrado neutrofilico e acompanhada de hemorragia na
mucosa superficial, significando uma inflamacdo ativa. A cronica exibe varios
graus de lesdo da mucosa e € manifestada com agregados linfoides e alguns centros
germinativos sdo observados no interior da mucosa. A evolucdo dessas alteracGes
leva & metaplasia intestinal e atrofia da mucosa. Uma das principais razbes de
ocorrer a gastrite cronica € a infeccdo pelo bacilo Helicobacter pylori (MARTINS,
2005).

3.1.4.1 Doenca Ulcerosa Géstrica

Conceitualmente, a Ulcera gastrica (UG) em humanos é uma lesdo definida,
circular ou oval, inferior a 4 cm de didmetro, podendo ocorrer em qualquer porgao
do trato gastrointestinal (TGI), na maioria das vezes localizada no revestimento do
estbmago ou do duodeno. Caracterizam-se histologicamente como uma
descontinuidade (rompimento) das células da mucosa do TGI podendo chegar a
camada da submucosa (AIRES, 2008).

A diferenciacdo das Ulceras ocorre pela identificacdo da localizacdo
anatdmica ou pelas circunstancias em que se desenvolveram, tais como, a Ulcera
gastrica (situam-se na parte alta da curvatura (antro) do estdmago); a Ulcera
duodenal (surgem na primeira porcdo do duodeno); a Ulcera marginal (surge apos
procedimentos cirargicos); a Ulcera gastroesofagica (juncdo inferior do es6fago
com o estdmago); e, ha também, a Ulcera de estresse, lesdes que surgem por
gueimaduras ou traumatismo (THOMOPOULOQS, 2004).

A doenca é considerada um dos principais distirbios gastrointestinais de
evolugdo geralmente cronica, podendo ocorrer devido a um desequilibrio entre
fatores de defesa, como PG e bicarbonato, e a fatores ofensivos, tais como acido
cloridrico, pepsina, uso abusivo de medicamentos AINES (VANE & BOTTING,
1998) ou infecdo pela bactéria H. pylori (COELHO, 2003; BRZOZOWSLI, 2003).
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Paralelamente, outros fatores sdo abrangidos na patogénese da Ulcera gastrica,
incluindo predisposic¢do genetica, alteracdo na secre¢do acida, rapido esvaziamento
gastrico, falha dos mecanismos de defesa da mucosa, estresse fisico e psicologico,
além do tabagismo e a ingestdo de bebidas contendo alcool ou cafeina
(RICHARDSON, 1993; QUAN & TALLEY, 2002).

A mortalidade causada pela doenca é baixa, mas promove complicacGes
mais severas em pacientes debilitados por outras enfermidades ou por tratamento
cirargico (MARTINS, 2005). Por outro lado, a morbidade é relevante e costuma
caracterizar-se por dor epigastrica, sangramento, quadros obstrutivos e peritonite
quando ocorrem perfuracGes. Uma vez instalado um quadro como este, ha geracao
de altos custos para 0s servicos de saude, pois incidem elevadas taxas de recidivas e
a doenca é onerosa tanto diretamente (limitacGes impostas ao doente, consultas
médicas, hospitalizacbes, medicacBes), quanto associada a reducdo da
produtividade com as auséncias nos locais de trabalho (PRADOS & BOIDEXA,
2004).

A prevaléncia da Ulcera gastrica é dificil de ser estimada, devido a
subjetividade dos sinais e a semelhanca de mdultiplos sintomas de varios tipos de
dispepsia. A maioria dos estudos epidemioldgicos baseia-se em estatisticas obtidas
a partir de atendimentos médicos, hospitalizacdes, cirurgias e ébitos. Dados estes,
sujeitos a criticas, por ndo representar verdadeiramente as ocorréncias da doenca.
Mesmo sendo uma enfermidade extremamente frequente, ndo se conhece de modo
preciso sua real incidéncia na populagéo, estima-se que cerca de 5 a 10 % da
populacdo brasileira em algum momento de sua vida desenvolverd UG (LIMA,
2004).

A incidéncia de UG no Brasil varia de 1 a 20 %, o que reflete tdo somente
diferengas na coleta dos dados, nos critérios de diagnéstico e nas variacbes das
populagdes estudas (YUAN, PADOL, & HUNT, 2006; VERAS, 2014).
Atualmente, estudos mostram que as UG afetam cerca de 10% da populagéo
mundial (OMS, 2014).
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3.1.4.2 Helicobacter pylori

A Helicobacter pylori (GOODWIN, et al. 1989) é uma bactéria gram
negativa, descoberta por Warren e Marshall em 1983 (Prémio Nobel de Fisiologia e
Medicina em 2005). Habita quase exclusivamente o estdmago e duodeno humano,
sendo o unico organismo conhecido capaz de colonizar esse ambiente muito &cido.
Em parte pela sua capacidade de secretar urease, que transforma a ureia presente no
acido gastrico em amonia, elevando o pH ao redor da bactéria possibilitando sua
colonizacdo. Por possuir o formato de hélice (espiralada) permite invadir com
maior facilidade a camada mucoprotetora que protege o epitélio estomacal
alojando-se (MARHALL, et al., 1984).

Existem evidéncias de que H. pylori € importante na génese da Ulcera
péptica, quer em razdo da inflamacdo da mucosa resultante de sua presenca, quer
por alterar os mecanismos que regulam a producdo de acido. MOMTAZ, et al.,
(2012) relatam que cerca de 90% das pessoas portadoras de UG se encontram
infectados pela bactéria, apesar de a maioria dos humanos infectados nunca chegar
a manifestar qualquer tipo de sintomatologia e ou complicacdo relacionada com a
bactéria. A elevada prevaléncia da infeccdo pela bactéria no mundo provoca uma
dificuldade terapéutica e deve-se sempre considerar esta infeccdo como um

problema de saude publica.

No reconhecimento do papel da H. pylori na determinacdo do processo
inflamatorio géstrico, sugeriu-se a associacdo da infeccdo da bactéria com um
aumento do risco ao desenvolvimento do cancer gastrico, pois a evolucdo da UG
para gastrite, que caminha através de uma progressao lenta e gradual, para uma
gastrite crénica (com graus variaveis de atrofia e metaplasia), sdo consideradas
fatores de risco para o cancer gastrico. Em relacdo a UG, uma vez erradicada a
bactéria, pode-se sugerir que o paciente ficard saudavel (GOODMAN &
COCKBURN, 2001).
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3.1.5 TRATAMENTO PARA ULCERA GASTRICA

Para restabelecer o equilibrio da mucosa géastrica rompida, sdo necessarias
intervencdes medicamentosas com a finalidade de aumentar os fatores defensivos
locais (secrecdo de muco, bicarbonato e prostaglandinas) ou diminuir os agentes
agressores como acido gastrico, pepsina, bile, medicamentos ulcerogénicos
(AINES) e, H. pylori (COELHO, 2003).

Durante muito tempo, os farmacos tendiam sempre a neutralizar o contetdo
gastrico, empregando antiacidos, dieta alimentar ou cirurgia para o tratamento de
UG. A partir dos anos 70 foram introduzidos na terapéutica novos principios ativos,
ocasionando um grande impacto mundial, pela definicdo dos receptores de
Histamina H, e antagonista seletivos, como a cimetidina e a ranitidina (BLACK,
1972), com isto a diminuicdo drastica da necessidade de cirurgia.

Diversos farmacos gastroprotetores foram também introduzidos, como os
inibidores da bomba de proétons (IBPs), sua acdo provoca reducdo nas secrecoes de
acido gastrico basal. Tratam-se de prdé-farmacos (omeprazol, lanzoprazol,
pantoprazol, rabeprazol e esomeprazol) que sdo ativados pelos canaliculos
secretores de acido da célula parietal. Sua acdo altera a secrecdo &cida pela
inativacdo irreversivel da bomba através de formacdo de ligacBes de dissulfeto
entre a estrutura dos farmacos e da estrutura protéica da referida bomba. A sua
forma ativa, sulfenamida ciclica, liga-se covalentemente a H' K'-ATPase,
inativando-a, por modificar sua conformacgédo estrutural (SACHS, et al., 2010;
HOOGERWERF & PASRICHA, 2012).

Os canais de Katp recebem este nome por serem responsivos as
concentracdes de ATP intracelular e sdo alvos farmacoldgicos de inUmeros
farmacos, dentre eles as sulfonilureias, como a glibenclamida e glimepririda, que
bloqueiam esses canais (MEDEIROS, 2008).

Hé& farmacos como cromakalim e pinacidil que também provocam abertura
desses canais. Essa abertura ocorre nas células endoteliais e provoca uma
vasodilatacdo que ajuda na protecdo da mucosa gastrica contra agentes
ulcerogénicos. A abertura desses canais aumenta a entrada de potassio para o
interior celular, modificando o potencial elétrico de acdo da membrana da célula,
provocando reducdo da entrada de célcio pelos Canais de Calcio Voltagem
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Dependentes (VGCC), levando a vasodilatacdo (NILIUS & DROOGMANS, 2001).
Diversos estudos sugerem que 0s canais podem ser ativados pela proteina quinase
dependente de GMPc, demonstrando a possivel atividade vasodilatadora de
mediadores endogenos (como 0 NO e ATP). Assim, o bloqueio desses canais por
mediadores como adrenalina, vasopressina, endotelina e angiotensina Il provoca
uma vasoconstricdo promovendo o aumento da concentracdo de célcio intracelular
e da ativacdo da proteina quinase C (MEDEIROS, 2008).

