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RESUMO

Diplotropis ferruginea Benth é uma planta da familia Fabaceae nativa do nordeste
brasileiro sendo comumente chamada de “sucupira” utilizada na medicina popular no
tratamento de reumatismo, artrite e diabetes, porém é muito pouco estudada do
ponto de vista farmacoldgico. Neste trabalho, foi avaliada a atividade gastroprotetora
da Diplotropis ferruginea no modelo experimental de Ulcera gastrica induzida por
etanol. Foram utilizados camundongos que foram divididos em grupos (n = 6), e
submetidos a um periodo de jejum de 12h, entdo foram tratados com a Diplotropis
ferruginea nas doses de 10, 30 e 100 mg/kg e NAC 300 mg kg. Apos 1 hora os
animais receberam 0,2 ml de etanol absoluto v.o. Decorridos 30 minutos, 0os animais
foram sacrificados, os estdbmagos removidos e analisados para a determinacdo do
indice de leséo gastrica. A fim de avaliar o envolvimento dos canais de potassio foi
administrado a glibenclamida. Os resultados demonstraram que a Diplotropis
ferruginea administrada nas doses (30 e 100 mg/kg) 1h antes do etanol exibiu efeito
gastroprotetor, bem como também reduziu o numero de mastécitos no tecido
conjuntivo. Porém essa gastroprotecdo teve seu efeito reduzido quando
administrado glibenclamida, um bloqueador de canais de K* no modelo de Ulcera
gastrica induzida por etanol. Constatou-se que a Diplotropis ferruginea possui
atividade gastroprotetora no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol e que seu
provavel mecanismo € mediado pela abertura dos canais de potassio e diminuicao
da atividade dos mastqcitos.

Palavras-chave: Diplotropis ferruginea; Ulcera Gastrica; Gastroprotecdo; Produtos
Naturais.



ABSTRACT

Diplotropis ferruginea Benth is a native Fabaceae plant family in northeastern Brazil
is commonly called "Sucupira" used in folk medicine to treat rheumatism, arthritis and
diabetes, but it is very little studied the pharmacological point of view. In this work, we
evaluated the gastroprotective activity of Diplotropis ferruginea in the experimental
model of gastric ulcer induced by ethanol. mice were used which were divided into
groups (n = 6), and submitted to a 12h fasting period, they were treated with
Diplotropis ferruginea in doses of 10, 30 and 100 mg / kg and 300 mg NAC kg. After
1 hour the animals were given 0.2 ml of absolute ethanol V.O. After 30 minutes, the
animals were sacrificed, the stomachs removed and analyzed for the determination
of gastric lesion index. In order to evaluate the involvement of potassium channels
was given to glibenclamide. The results showed that Diplotropis ferruginea
administered in doses (30 and 100 mg / kg) 1 hour before ethanol exhibited
gastroprotective effect and reduced the number of mast cells in the connective tissue.
However, this was reduced gastro protection effect when administered glibenclamide,
a K + channel blocker on gastric ulcer model induced by ethanol. It was found that
Diplotropis ferruginea has gastroprotective activity in gastric ulcer model induced by
ethanol and its probable mechanism is mediated by opening potassium channels and
decreased mast cell activity.

Keywords: Diplotropis ferruginea; Gastriculcer; gastroprotection; Natural products
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1. REFERENCIAL TEORICO

A utilizacdo de recursos de origem vegetal pode levar a descoberta seguida
da producdo de novos farmacos utilizados para o tratamento de varias doencas,
sendo um dos poucos recursos disponiveis e utilizados por a maioria da populacao
latino-americana devido a sua alta acessibilidade por ser de baixo custo, que as vé
como a Unica maneira de tratar as diferentes patologias (MAIA et al., 2015).

Os produtos de origem natural sdo considerados uma fonte de producéo de
novos farmacos, desempenhando papéis importantes para o esclarecimento e
descobertas das vias metabdlicas, o que € preciso para a descoberta de novas
drogas. Estes produtos e seus derivados sintéticos tém mostrado resultados
promissores no tratamento de diversas doencas em humanos em suas diferentes
areas (BRITO et al., 2015).