Com o passar do tempo, mais farmacos foram apresentados, tais como, o
misoprostol (Citotec®), anélogo da PGE,. Seu mecanismo de acdo atua na
estimulacdo da PG no estdmago, aumentando a secrecdo do muco e do bicarbonato
(HAWKEY, 2000). Foi proibida a comercializagdo no Brasil, pela ANVISA em
1999, pois um de seus efeitos, promove no Utero aumento das contracdes do
miométrio, podendo causar aborto (ANVISA, 2014).

N&o obstante, da grande variedade de tratamentos, a doenca tem mostrado
uma elevada tendéncia para a reincidéncia. Varios medicamentos empregados na
terapéutica desta doenca nédo sdo inteiramente efetivos e muitos efeitos adversos
acompanham estes medicamentos, além do alto custo do tratamento (MARTINS,
2005). Assim, multiplos produtos provenientes de materiais biolégicos apresentam-
se como uma origem atrativa de novas fontes de principios ativos para tratamento

desta doenca.
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3.2 INDUCAO DE ULCERA GASTRICA POR AGENTES ORGANICOS

Alguns acidos organicos séo utilizados como agentes que provocam ulcera
gastrica. O etanol é um desses agentes ulcerogénicos, ele induz uma potente
constricdo venosa seguido de uma vigorosa e rapida dilatacdo arterial, no local
administrado. Os radicais livres gerados durante esses episodios de isquemia e
reperfusdo provocam severas mudancas celulares e, em alguns casos, evoluem até a
necrose celular (SZABO & GOLDBERG, 1990). Essa agressdo também altera a
peroxidacdo lipidica da membrana plasmatica, levando a formagdo de compostos
toxicos, como aldeidos e novos radicais livres (Figura 4). O subsequente aumento
na permeabilidade da membrana, juntamente com a queda de produtos vasoativos,
gera a infiltracdo de mastdcitos, macrofagos e outras células polimorfonucleares do
sangue, causando danos vasculares, necrose e formacdo de Ulcera (BILICI et al.,
2002).

Figura 4. Esquema representativo dos efeitos do etanol administrado de forma

aguda no estbmago.
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Os AINES sdo um dos principais agentes que contribuem para a patogénese
da ulcera gastrintestinal e representam um importante fator etioldgico, por serem
corriqueiros na prética clinica (WALLACE & MILLER, 2001).

Farmacos dessa classe terapéutica, como &cido acetilsalicilico (AAS), ndo
sdo seletivos para as isoformas de COX e as inibem (Figura 5), resultando em
distdrbios na microcirculacdo sanguinea. lgualmente, os efeitos adversos dos
medicamentos a base de AINES alteram a motilidade estomacal e também atuam na
diminuicdo da secre¢do do muco alcalino (HOOGERWERF & PASRICHA, 2012;
KONTUREK, et al., 1981), uma vez que diminuindo a atividade das PG pela
inibicdo da COX, gera danos a mucosa e aumenta a concentracdo de radicais livres
no local, j& que o muco, além de barreira fisica, atua também como antioxidante
(REPETTO & LLESUY, 2002).

Figura 5. Biossintese de prostaglandinas e tromboxano pela via da
ciclooxigenase e mecanismo de acdo do AAS.
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Existem métodos experimentais que representam uma ferramenta
importante de inducdo de lesdo gastrica para investigacdo de possiveis protetores
gastricos, sendo a inducédo de lesdes estomacais via administracdo por gavagem de
acidos organicos um dos metodos preferenciais (MERCER et al, 1997;
SULEYMAN, DEMIREZER, & KURUUZUM-UZ, 2004; ANOOP &
JEGADEESAN, 2009; LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

Dependendo da quantidade de &cido organico administrado (etanol e AAS) na
porgdo glandular do estdmago de ratos, esta se torna coberta de erosdes
hemorragicas e Ulceras quando examinados ap0s o tempo do protocolo ulcerativo
determinado. Este tempo € de uma hora para o etanol e trés horas para 0 AAS ap0os
respectivas administragdes (TAHA, SALGA, & ALI, 2012; DAMASCENO,
RODRIGUES, & SILVA, 2013; YOSHIDA, et al., 2002).
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3.3 MATERIAL BIOLOGICO

3.3.1 Cuticula Coilina

A diversidade cultural brasileira é proveniente da variedade e miscigena¢do
do seu povo, do meio que o cerca, da acdo da natureza e a influéncia sociocultural,
em particular das sociedades tradicionais, ndo industriais, que, interagindo com o
meio detém um conhecimento sobre a utilizacdo de drogas naturais. Essas
populagdes exercem um papel fundamental na manutencdo desse conhecimento
aprimorando e selecionando métodos de terapia para preservacdo e perpetuacao
dessa cultura biodiversa (SIMOES, 2007).

O conhecimento empirico dos efeitos de produtos de procedéncia natural na
medicina popular constitui-se muitas vezes um meio alternativo para a obtencéo de
melhora e incluem terapias alternativas no cuidado primério a saude, servindo
também como base para estudos etnofarmacoldgicos usados como ferramenta na
busca de informaces e também como estratégia na investigacdo de novas matérias
primas para possiveis farmacos (MACIEL, PINTO, & VEIGA, 2002; JORGE,
LEITE, OLIVEIRA, & TAGLIATI, 2004; SIMOES, 2007; OMS, 2014).

A Gallus gallus (galinha) possui um o6rgao triturador altamente muscular,
conhecido como ventriculo (moela), sendo revestido por um epitélio cuboide que se
invagina no interior da lamina prépria, formando cavidades alongadas, portando
glandulas gastricas tubulares terminais. As células destas Ultimas glandulas
secretam um material corneo espesso que se solidifica na superficie e forma uma
dura membrana, chamada de cuticula coilina (C), um complexo glicoproteico.
Embora seja estruturalmente semelhante a queratina, essa substdncia ndo é
qguimicamente equivalente (SILVIA, FREITAS, & MOMO, 2013). Este
revestimento interno do ventriculo é aspero e pregueado, com cerca de 1 mm de
espessura reposto pelas glandulas abaixo dele & medida que se desgasta na
superficie (BACHA & BACHA, 2003; DYCE, et al., 2004).

Na regido da fronteira oeste do Rio Grande do Sul, entre Argentina e o

Uruguai, permanece um conhecimento etnofarmacoldgico sobre a utilizacdo da
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coilina desidratada como substadncia de origem biologica no tratamento de
disturbios gastrointestinais. No entanto, ndo existe nenhum dado sobre esse fato na
literatura cientifica confirmando esse efeito gastroprotetor. Portanto, busca-se a
investigacdo cientifica desta terapia empirica neste estudo, atraves de modelo
experimental de inducdo de Ulcera gastrica em ratos para nortear um possivel

protétipo farmaco.
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4 MATERIAIS E METODOS

4.1 OBTENCAO DO MATERIAL BIOLOGICO

4.1.1 EXTRACAO DA CUTICULA COILINA

Vinte Gallus gallus domesticus (galinhas) foram tratadas com milho triturado e
Racdo Vita® (Cotrijui). Os referidos animais foram utilizados para o consumo
alimentar da propriedade rural. Soltas no patio durante o dia e & noite recolhidas ao
galinheiro. Foram sacrificadas através da degola (processo tradicional) e
visceramento manual, foi realizada a dissecacdo da membrana coilina do ventriculo.
A cuticula coilina (C) foi gentilmente doada por criadores do municipio de ljui
(RS).

4.1.2 MANUSEIO E SECAGEM

A membrana interna do ventriculo de Gallus gallus (cuticula coilina) foi obtida
durante 0 més de agosto de 2013. Seca em estufa (25°C + 2°C) durante cinco dias.
Foi triturada manualmente (gral e pistilo) a fino pd. Apds, foi armazenada na

temperatura ambiente, em vidro &mbar, no dessecador para posterior utilizag&o.
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4.2 PREPARACAO DA SUSPENSAO DA CUTICULA COILINA

4.2.1 VEICULO

O veiculo foi preparado com 1% de carboximetilcelulose (CMC) em agua

destilada.

4.2.2 SUSPENSAO DA MEMBRANA COILINA

Para a realizagédo da suspensdo da membrana coilina, esta foi adicionada no
veiculo, na concentracdo de 1mg/mL. Essa suspensdo foi preparada diariamente
para a administracdo aos animais (LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

A suspensdo da coilina (Figura 6C) foi realizada diariamente (uso imediato)
para evitar influéncia por possivel degradacdo dos componentes do veiculo e da
substancia estudada, imitando o uso etnofarmacoldgico (SIMOES, 2007). As
Figuras 6B e 6C ilustram a suspensao de 1% de CMC com 10 mg da coilina (Figura
6G), em um baldo volumétrico (10 mL). A Figura 6A e 6D mostram a membrana

coilina limpa e seca in natura, pronta para ser triturada no gral e pistilo (E; F e G).

Figura 6. Imagens demonstrativas do manuseio, trituracio da cuticula coilina.

Fonte: Fotografias do arquivo pessoal.
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4.3 ANIMAIS EXPERIMENTAIS

43.1 RATOS WISTAR

Foram utilizados ratos Wistar (fémeas),3 meses, pesando entre 200 e 250 g
provenientes do Biotério da Universidade Federal de Santa Maria, RS.

Os animais foram mantidos em ambiente climatizado (23°C + 2°C) com
ciclo claro escuro de 12 horas, com &gua e alimentacdo ad libitum (exceto quando
mencionado), na sala 4 de experimentacdo do Biotério da Universidade Federal do
Pampa, Campus Uruguaiana (RS).

Todos os procedimentos realizados nesta pesquisa estavam em concordancia
com os Principios Internacionais para a Pesquisa envolvendo Animais (Genebra), e
com a legislacdo brasileira disposta na Lei n® 11.794/2008 (Procedimentos para uso
cientifico de animais) e no Decreto 24.645/34 (Dos Direitos dos Animais). Este
projeto foi registrado no SIPPEE e aprovando pelo CEUA sob protocolo n°
08/2013.

4.3.2 GRUPOS EXPERIMENTAIS

Todos os animais foram privados de alimentos 24 horas (TAHA, SALGA, &
ALLI, 2012) antes da exposicéo dos ulcerogénicos e divididos em 13 grupos (n =5

cada grupo).

e Grupo Veiculo (Controle): V
e Grupo V + Etanol (E)

e Grupo E+V

e GrupoV +AAS (A)

e Grupo A+V

e Grupo Omeprazol (O) + E

e GrupoO+A

e GrupoE+0O

e GrupoA+0O
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e Grupo Coilina (C) + E
e GrupoC+A
e GrupoE+C
e GrupoA+C

4321 Protocolo de Tratamento

4.3.2.1.1 Tratamento com o Veiculo:

Neste procedimento, os animais receberam a administracdo por gavagem da
suspensdo de CMC a 1% em &gua destilada no volume de 1 mL/200g do peso
corporal dos animias. Apos 1 hora de espera, foram realizadas as eutanasias
(overdose de tiopental (20 mg/mL) via i.p.) e as coletas dos estbmagos para a
realizacdo dos protocolos (LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

4.3.2.1.2 Tratamento com o Etanol:

A inducdo de Ulcera gastrica através da ingestdo etilica foi realizada
administrando por gavagem o etanol absoluto (EtOH) refrigerado (4°C) na dose de
1 mL/200g dop.c. (SULEYMAN, DEMIREZER, & KURUUZUM-UZ, 2004,
LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

4.3.2.1.3 Tratamento com o Acido Acetilsalicilico
Para 0 modelo da inducéo de Ulcera gastrica através da ingestdo de AAS foi

dissolvido no veiculo 400 mg de AAS e administrado por gavagem no volume de 1
mL/200g do p.c., como realizado em Taha et al.,(2012) e Yoshida et al., (2002).

4.3.2.1.4 Tratamento com Omeprazol:
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O tratamento foi realizado com o farmaco padrdo (ONASANWO, et al.,
2011) omeprazol (OMZ) em10 mg do pd, suspenso no veiculo e administrado por
gavagem 1 mL/200g do p.c. (LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

4.3.2.1.5 Tratamento com Cuticula Coilina:

A andlise do efeito protetor da cuticula coilina foi realizado com a
administracdo da suspensdo da coilina na concentracdo de 5mg/Kg no volume de
1mL/200g do p.c. através de gavagem. O procedimento da inducdo da leséo
gastrica por EtOH ou AAS foi realizado apos 1 hora.

Para a verificagdo do efeito cicatrizante foi realizado primeiramente a
inducdo da lesdo géastrica e somente com 1 hora de intervalo foi realizado a
administracdo da suspensdo contendo a C (5 mg/Kg). Prosseguindo, foram
aguardados 60 minutos e o animal foi anestesiado para a eutanasia e coleta das

amostras.

4.3.2.2  Esquema ilustrativo para a realizacdo dos tratamentos

Para analisar o efeito curativo, foi realizado o seguinte procedimento:

Figura 7. Fluxograma ilustrativo do procedimento como tratamento curativo
com coilina ou omeprazol apds o agente ulcerativo etandlico.
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Figura 8. Fluxograma ilustrativo para proceder ao procedimento com o
tratamento curativo C ou OMZ apds o agente ulcerativo AAS.
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‘ Protocolos ‘

Para a realizacdo dos protocolos com o objetivo de averiguar o efeito

preventivo foram realizados os seguintes protocolos:

Figura 9. Fluxograma ilustrativo para procedimento com o tratamento
preventivo com agente ulcerativo etandlico.
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Figura 10. Fluxograma ilustrativo para procedimento com o tratamento
preventivo com agente ulcerativo AAS.
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4.4 PROTOCOLOS EXPERIMENTAIS

441 COLETA DAS AMOSTRAS

Ap0s a eutdnasia o estbmago dos animais foram retirado, aberto ao longo da
curvatura maior para observar as lesdes gastricas que apareceram como bandas
hemorragicas ao longo das cristas da mucosa estomacal, sendo pontuadas através da
severidade e a intensidade das lesdes (GAMBERINI et al., 1991). Além disso, foi
coletado o fluido gastrico para quantificacdo &cida; sec¢bes do estdmago para

analise histologica e raspagem da mucosa para analise bioquimica.

442 AVALIACAO MACROSCOPICA DAS LESOES

A avaliacdo foi realizada por dois observadores (cegos ao estudo) e seguiu a
classificacdo pelo indice de Lesbes Ulcerativas (Tabela 1). Foram calculados por
meio de somatoria dos parametros de acordo com a metodologia adaptada por
Gamberini et al., (1991).

Tabela 1. indice de lesdes Ulcerativas

Lesdo Pontuacéo

De 0 a 10 petéquias 2
Acima de 10 petéquias 3
Ulceras de até 1 mm *n X 2
Ulceras maiores que 1 mm *nx3
Ulceras perfuradas *n x 4
Hemorragia 1
Edema 1
Perda de pregas 1
Perda da coloracéo 1

(*n=ndmero de lesbes encontradas)
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4.4.3 DETERMINACAO DA ACIDEZ DO SUCO GASTRICO

O conteudo géstrico foi coletado para a quantificagdo do volume e para
determinacdo do pH. Para tanto, todo o estémago foi lavado com 3mL de agua
MilliQ (pH 7,12) e recolhendo todo o conteudo gastrico, isto foi centrifugado a
1500 rpm durante 20 minutos. Trés mililitros do sobrenadante foi titulado com
NaOH 0,1N, utilizando fenolfaleina 2% como indicar acido—base (DOMER &
SPRINGFIEL, 1971).

A concentracdo de ions de hidrogénio foi calculada pela seguinte formula:

pH = —log[H"]

4.44 QUANTIFICACAO DO MUCO ADERIDO A MUCOSA GASTRICA

Apds a avaliacdo e quantificacdo das lesbes, o antro do estbmago foi
retirado pesado e incubado em 10 mL de solucdo corante de Alcian Blue (AB)
0,1%, onde permaneceu corando por 2 horas.

O excesso de AB foi removido com sacarose 0,25 M (foram realizadas duas
lavagens sucessivas, sendo a primeira por 15 minutos e a segunda durante 45
minutos). O corante complexado com o0 muco na parede glandular foi extraido com
5 mL de cloreto de magnésio (0,5 M), agitando-se intermitentemente, por 1 minuto
a cada 30 minutos durante 2 horas. Apds, foi separado 4 mL desta solucdo azul
adicionado 4 mL de éter etilico e agitado vigorosamente até formar uma emulséo,
centrifugado a 3600 rpm x 10 minutos para separar a fase aquosa, descartando o
residuo.A concentracdo de AB nas amostras foi determinada por leitura
espectrofotométrica a 580 nm e quantificada pela complexacdo que ocorreu com o
muco, esta foi determinada por interpolacdo na curva padrdo do corante e expressa
em pg de AB/mL/g de tecido (SHAY et al., 1945).

445 PREPARACAO DA FRACAO MICROSSOMAL DA MUCOSA
ESTOMACAL
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A preparacdo da fragdo microssomal gastrica foi realizada segundo
Onasanwo et al., (2011). A mucosa do estdbmago foi removida através de raspagem
e homogeneizada em um tampéo contendo: Manitol125 mM, Sacarose 40 mM,
EDTA 1 mM, Piperazina-1,4-bis (acido 2-etanosulfénico) (PIPES) 50 mM 6,7. O
homogeneizado foi centrifugado por 7 minutos a 800xg, o sobrenadante
centrifugado a 14.500xg por 10 minutos. O sobrenadante resultante foi centrifugado
a 100.000xg por 30 minutos. O pellet resultante foi armazenado em tampéo PIPES

60 mM, a -20C° para a realizacdo da atividade da bomba de préton.