O Brasil é um dos paises que possui uma das maiores diversidade vegetal do
mundo, possuindo cerca de 55 mil espécies descritas e com uma cultura voltada
para o uso de plantas medicinais baseada na transmissdo do conhecimento de uma
geracao para outra. Apesar de ser considerado um pais rico em espécies vegetais,
estima-se que nas Ultimas décadas o estudo dessa flora tenha crescido apenas 8%.
Embora os investimentos destinados a pesquisa sobre plantas com potencial
terapéutico continuem deixando a desejar, estima-se que, pelo menos a metade dos
vegetais sejam detentores de substancias que possuem propriedades curativas e
preventivas para muitas doencas (FONSECA, 2012).

Com a descoberta e producdo de novas drogas com origem natural vé-se a
possibilidade de determinar a melhoria da qualidade de vida dos portadores das
doencas, ou até mesmo a propria sobrevivéncia desses pacientes (LACERDA, et al.,
2013). Dessa forma as plantas medicinais podem ser uma importante ferramenta no
tratamento de diversas doengas.

Fabaceae é uma enorme familia vegetal composta por aproximadamente 700
géneros e mais de 17.000 espécies distribuidas pelo mundo. No Brasil encontra-se
cerca de 188 géneros e 2.100 espécies distribuidas por quase todas as regides do
pais. Essas leguminosas sdo conhecidas mundialmente devido a sua importancia
agricola e econbmica. Contudo, as espécies formadoras desta familia possuem

algumas diferencas em relacdo a sua ocorréncia e abundancia (LIRA, 2009).
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A familia Fabaceae é a terceira maior familia com flores, variedade de formas
e habitats. Esses vegetais sdo mundialmente conhecidos devido a sua importancia
na agricultura e no comércio. Em termos de ecologia, esta familia tem um grande
valor para varios ecossistemas, alguns de suas subfamilias sdo dominantes na
maioria das vegetac¢odes da terra (WOJCIEHOWSKI, 2003).

A familia Fabaceae foi incluida na filogenia das Angiospermas, sendo
formada por trés subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae,
sendo estas subfamilias possuidoras de varios beneficios, dentre eles, auxiliam na
fixacdo de nitrogénio com microrganismos, visto que a maioria das espécies possuli
capacidade para sobreviver estabelecendo uma relacdo com bactérias responsaveis
por essa fixagcdo e por serem vegetais também usados na fabricacdo de um poé
utilizado na inalacéo (LIRA, 2009).

O género Diplotropis é formado por espécies geralmente arbOreas e
detentoras de excelentes madeiras possuindo uma distribuicdo exclusivamente
neotropical (RODRIGUES, 2007).

Estudos foram realizados sobre a atividade antimicrobiana de plantas nativas
no Brasil, dentre essas plantas com propriedades terapéuticas destaca-se a sucupira
— branca identificada como Pterodon emarginatus conhecida como fava — de — santo
Inacio pertencente a familia Fabaceae e usadas no tratamento de diabetes, do
reumatismo e como anti-inflamatoério (FERREIRA, 2013). Ha também relatos sobre
estudos feitos na espécie Diplotropis purpurea onde foi possivel observar sua
grande resisténcia a certos fungos (MENEZES, 2013).

A Diplotropis ferruginea € um vegetal natural da regido nordeste do Brasil
sendo vulgarmente chamada de “sucupira”. Usada na medicina caseira para o
tratamento de diabetes, artrite e reumatismo (ALMEIDA, 2003).

Dentre as doencas que mais acometem a populacdo, destaca-se a Ulcera
gastrica, caracterizada como um distirbio gastrointestinal resultante de uma defesa
inadequada da mucosa gastrica. A Ulcera pode ocorrer em qualquer regido do trato
intestinal, sendo os locais de maior frequéncia o estbmago e o duodeno, essas
lesdes variam em profundidade desde um mero desprendimento do epitélio (eroséao)
até as lesdes mais profundas que envolvem toda a espessura da mucosa
(ulceracdo). Existem varios medicamentos que podem ser utilizados no tratamento
dessa doenca, porém possuem um alto indice de reacdes adversas além de possuir
um alto custo (PAGUIGAN et al., 2014).
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Os principais sintomas apresentados pela Ulcera gastrica sdo fortes dores
epigastricas tipo queimacdo que surge em horarios relacionados aos hébitos
alimentares, ocorrendo 2 a 3 horas apos a alimentacdo. A dor costuma desaparecer
com a ingestao de alimentos ou substancias alcalinas (FREITAS, 2013).