4.4.5.1 Atividade de H",K*-ATPase Microssomal

O ensaio da atividade foi realizado de acordo com o método descrito por
Hervatin et al. (1987), citado em Zhi-Min (2005). O tampé&o de ensaio, em volume
de 200 mL, consistiu de: Tris-1,4-piperazina-bis (acido etanosulfonico) 60 mM, pH
7.4; ouabaina 0,1 mM; sacarose 90 mM; KCI 15 mM ou sacarose 30 mM. O
volume de amostra foi de 20 L da fragdo microssomal, tendo como substrato ATP
2 mM, incubado por 10 min. a 37 °C. A reacdo foi interrompida pela adigdo de
acido tricloroacético (10%). O produto da reacdo, o fosfato (P;), liberado foi
determinado pelo método de Chan (1986). Atividade sem K foi considerada a
atividade basal. A diferenca entre atividade com e sem K foi definida como a
atividade H*,K*-ATPase. A atividade foi expressa como pmol Pi/h/mg de proteina.

A proteina foi quantificada pelo método de Bradford (1976).
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4.5ANALISES HISTOLOGICAS

Os tecidos foram fixados com formol tamponado a 10% por no minimo 48
horas e no maximo 7 dias, as pecas foram desidratadas (graduacéo crescente de
etanol) e incluidas em parafina histoldgica.

Posteriormente, as pecas foram cortadas (5 mm de espessura) em
microtomo, de maneira seriada. As amostras foram submetidas a coloracdo por
hematoxilina-eosina (HE) para observacdo geral das estruturas e celularidade
(BEHMER, TOLOSA, & FREITAS NETO, 1976).

O procedimento de corte, coloracdo e andlise histopatoldgica foram
realizadas em parceria no Laboratério de Patologia Veterinaria (LPV) da
UNIPAMPA, campus Uruguaiana, pela mestranda Caroline da Silva Silveira e

orientada pelo Prof. Dr. Bruno Leite dos Anjos.
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4.6 ANALISES ESTATISTICA

Os resultados foram expressos como media + erro padrdo da média (M +
EPM). Os valores foram analisados usando ANOVA de uma via, com post-hoc de
Tukey’s. Foram considerados como estatisticamente significativas, as diferencas de

médias com valor de p < 0.05.
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5 RESULTADOS E DISCUSSAO

5.1 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL

5.1.1 INDICE DE LESAO ULCEROGENICA

A Figura 11 representa fotografias do resultado do procedimento indutor da
lesdo gastrica provocada pelo etanol, servindo para a observacao visual e somatorio
da pontuacdo citadas na tabela Indice de Lesdes Ulcerativas (Gamberini et al.,
1991) (Tabela 1.).

Figura 11. Efeito da inducdo das lesGes provocadas por Etanol absoluto
refrigerado (A). Lesbes em menor escala, pois receberam tratamento
experimental com a Coilina (B).

A Figura 11A evidencia a ulceragdo provocada pela administracdo de
etanol. As setas brancas indicam as lesdes e serviram para classificar e pontuar as
diferengas nas agressdes ocorridas na mucosa. Na Figura 11B, as setas pretas
apontam as lesdes provocadas pela administracdo do etanol absoluto, em nimero

menor, pois esse estbmago recebeu tratamento com a cuticula coilina.

A figura 12 mostra as fotografias dos estdmagos retirados dos diferentes
grupos experimentais, onde foram avaliadas e quantificadas as lesfes provocadas
pelos diferentes tratamentos.
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Figura 12. Imagens dos estbmagos retirados apds os protocolos de ulceragdo e
ou tratamento.

GRUPOS EXPERIMENTAIS
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A Figura 13 mostra os resultados obtidos com o somatdrio da pontuacao
realizada através do Indice de Les&o Ulcerativa com o tratamento da cuticula colina
ou omeprazol antes ou apds a lesdo provocada pelo etanol.

Figura 13. Efeito do tratamento com a coilina ou omeprazol, na injuria
provocada pelo etanol, na classificacdo do Indice de Lesdes Ulcerativas.

50+

40+

30+

20+

indice de Lesdo Ulcerativa

10+

p<0,05vs V; "p <0,05vs E+V;'p < 0,05 vs E+C; “p < 0,05 vs E+O; °p < 0,05 vs V+E

O grupo V que recebeu somente a CMC ndo apresentou lesdes
macroscépicas (Figura 13), exibindo valores nulos demonstrando que o veiculo
utilizado ndo promoveu alteracfes visiveis na mucosa do estdmago dos animais
experimentais. Lakshmi, Singh e Shirivastva (2010) também demonstram que esse

excipiente € inerte nessa concentracdo (1%).

Os animais que receberam a lesdo ulcerativa demonstraram um somatorio
elevado (E+V= 45,2 1,74 e V+E= 42,0 £3,92) de pontos (Figura 13). Varios
estudos correlacionam o consumo excessivo de alcool como tendo um importante
papel na etiologia da Ulcera gastrica em humanos (CHARI, TEYSSEN, & SINGER,
1993; STERMER, 2002).

As principais caracteristicas da inducgéo da ulcera géstrica pelo etanol séo a
perda epitelial, edema da mucosa e a hemorragia sub-epitelial. O etanol penetra

rapidamente na mucosa gastrica, a lesdo é caracterizada por danos de membrana,
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hemorragica erosiva, lesbes com necrose das células, de coagulacdo difusa,
esfoliacdo de células, multiplas erosbes, congestao vascular e formacdo distinta de
ulcera (SIKIRIC et al., 1997 e FARIA et al., 2012). Embora estas lesdes causadas
pelo agente necrosante em roedores ndo simulem integralmente as caracteristicas da
Ulcera que se desenvolve em humanos, pois essas lesdes nos roedores sdo
temporalmente agudas e, consequentemente superficiais, esse modelo ulcerogénico
possui respaldo para a pesquisa de novos protétipos de drogas potencialmente
efetivas para o carater clinico (SZABO & GOLDBERG, 1990).

Os grupos que receberam o farmaco omeprazol demonstraram uma
gastroprotecdo (E+O= 28, 8 +1,1e O+E= 23,4 +2,85 pontos), uma vez que a
atuacdo desse medicamento ¢ promover a diminuicdo da secrecdo de H™ pela
inibicdo da bomba de préton, consequentemente aumentando o pH do suco gastrico
e assim, promovendo uma melhora no estado patogénico (LORENTZON, et al.
1985).

Os animais que receberam o tratamento experimental na dose de 5 mg/Kg
da coilina (E+C= 16,6 +4,1 e C+E=16,0 +2,84 pontos) apresentaram uma
diminuigdo na pontuacdo das lesfes estomacais. Esses dados demonstraram que
ocorreu uma gastroprotecdo contra os danos provocados pelo ulcerogénico e essa
pontuacdo também foi menor quando comparados aos resultados obtidos com a
utilizacdo de omeprazol (Figura 13). A coilina exerceu uma melhora na prevencao
contra essas lesdes, pois atuou como um agente protetor na mucosa mais eficaz que
0 omeprazol. Também, os extratos de raiz de Hemidesmus indicus R. Br. obtiveram
através de uma resposta dependente de dose (150, 300 e 450 mg), uma reducdo na
formacdo de lesbes gastricas em ratos, induzido por varios procedimentos
ulcerativos comparando-os com omeprazol (ANOOP & JEGADEESAN, 2003).

Mendonca et al., (2013), obtiveram gastroprotecdo das lesdes provocados
por esse mesmo ulcerogénico através da administragdo do extrato da Baccharis
trimera (Less) em diferentes doses, utilizando o mesmo somatério do indice de

lesdes.
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5.1.2 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DO MUCO

A Figura 14apresenta os dados da quantificagdo do Alcian Blue (AB)
aderido na mucosa dos estdbmagos das ratas experimentais que receberam o
tratamento com a cuticula colina ou omeprazol antes ou apds a lesdo provocada

pelo etanol.

Figura 14. Quantificacdo da producéo de muco gastrico.
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Ao analisarmos o resultado do efeito do omeprazol (Figura 14) administrado
posteriormente a lesdo etandlica, percebemos que houve aumento na producdo de
muco (O+E= 15,63 £1,09 ug de AB/mL/ g de tecido), em comparacdo ao grupo que
recebeu o omeprazol depois da lesdo (E+O= 9,12 +0,85 ug de AB/mL/g de tecido).
O mecanismo da acdo do omeprazol é aumentar o pH do suco gastrico através da
inibicdo da bomba de préton. O emprego preventivo do omeprazol (5 mg/Kg)
aumentou a producdo total do muco, conseguindo evitar a acdo necrosante do
ulcerogénico (CHARI, TEYSSEN, & SINGER, 1993).
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O élcool aumenta a motilidade do estbmago (STERMER, 2002), portanto
quando as ratas receberam o pds-tratamento com o omeprazol conseguiram manter
a producdo basal do muco estomacal protegendo-o da lesdo. No trabalho de
Lakshmi, Singh e Shrivastva (2010), utilizando o omeprazol (10 mg/Kg) em agdes

contra dano provocado pelo etanol também mantiveram a produgdo do muco.