A epidemiologia da Ulcera géstrica esté ligada com o desequilibrio entre o
mecanismo de defesa da mucosa gastrointestinal (muco, bicarbonato,
prostaglandina, oxido nitrico) e agentes agressores (acido gastrico e a pepsina).
Fatores como fumo, infeccdo por bactérias, estresse, deficiéncia alimentar e 0 uso
excessivo de anti-inflamatérios ndo esteréides sdo capazes de aumentar a
incidéncia da doenga (ARAUJO, 2014).

Muitos produtos de origem natural tém se mostrado eficazes no tratamento da
Ulcera gastrica, sendo utilizados ou na producédo de novas substancias com funcéo
farmacolégica ou como um produto adjunto no tratamento dessa doenca. (PERICO,
2014).

Atualmente tem sido feito varios estudos com a finalidade de identificar novos
agentes antitlceras derivados de fontes naturais. Na medicina popular diversos
estratos sao utilizados para o tratamento de desordens digestivas, incluindo a Ulcera
gastrica (CESARIO, 2015).

A avaliacdo da veracidade terapéutica de plantas medicinais e de alguns dos
seus constituintes tem sido objetivo de grandes estudos, onde ja foram comprovadas
as atividades farmacolégicas através de testes com animais, sendo que muitas
dessas substancias sdo promissoras para a producdo de novos farmacos
futuramente (ANDRADE et al., 2012).
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2. INTRODUCAO

Desde os primordios, a sociedade ja se preocupava em entender o ambiente
em que vive, para compreender o funcionamento da natureza e poder interagir de
modo a promover o suprimento de suas necessidades de sobrevivéncia. Dentre os
diversos tipos de formas utilizadas pela cultura popular, destaca-se a grande
importancia da utilizacdo das plantas como fonte de medicamentos naturais
(BRITO,2015).

Nos dias atuais, varios fatores tém servido como suporte para 0 aumento da
utilizacdo das plantas para fins medicinais, entre eles, a dificuldade para conseguir
assisténcia meédica, principalmente a classe negligenciada e o alto custo dos
medicamentos industrializados, o que leva a preferéncia por a utilizagcdo de
medicamentos com origem natural (LACERDA et al., 2013).

Apesar do aumento dos estudos nessa &rea, poucos vegetais foram
estudados e testados quanto ao seu potencial terapéutico. Dessa maneira, as
plantas tornaram-se a ferramenta mais utilizada pelas industrias farmacéuticas na
busca de novos medicamentos (BADKE et al., 2012). Dentre as plantas brasileiras
gue podem ser utilizadas com essa finalidade, destaca-se as do género Pterodon
(Fabaceae/Leguminosae) sendo encontradas distribuidas na regido central do Brasil,
utilizadas na medicina devido as suas propriedades antirreumaticas, analgésicas e
anti-inflamatérias (MENDES et al., 2012).

A familia Fabaceae possui distribuicdo mundial, desde que se tenham as
condi¢cOes adequadas para seu desenvolvimento, compreende cerca de 700 géneros
e aproximadamente 17.000 espécies. A familia Fabaceae € dividida em trés
subfamilias: Caesalpinioideae, Mimosoideae e Papilionoideae, sendo esta ultima
composta por aproximadamente 400 géneros e 12.000 espécies, dentre eles esta
incluso o género Diplotropis (LIMA, 2005).