A dose de 5 mg/Kg da suspensdo da coilina aumentou a concentracdo de
Alcian Blue (E+C= 44,197 £0,921e C+E= 19,31 £0,80 ug de AB/mL/g de tecido),
como mostrado na Figura 14, em comparagdo aos grupos que receberam o veiculo e
a lesdo (V= 9,23 +1,56; E+V= 9,93 £0,31; V+E=2,99 +0,62 pug de AB/mL/g de
tecido). A barreira mucoide gastrica desempenha um papel importante no
mecanismo de defesa contra Ulcera gastrica, pois forma um muco continuo
semelhante a um gel, essa superficie mucoide mantém um pH em torno de 6-7,
protegendo a mucosa do meio acido (pH 1-2) (ZAKARIA et al., 2014). A qualidade
e quantidade da secrecdo do muco gastrico sao os critérios mais importantes para a
determinacdo do estado dessa barreira mucolitica na defesa das injurias promovidas
por &cido e acdo da pepsina (RACHCHH & JAIN, 2008). Essa influéncia no
aumento da producdo de muco pode ocorrer por duas possiveis vias, a COX e as
PG, onde seus produtos sdo precursores de muco (SMITH, GARAVITO, &
DEWITT, 1996) e de alguma forma estas vias podem estar sendo ativadas, com a

utilizacdo da coilina.

A capacidade das PG para estimular a secre¢cdo de muco, pode também
contribuir significativamente para a promog¢do da cicatrizacdo da ulcera. As PG
enddgenas sdo obtidas principalmente a partir de COX-2, os efeitos benéficos da
PGE2 sobre a cicatrizacdo da Ulcera gastrica em roedores parecem ser mediados
através de receptor especifico (EP4). Enquanto a COX-1 é a isoforma predominante
expressa na mucosa gastrica normalmente. A expressdo da COX-2 pode ser
regulada muito rapidamente. Esta regulacdo positiva parece ser uma resposta
defensiva e anti-inflamatoria destinada a reforcar as defesas das mucosas
(WALLACE, 2008).

Anoop e Jegadeesan (2003), obtiveram um aumento acentuado na produgéo
de muco e uma dimuicao no grau de ulceracdo, atraves da adminsitracdo de extratos

da Hemidesmus indicus, sugerindo que o muco também protegeu a mucosa e a
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submucosa da reacdo inflamatdria provocada pelo ulcerogénico etanol. Também,
Mojzisg, Hegedisova, e Mirossay (2000) demonstraram que a reperfusdo
aumentada estimulada por Malotilate em compara¢do com o farmaco sucralfato
aumentou o muco aderido na mucosa epitelial gastrica e diminuiu a isquemia no
local lesionado, possivelmente a acdo da coilina na producdo do muco possa estar

de alguma forma relacionada com este efeito.

Zakaria et al., (2014) estudou o envolvimento de Muntingia calabura na
atividade gastroprotetora e obteve uma resposta semelhante ao nosso trabalho na
diminuicdo da lesdo e no aumento do muco. O extrato foi administrado em doses
crescentes (100, 250 e 500 mg/Kg) e obteve uma maior producdo do muco com a

maior dose, semelhante ao farmaco utilizado no estudo (100 mg/Kg de ranitidina).

5.1.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS DO CONTEUDO GASTRICO

A Tabela 2 relaciona os dados obtidos da determinacdo de parametros
fisiologicos do conteldo estomacal das ratas experimentais que receberam o
tratamento da cuticula colina ou omeprazol antes ou apds a lesdo provocada pelo

etanol.

Tabela 2. Efeito do tratamento da coilina ou omeprazol nos parametros do

contetido gastrico em modelo ulcerativo utilizando etanol.

Tratamento Volume de suco gastrico pH
(mL)

V 0,71 0,27 0,91 0,04
E+V ‘6,42 +1,33 1,11 +0,09%
E+O 238 +0,15% 1,04 +0,06%
E+C 4,02 +0,91° 1,27 +0,01°%
V+E 3,87 +0,27° 0,78 +0,08
O+E 15,62 +1,09°" 0,86 +0,02”
C+E 3,75 +0,39* 0,99 +0,04”

Dados expressos em média+EPM. p < 0,05 vs V; *p < 0,05 vs E+V; 'p < 0,05 vs E+O; “p <
0,05 vs E+C;%*p < 0,05 vs V+E; ¥p < 0,05 vs O+E; °p < 0,05 vs C+E.
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Segundo Chari, Teyssen e Singer (1993), dependendo da concentracao
alcodlica utilizada ocorrem processos fisioldgicos diferentes quando o alcool entra
em contanto com o0 suco géastrico. Este agente ulcerogénico em baixas
concentracdes (5 a 20%) aumenta a motilidade e promove um rapido esvaziamento
gastrico. Entretanto, quando o etanol é utilizado em graduacdo alta (acima de 50%)
atrasa o esvaziamento gastrico (PFEIFFER, HOLGL, & KAESS, 1992) e promove
danos causticos possibilitando lesbes profundas, ocasionando estase e ruptura da
parede dos vasos sanguineos (STERMER, 2002). Lakshmi, Singh & Shrivastva
(2010), demonstraram que o etanol (90%) aumentou a secrecdo gastrica (pepsina e
mucina), e com isso, alterou o volume do suco gastrico retendo-o. Portanto, o
alcool etilico interfere no processo da motilidade estomacal retardando o
esvaziamento gastrico, por meio da excitagdo dos nervos sensoriais da mucosa
gastrica e da estimulacdo da liberacdo de gastrina e histamina e provoca uma
reducdo acentuada da diferenca de potencial transmucoso, condicdo que lesa a
barreira mucosa, e aos fons H* sdo associados as lesdes agudas da mucosa gastrica
resultando em hemorragias da mucosa (STERMER, 2002). Assim sendo, 0s
volumes do suco gastrico coletado dos grupos com lesdo etandlica (E+V e V+E)

sd0 maiores que no grupo veiculo.

Para abrandar os efeitos do agente ulcerogénico, o omeprazol desencadeia
um processo de inativagio da secrecdo do H® e mantendo por mais tempo o
contetido gastrico (E+O e O+E) dentro do limen estomacal. Ichikawa et al., (1994),
mostraram que os farmacos que inibem a secrecdo acida no estbmago interagem e
permeiam a ligacdo glicoproteina do muco, retardando o coeficiente de difusao,
sugerindo que o omeprazol ndo s6 inibem a secrecdo de acido, mas também
promove acles de protecdo da mucosa gastrica, através do aumento da biossintese
da mucina. Os grupos que receberam o tratamento experimental com a coilina nao
alteram a quantidade do volume gastrico (E+C e C+E) em comparagdo 0s animais

que receberam a leséo provocada pelo etanol.

Os dados da quantidade de acido no contetdo gastrico do grupo V e do
grupo E+V ndo apresentaram diferenca estatistica entre si (Tabela 2). Quando o
agente agressor foi administrado por primeiro (pH do etanol em torno de 6,5),
seguiu-se uma série de danos na mucosa estomacal provocando edema, perda de

funcdo e destruicdo celular. A hemorragia acometida, pode mascarar a dosagem do
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pH do conteudo gastrico, pois as hemacias possuem poder de tamponamento (pH
em torno de 7,5). Consequentemente, ndo havendo integridade estrutural das
células parietais, as enzimas secretoras de H* (H*,K*-ATPase) ficaram prejudicadas
e, possivelmente por isso, o omeprazol nédo foi eficaz e o pH desse grupo (E+O) se

manteve igual ao basal.

Os grupos de animais que receberam os tratamentos preventivos (C+E e
O+E), conseguiram manter o pH fisiolégico do estdbmago, provavelmente, em
consequéncia da reducdo dos danos provocados pelo ulcerogénico, mantendo suas
estruturas celulares intactas quando comparado com o grupo controle positivo
(V+E).

Os animais que receberam a coilina posteriormente a lesdo (E+C)
apresentaram o maior aumento de pH quantificado no contetido estomacal coletado,
demonstrando uma diferenca significativas entre 0 V e 0s grupos que receberam
primeiramente o tratamento, portanto o efeito gastroprotetor da coilina foi mais

eficaz quando administrada posteriormente a inducéo de injaria gastrica.

Farias, et al., (2012), correlacionaram o aumento do pH e do muco com o
aumento de niveis da PGE2 na administracdo do extrato de Rhizophora mangle, a
estimulagdo da PGE2 aumenta também a secrecdo do bicarbonato, contribuindo
significativamente para a promoc¢do da cicatrizacdo da Ulcera. Portanto, se faz
necessario uma investigacao para desvendar uma possivel participacdo da coilina na

estimulacdo da PGE2.

Semelhante ao nosso resultado, Silva et al., (2011) avaliando as lesGes,
através de um escore de lesdo, o valor de pH e volume gastrico, sob acdo de um
produto de origem marinha (PLS=polissacarideo sulfatado), o qual resultou em
prevencdo aos danos gastricos induzidos por etanol (50%), levantando a
possibilidade do polissacarideo estudado depositar-se na mucosa gastrica e com
isso, melhorar a resisténcia a lesdo ulcerogénica. Como a coilina contém
glicoproteinas, este mecanismo sugerido por Silva e colaboradores, pode também

estar ocorrendo nestas lesdes e produzindo a gastroprotegao.
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5.1.4 ATIVIDADE DA H*,K'-ATPase MICROSSOMAL

Na figura 15 séo apresentados os resultados obtidos da atividade especifica

da bomba de protons pela quantificacdo da liberacdo do fosfato inorgénico liberado
na hidrolise de ATP.

Figura 15. Atividade especifica da bomba de prétons gastrica em
animais lesionados com etanol.
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Os grupos de animais que apresentaram inibi¢do na atividade especifica da
H* K*-ATPase gastrica foram os do controle positivo (E+V = 0,414 +0,112; V+E=
0,478 +0,044 pmol Pi/h/mg), e os grupos controle negativo (E+O = 0,327 +0,062
O+E= 0,387 +0,062 umol Pi/h/mg), uma vez que o omeprazol é um medicamento
classico usado como inibidor da bomba de prétons na clinica, pois dependendo da
dose, inibe o desenvolvimento de vérias Ulceras experimentais e acelera a
cicatrizacdo de Ulceras gastricas crénicas em animais, sendo considerado como uma
atividade citoprotetora (OKAKE, 1986).

Lakshmi, Singh e Shivastva (2010), obtiveram através de microssomas

gastricos isolados da mucosa do estbmago de ratos, resultados mostrando que a
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fracdo cloroférmica estuda da planta (Xilocarpus granatun) inibibiu a atividade da
H* K*-ATPase quando comparando com a atividade do omeprazol.Esta fragdo tem

acdo antiulcerogénica por possuir uma atividade antissecretdria de prétons.

Atividade da H"K'-ATPase nas células parietais secreta &cido pelos
canaliculos, gerando um pH <1,0 no limen desta estrutura. A acidez deste espaco
permite a acumulacdo de bases fracas neste pKa. O omeprazol é uma base fraca
(pKa 4), quando ocorre o acimulo das suas moléculas nas células estomacais,ele se
torna rapidamente ativo (pela acidez elevada do conteddo estomacal) e inibe a
secrecdo acida através da ligagdo covalente a cisteinas acessiveis na enzima H*,K*-
ATPase das células parietais (SHIN & KIM, 2013).

A coilina utilizada como forma de tratamento posterior a lesdo sinalizou
uma inibicdo a secrecdo pelas células parietais e diminuicdo (E+C= 0,480 +0,112
pumol Pi/h/mg) na atividade da bomba de protons. E, além disso, o tratamento
experimental com a coilina antes da lesdo etandlica foi capaz de prevenir a acao
ulcerativa e ndo alterar a atividade enzimatica (C+E= 1,068 £0,0069 pmolPi/h/mg),
mantendo-se igual ao controle (V= 1,041 +0,045 pmolPi/h/mg). Até o momento,
estes resultados sugerem que no modelo de lesdo gastrica aguda induzida por etanol
o efeito gastroprotetor da coilina parece envolver a diminuicdo da atividade H*,K"-
ATPase, o aumento da quantidade de muco e pH impedindo a acéo lesiva do

ulcerogénico, bem como prevenindo a formacéo de lesdo gastrica.

Farias et al., (2012), mostraram com a administracdo do extrato concentrado
de taninos da planta Rhizophora mangle L., o efeito inibitério da atividade da
H* K*-ATPase, sugerindo uma ligagdo entre os taninos e as proteinas, precipitando-
as. Relacionando essa acdo, com o efeito citoprotetor obtido, pois também
encontraram uma diminuicdo no escore de lesbes, um aumento no muco e nos

niveis PGE2 e no valor de pH.
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5.2 ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR AAS

5.2.1 INDICE DE LESAO ULCEROGENICA

Com a finalidade de promover os ensaios de ulceracdo gastrica aguda
induzida pelo ulcerogénico acido acetilsalicilico (AAS), seguindo o esquema dos

protocolos delineado nas Figuras 8 e 10 para efetuar as analises.

A Figura 16 demonstra atraves das fotografias, o procedimento indutor da
lesdo gastrica com a utilizacdo do AAS, servindo para a observacdo visual e
somatorio da pontuagdo, citadas na tabela de indice de Lesdes Ulcerativas
(Gamberini et al., 1991).

Na Figura 16A € mostrada a ulceracdo provocada pela administracdo de
AAS em um grupo sem tratamento. As setas pretas indicam as lesdes hemorragicas
e serviram para classificar e pontuar as diferentes agressdes ocorridas na mucosa.
Na Figura 16B é demonstrada a mucosa estomacal intacta, sem nenhum tipo de
lesdo sofrida pela administracdo da AAS, pois este estdmago foi tratado

previamente com a cuticula coilina.

Figura 16. Lesbes provocadas por AAS (A) em 400 mg/Kg. Nao hd nenhum
tipo de lesdo, pois receberam tratamento experimental da coilina (B).

A figura 17 mostra as fotografias dos estdmagos retirados dos diferentes
grupos experimentais, onde foram avaliadas e quantificadas as lesdes provocadas

pelos diferentes tratamentos.
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Figura 17. Imagens dos estbmagos retirados apds os protocolos de ulceragdo e
ou tratamento.
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A Figura 18 mostra os resultados obtidos com o somatério da pontuagéo
realizada através do Indice de Les&o Ulcerativa com o tratamento da cuticula colina
ou omeprazol antes ou apds a lesdo provocada pela utilizacdo de &cido

acetilsalicilico.

Figura 18. Efeito do tratamento com a coilina ou omeprazol, na injaria
provocada pelo acido acetilsalicilico, na classificacdo do Indice de Lesbes
Ulcerativas.
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A Figura 18 mostra que no grupo Veiculo ndo ocorreu nenhuma alteracédo na
mucosa estomacal, uma vez que receberam somente a suspensdo de 1% CMC,
apresentando pontuacdo nula. Esses dados demonstram que o veiculo, ndo causa
lesdo macroscépica aparente (LAKSHMI, SINGH, & SHRIVASTVA, 2010).

Em decorréncias das avaliacbes macroscopicas realizadas nas mucosas
estomacais das ratas lesionadas com o agressor AAS, obtivemos valores
semelhantes entre si, A+V= 15,0 £1,67 e V+A= 15,8 £ 2,83pontos. Nestes grupos,
percebe-se que o veiculo ndo provocou nenhum tipo de prevencdo, corroborado
com as fotografias (Figuras 17) tiradas durante os procedimentos de ulceragoes.
Aadministracdo oralde AAS em ratos normais causaram danos hemorrdgicos no
estdmago, que aumentaram em gravidade de uma maneiradose-dependente (50 e
100 mg/Kg) (SOUZA et al., 2003).Yoshida et al., (2002) também mostraram
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resultados semelhantes, quando utilizaram em excesso 0 AAS (400 mg/Kg) para

provocar erosdes hemorragicas nas mucosas de forma aguda.

O grupo que recebeu omeprazol apresentou o escore de lesdes menores que
0 grupo AAS, porém ainda apresenta lesdes (A+O= 12,0 £0,83 pontos). Estudos
mostraram que o omeprazol pos-tratamento ndo € a forma mais adequada de obter
resultados de melhora no quadro ulcerativo agudo e sim na forma sequencial
(durante 30 dias), sem quaisquer efeitos adversos (OKAKE, 1986). Entretanto, o
grupo que recebeu primeiro o tratamento do omeprazol apresentou uma protecao
melhor contra o agente ulcerogénico (O+A= 4,4 +1,94 pontos), 0 que ja era
esperado (ANOOP & JEGADEESAN, 2003 e SACHS et al., (2010). O farmaco
omeprazol exerce uma inibicéo irreversivel na bomba de préton, com isso, aumenta
0 pH do suco gastrico e consegue manter a barreira mucoide no estdmago,

promovendo uma ac¢ao mecanica de protecdo (LORENTZON, et al. 1985).

Os animais que receberam o tratamento experimental A+C obtiveram as
seguintes pontuacdes 4,4 +1,93 e, para o grupo C+A=2,8 + 1,65 pontos. Esse escore
reduzido mostrou acéo gastroprotetora (aumento dos agentes defensivos da mucosa
estomacal) da coilina contra o ulcerogénico, sendo mais eficaz que o omeprazol
utilizado neste experimento. A administracdo oral de extratos de latex de Calotropis
procera de maneiradose-dependente obteve um escore diminuido na extensdo das
lesbes da mucosa gastrica, induzida de forma aguda por AAS (500 mg/kg)
(BHARTI, WAHANE, & KUMAR, 2010).

5.2.2 QUANTIFICACAO DA PRODUCAO DE MUCO

A Figura 19 mostra os dados da quantificacdo do Alcian Blue (AB) aderido
na mucosa dos estdmagos das ratas experimentais que receberam o tratamento da
cuticula colina ou omeprazol antes ou apdés a lesdo provocada pelo acido

acetilsalicilico.
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Figura 19. Quantificacdo de muco géstrico apos inducéo de lesdes pela AAS
(400mg/Kg).
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A administracdo de AAS foi capaz de diminuir a producdo de muco e na
presenca da coilina houve uma elevada producdo do muco na mucosa gastrica. A
aderéncia do AB apresentou 0s seguintes valores nos grupos A+C=17,06 +1,51 ug
de AB/mL/g de tecido; e no pré-tratamento C+A= 17,16 +1,66 ug de AB/mL/g de
tecido, como mostrado na Figura 19, em comparacao aos que receberam o veiculo
(V=9,23 £1,56 pug de AB/mL/g de tecido) e os que receberam a leséo (A+V=3,08
+0,50; V+A = 0,42 0,12 g de AB/mL/g de tecido). Wallace (2008) mostra que as
acOes ulcerativas do AAS sdo mediadas por meio da inibicdo da ciclooxigenasee

com isso, ocorre uma queda na producgédo de muco.

Esses valores foram obtidos através da utilizacdo de 5mg/Kg da coilina, de
modo preventivo e pos-lesdo ulcerativa e, nos dois casos, mostraram um melhor
resultado na formacdo e manutencdo da barreira mucoide quando confrontado com

0S que receberam o tratamento medicamentoso.

Os animais que receberam o tratamento com omeprazol ap6s a lesdo
mostraram a seguinte dosagem de AB (A+O= 1,59 +0,61ug de AB/mL/g de tecido)
e, 0s que receberam de forma preventiva (O+A=8,481 +1,254 ug de AB/mL/g de

tecido) demonstraram a manutencdo basal do muco. Lakshmi, Singh e Shrivastva
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(2010), descreveram que atraveés dos compostos ativos de Xylocarpus granatum
(gedunina e fotogedunina) ocorreu um aumento na producdo da mucina no meio
estomacal em comparagdo com 0s que receberam tratamento comparativo com o
omeprazol (10 mg/Kg), na lesdo formada por AAS (150mg/Kg) e em consequencia

disso, diminuicao das lesdes ulcerativas.

5.2.3 DETERMINACAO DE PARAMETROS DO CONTEUDO GASTRICO

A Tabela 3 relaciona os dados obtidos na determinacdo de alguns
parametros fisiolégicos do conteldo estomacal das ratas experimentais que
receberam o tratamento da cuticula colina ou omeprazol antes ou apds a lesdo

provocada pelo &cido acetilsalicilico.

Tabela 3. Efeito do tratamento da coilina ou omeprazol nos parametros do

contetido gastrico em modelo ulcerativo utilizando AAS.

Tratamento Volume de suco gastrico pH
(mL)
V 0,712 +0,276 0,9136 + 0,038
A+V 1,680 =+ 0,333%* 0,5874 +0,107
A+O 1,294 +0,158 1,0288 +0,032°
A+C 1,832 +0,158 &¥ 1,1494 +0,059"%*
V+A 0,490 +0,102" 0,4806 +0,035 "
O+A 0,548 +0,078" 0,6934 +0,066'
C+A 0,640 +0,108" 0,4516 +0,026

Dados expressos em média+EPM. p < 0,05 vs V; "p < 0,05 vs A+V; 'p < 0,05 vs
A+0; “p <0,05 vs A+C; %p < 0,05 vs V+A; *p < 0,05 vs O+A,; °p < 0,05 vs C+A.

A ulceracgdo provocada pelo &cido acetilsalicilico aumentou a quantidade do
volume gastrico. Os animais que receberam o omeprazol (A+Q) e o tratamento
experimental (A+C) ap0s a lesdo, ndo sdo diferentes na quantidade de suco gastrico
produzido.
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Entretanto, nos animais que receberam de forma preventiva o omeprazol
ocorreu uma reducdo no volume do suco géastrico (O+A), devido ao mecanismo de
acdo desse medicamento que é diminuir a secrecdo de acido na forma livre. Do
mesmo modo, obtivemos dados semelhantes nos animais do grupo ulcerativo
(V+A) e no tratamento preventivo experimental (C+A). Possivelmente 0 AAS
(irritou a regido pildrica, por agir de forma direta nesta regido, permitindo a difusdo
retrograda de ions H® e assim, provocou a saida do conteldo estomacal
(DAVENPORT, 1966). Condizendo com os dados dos animais que receberam a
lesdo com acido acetilsalicilico (A+V e V+A), mostraram uma queda no pH, por

nao terem recebido nenhum tipo de tratamento.

Os animais que receberam o &cido acetilsalicilico tiveram uma diminuicao
no pH, no entanto, quando foi adicionado o omeprazol (A+QO) ou a coilina (A+C)
foram capazes de aumentaram o valor de pH. O omeprazol como esperado inibe a
enzima secretora de H*, diminuindo a acidez estomacal provocada pela AAS. Por
outro lado, os animais que receberam os tratamentos (O+A e C+A) antes da lesdo
nédo foram capazes proteger da quedado pH provocada pela AAS.

Lakshmi, Singh e Shrivastva (2010), descreve que através dos compostos
ativos de Xylocarpus granatum (gedunina e fotogedunina) ocorreu uma diminuigéo
no valor da acidez do meio estomacal, semelhante a acdo do omeprazol (10mg/Kg)

administrado 45 minutos antes da injdria provocada por AAS (150mg/Kg).

Lallo et. al., (2014), utilizando o extrato da Potentilla mooniana (400
mg/Kg) obteve acdo gastroprotetora em indugé@o ulcerogénica com AAS, mas nao
foi observado efeito sobre o volume gastrico, entretanto, mostrou um aumento
significativo no pH gastrico em 41,6% e aumento na producdo do muco (58,6%),

semelhante aos nossos resultados obtidos com a coilina.

5.2.4 ATIVIDADE DA H',K*-ATPase MICROSSOMAL

Na figura 20 sdo mostrados os resultados obtidos da atividade especifica da

bomba de protons pela quantificacdo da liberacdo do fosfato inorganico na hidrolise
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do ATP como substrato da enzima, na mucosa estomacal dos animais lesionados

com &cido acetilsalicilico.

Figura 20. Atividade especifica da bomba de protons gastrica em animais
lesionados com AAS.
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Ocorreu uma diminuicdo na atividade da enzima dos grupos de animais que
receberam a lesdo ulcerativa (A+V= 0,341 +0,05 e V+A= 0,414 +0,03umol
Pi/h/mg), sinalizando uma inativacdo da secrecdo das células. Robert, et al.
(1989)investigaram o mecanismo pelo qual a exposi¢do ao frio sensibiliza os ratos
para a formacdo de lesdes gastricas apds uma dose baixa de aspirina (50 mg /Kg),
eles explicaram que este sinergismo (aspirina mais frio) aumentou a formacéo da
lesdo, hipersecrecdo de acido gastrico, diminui¢do do fluxo de sangue na mucosa
gastrica, e diminuicdo da sintese de prostanoides no estdmago, deixando vulneravel

a mucosa ao efeito ulcerogénico.

A coilina utilizada como forma de tratamento experimental mostrou uma
diminuicdo na atividade especifica da enzima (A+C= 0,432 +0,04e C+A=0,448
10,01 pumol Pi/h/mg), semelhante ao farmaco omeprazol (A+O = 0,435 +0,04e
O+A= 0,411 0,03 umol Pi/h/mg) em comparagdo com o grupo controle (V= 1,041
10,04 umol Pi/h/mg).
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Larsson et al., (1988), mostrou que o omeprazol inibiu irreversivelmente a
funcdo da secrecdo das células parietais independente da dose (40 e 400 umol/Kg),
causando uma diminuicio na atividade especifica da H*,K*-ATPase (30-50% e 60-

80% respectivamente), por até 24 horas apds a administracéo.

Lakshmi, Singh e Shrivastva (2010), também obteve reducdo enzimatica
provocada pelo omeprazol (10mg/Kg). Lallo et. al., (2014), obteve reducdo na
pontuagédo ulcerogénica no modelo de indugdo com AAS mostrando um aumento
no pH gastrico, aumento do muco e diminuicdo na atividade de H*,K*-ATPase
(47,73%), justificando esses achados com os efeitos protetores obtidos em seu

extrato.

Farias, et al. (2012), mostraram com a administracdo do extrato concentrado
de taninos da planta Rhizophora mangle L., um efeito inibitério da atividade da
H* K*-ATPase, sugerindo uma ligagdo entre os taninos e as proteinas, precipitando-
as. Relacionando essa acdo, com o efeito citoprotetor obtido, pois também
encontraram uma diminuicdo no escore de lesées, um aumento no Muco, nos niveis
PGE2 e no valor de pH.

Em suma, estes resultados sugerem que no modelo de lesdo géastrica aguda
induzida por AAS, o efeito gastroprotetor da coilina parece envolver a diminuigédo
da atividade H*,K*-ATPase, o0 aumento da quantidade de muco e do pH impedindo

a acdo lesiva do ulcerogénico, bem como prevenindo a formacao de lesdo gastrica.
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5.3 ANALISES HISTOLOGICAS

A Figura 21 mostra os resultados obtidos na analise histoldgica (A) do tecido
estomacal (B) de um animal que recebeu o veiculo. Nao foram visualizadas

alteracdes na mucosa gastrica.

Figura 21. Microscopia do grupo controle (V).
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A Figura 22 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi induzido lesdo géstrica etandlica (E+V).

Figura 22. Ulceracdo no estdbmago induzida pelo etanol (E+V).
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A éarea focal é da regido pilérica com erosdo acentuada (necrose). Essa
caracterizacdo foi baseada por achatamento das glandulas pildricas. Também se
observa acentuada diminuicdo das células de revestimento, desde a superficie até as
areas mais profundas das glandulas piloricas (seta preta). Nota-se ainda hiperemia

de capilares da camada mucosa (seta azul).

A Figura 23 mostra o resultado obtido na anélise histologica (A) do tecido
estomacal (B) de um animal que foi lesionado com agente ulcerativo etanol e
tratamento com o omeprazol (E+O).

A regido pilorica foi caracterizada na area focal de eroséo. Diferenciada por
achatamento necroético nas glandulas piléricas (seta azul). Observa-se moderada
diminuicdo das células de revestimento, desde a superficie até o terco médio da
mucosa gastrica (seta preta). Observa-se ainda hiperemia de capilares da camada

mucosa (seta verde)

Figura 23. Tratamento com omeprazol apos lesdo com etanol (E+0O).
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(A) Microscopia 6ptica (20X). Hematoxilina e eosina. (B) Fotografia (4X)

A Figura 24 mostra os resultados obtidos na analise histolégica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que recebeu tratado experimental com a colina e
apos lesionado com o agente ulcerativo etanol (C+E).
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A area focal é da regido fundica do estbmago. Ha uma leve lesdo celular que
pode ser observada nas células de revestimento da superficie da mucosa gastrica
(seta azul). Observam-se células parietais e principais normais (seta verde).

Figura 24. Tratamento com coilina antes da lesdo com etanol (C+E).
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A Figura 25 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com o ulcerogéncio etanol
(V+E).

Figura 25. Ulceracéo do estbmago provocada pelo etanol (V+E).

(A) Mlcroscopla optlca (20X). Hematoxﬂma e eosina. (B) Fotografia (4X)
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A éarea focal mostra necrose (erosfes acentuadas) na regido pilérica. Essa
diferenciacdo ocorre por visualizagbes do achatamento das glandulas piloricas.
Observa-se também, diminuicdo acentuada das células de revestimento, desde a
superficie até as areas mais profundas das glandulas piloricas (seta preta). Nota-se

ainda hiperemia de capilares da camada mucosa (seta azul).

A Figura 26 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com agente ulcerativo
etandlico e pré-tratado com omeprazol (O+E).

A érea focal foi a regido pildrica e apresentou erosdo moderada, observa-se
achatamento nas glandulas pildricas (seta azul). Essa caracterizacdo moderada foi
caracterizada pela diminuicdo das células de revestimento, desde a superficie até o
terco médio da mucosa gastrica (seta preta). Também nota-se ainda, uma hiperemia

de capilares da camada mucosa estomacal (seta verde).

Figura 26. Tratamento com omeprazol antes da leséo com etanol (O+E).

(A) Microscopia 6ptica (20X). Hematoxilina e eosina. (B) Fotografia (4X)
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A Figura 27 mostra os resultados obtidos na analise histolégica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que recebeu tratado experimental com a colina e

apos lesionado com o agente ulcerativo etanol (C+E).
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A area focal € da regido fandica do estbmago. Ha uma leve lesdo celular que
pode ser observada nas células de revestimento da superficie da mucosa gastrica
(seta azul). Observam-se células parietais e principais normais (seta verde).

Figura 27. Tratamento com coilina antes da leséo com etanol (C+E).
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O etanol tem sido amplamente utilizado para analises histopatoldgicas de
estudos de atividade anti-ulcerogénica, € um método répido, eficaz e conveniente
para protocolos de avaliagbes agudas in vivo (MAHMOOD, AL-BAYATY, &
SALMAH, 2011).

O resultado histopatoldgico da avaliacdo gastrica induzida por etanol
apresentou semelhancas com estudos anteriores que também utilizaram esse
lesionante, pois ele é altamente corrosivo para a mucosa gastrica. Sua acdo abrange
erosdo superficial, liberacdo de histamina e leucotrienos, ocorrendo assim geracao
de edema. Possui um efeito solvente, dissolvendo lipideos da membrana e, também
reduz o nivel de proteinas dos tecidos, que por sua vez, levam a diminuir o fluxo
sanguineo gastrico, resultando em necrose celular (SZABO, et al. 1985 e 1990;
BHARTI, WAHANE, & KUMAR, 2010; MAHMOOD, AL-BAYATY, &
SALMAH, 2011; AL-QARAGHULI, ABDEL, AL-ANI, & FAISAL, 2013).
Administracdo da coilina reduziu essa acdo erosiva. Estes efeitos histoldgicos

foram melhores que o tratamento com o omeprazol.
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A Figura 28 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com agente ulcerativo acido
acetilsalicilico (A+V).

Area focal mostra uma erosdo acentuada, caracterizada por achatamento de
glandulas fdndicas (seta preta). Observam-se células parietais e principais
necroticas desprendidas, as quais apresentam citoplasma mais eosinofilico e nucleo
picnotico (seta verde). A lesdo se estende desde a superficie até as &reas mais
profundas das glandulas fundicas. Nota-se ainda hiperemia de capilares da camada

mucosa (seta azul).

Figura 28. Ulceracdo no estbmago induzida pelo AAS (A+V).
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A Figura 29 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com o agente ulcerativo acido
acetilsalicilico e depois de tratado com omeprazol (O+A).

A éarea focada é a regido fundica, caracterizada por necrose leve das células
glandulares. A leséo celular pode ser observada em células de revestimento da
superficie da mucosa gastrica (seta preta). Notam-se células parietais e principais
necroticas desprendidas, as quais apresentam citoplasma mais eosinofilico e nicleo

picndtico (seta azul) e leve hiperemia (seta verde).
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Figura 29. Tratamento com omeprazol apds a leséo com AAS (A+O).
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A Figura 30 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com AAS e depois recebeu o
tratado experimental com a colina (A+C). A éarea focal é da regido fandica do

estdmago. N&o foram visualizadas alteracdes na mucosa gastrica.

Figura 30. Tratamento com a coilina apos a lesdo com AAS (A+C).

(A) Microscopia optica (20X). Hematoxilina e eosina. (B) Fotografia (4X)
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A Figura 31 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi lesionado com agente ulcerativo acido
acetilsalicilico (V+A).

A érea focal desta microscopia foi regido fundica apresenta necrose com
achatamento das glandulas dessa regido. A lesdo se estende desde a superficie até as
areas mais profundas das glandulas fundicas (seta preta). Ocorreram erosdo e
desprendimento das células parietais e principais (setas azuis), caracterizadas pela
presenca do citoplasma mais eosinofilico e nucleo picnético. Nota-se ainda

hiperemia de capilares da camada mucosa (seta verde).

Figura 31. Ulceracéo no estbmago induzida pelo AAS (A+V).

A Figura 32 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi tratado com omeprazol e ap6s lesionado
com o agente ulcerativo &cido acetilsalicilico (O+A).

O focal da microscopia foi na regido fandica, diferenciada por eroséo leve

das células glandulares.

A lesdo celular pode ser observada em celulas de revestimento superficie da
mucosa gastrica (seta preta). Observam-se células parietais e principais necréticas
desprendidas, as quais apresentam citoplasma mais eosinofilico e nucleo picnético

e leve hiperemia.
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Figura 31. Tratamento com omeprazol antes da leséo com AAS (O+A).
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A Figura 33 mostra os resultados obtidos na analise histologica (A) do
tecido estomacal (B) de um animal que foi tratado experimental com a colina e apds
lesionado com o agente ulcerativo acido acetilsalicilico (C+A). A regido focal foi a

fandica e ndo apresentou alteragdes na regido da mucosa gastrica.

Figura 32. Tratamento com coilina antes da lesdo com AAS (C+A).
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A utilizacdo de AAS reduz niveis de COX-1 e PGE2 na mucosa estomacal.
Essa reducdo induz a erosdo necrotica superficial da mucosa, evoluindo até a Glcera
gastrica. A inflamagdo e infiltracdo de neutréfilos também sdo importantes na
patogénese da lesdo gastrica induzida por AINES. E acompanhada por um aumento
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da geracdo de superdxidos derivados do acumulo dessas células migratorias
(WALLACE, KEENAN, & GRANGER, 1990; BRORZOZOWSKI, KONTUREK,
BRORZOZOWKI, & PAWLIK, 2005; ZHONGZHI, et al., 2011).

Neste estudo as celulas necroticas e migratorias foram aumentadas pela
administracdo do AAS e a co-administracdo da coilina reduziu essa acdo. Estes

efeitos histologicos foram semelhantes ao tratamento com o omeprazol
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5 CONCLUSAO

O efeito gastroprotetor da coilinana dose de 5mg/Kg foi avaliado tanto
visual (indice de lesdo) quanto fisiologico, nas lesbes ulcerogénicasprovocadas
quimicamente em ratas. Esse efeito foi testado nos parametros, pH e volume

gastrico, producio de muco, atividade de H*,K*-ATPase e estudohistopatoldgico.

A cuticula coilina foi capaz de proteger a mucosa gastrica das lesdes
provocadas tanto pelo etanol quanto pelo &cido acetilsalicilico de forma aguda

visualizadas de forma macroscoépica;

e A coilina obteve acdo citoprotetora nas avaliacbes histopatoldgicas frente as

lesGes provocadas pelos &cidos organicos;

e A coilina aumentou a producdo de muco gastrico nas duas investigacOes

ulcerativas efetuadas;

e Manteve a medida do pH de forma basal, ou levemente aumentada nos dois

modelos ulcerativos;

e Inibiu a atividade especifica da H",K*-ATPase frente as lesdes provocadas.

Os resultados obtidos através do modelo in vivo agudo de Ulcera induzida
forneceram as primeiras evidéncias cientificas da suspensdo coilina na
concentragdo de 5mg /Kg. Portanto, podemos confirmar que coilina empregada pela
comunidade rio-grandense por meio de uma terapia empirica mostra realmente

resultados muito favoraveis na a¢do gastroprotera.
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