Dentre os principais géneros da familia Fabaceae, podemos citar a Diplotropis
sendo constituido por 22 espécies, onde se encontra incluida a espécie Diplotropis
ferruginea Benth gque consiste em uma arvore entre 10 — 12 metros de altura, nativa
do nordeste brasileiro comumente chamada de “sucupira- preta”, sendo utilizada na
medicina doméstica no tratamento de reumatismo, artrite e diabetes, porém, muito

pouco estudada quimicamente (ALMEIDA et al., 2005).
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A Ulcera é considerada o distlrbio gastrointestinal mais comum, sendo
resultado de uma defesa inadequada da mucosa géstrica provocando lesGes que
podem aumentar sua gravidade pelo estresse, consumo excessivo de alcool,
tabagismo, uso de drogas anti-inflamatorias do tipo néo esterodides, tendo uma maior
frequéncia em homens do que em mulheres. Um dos maiores problemas no
tratamento da Ulcera é o elevado indice de ocorréncia, além do que a maioria das
drogas utilizadas produz reacdes adversas. Por isso, a necessidade da busca de
novos agentes antillceras menos prejudiciais a saude, de baixo custo e mais
eficazes (PAGUIGAN et al., 2014).

Nos ultimos anos tem havido um enorme interesse em terapias alternativas,
sendo os mais procurados o uso de produtos de origem natural principalmente os
derivados de plantas. As caracteristicas medicinais de varias plantas sédo devido a
existéncia de flavondéides, mas também sofrem influéncias por compostos organicos
e inorganicos, como cumarinas, alcal6ides, terpenos, acidos fendlicos e
micronutrientes antioxidantes. Os extratos de plantas sdo uma das principais fontes
de novas drogas e mostram resultados promissores no tratamento da Ulcera gastrica
(FERREIRA, 2013).

A utilizacdo de novos medicamentos ou a producdo de farmacos mais
acessiveis pode determinar a melhoria da qualidade de vida dos portadores de
doencas estomacais ou até mesmo a propria sobrevivéncia desses pacientes.
Apesar dos estudos avancados sobre prevencao e tratamentos, ndo se tem ainda
um meio seguro de prevencéo e tratamento que seja totalmente eficaz e de baixo
custo para as lesbes gastricas. A Ulcera gastrica se desenvolve muito rapido, caso
nao seja diagnosticado precocemente, podendo acrescentar complicacdes no
manejo clinico do paciente hospitalizado, prolongando o seu tratamento e
dificultando sua reabilitacédo, além de diminuir sua qualidade de vida, causando dor e
aumento da mortalidade, gerando um problema social, econdmico e de politicas
publicas (LEMOS; CUNHA, 2014).

Com base nisso, observou-se a necessidade de um estudo experimental para
novos tipos de tratamento sendo os produtos naturais as principais ferramentas para
o tratamento dessas lesdes, ja que muitas plantas medicinais sdao amplamente
utilizadas. Estudando a Diplotropis ferruginea observou que esse vegetal possui
propriedades anti-inflamatérias e efeitos cicatrizantes, sendo também de baixo custo
(ALMEIDA et al., 2005).
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Neste contexto, sdo de extrema importancia o estudo e a validagéo do uso de
plantas medicinais que apresentem indicagcdes populares (POTRICH et al.,
2014).Tendo isso em vista torna-se relevante o desenvolvimento dessa pesquisa,
pois a Diplotropis ferruginea pode ser vista como uma alternativa terapéutica de
baixo custo para o tratamento dessas lesdes evitando assim, complicagées como a
Ulcera cronica, Ulcera perfurada e Peritonite devido a perfuracéo de Ulceras que
possam comprometer os pacientes e gerando custos mais altos.

Dessa forma sera possivel estabelecer uma nova alternativa terapéutica que
objetiva uma aceleracdo no processo de cicatrizacdo na Ulcera géstrica com um
custo bem mais acessivel, diminuindo assim, os riscos de efeitos colaterais de
medicamentos oferecendo-lhe uma melhor qualidade de vida durante o seu
tratamento e reduzindo valores para as instituicbes de saude.

Portanto, o objetivo desse trabalho foi investigar a eficacia da Diplotropis
ferruginea, no tratamento da Ulcera gastrica induzidas por etanol, tendo em vista que
a Ulcera gastrica € umas das doencas que afetam a populacéo brasileira, deixando

elevados numeros de morbidade e mortalidade da populacéo.
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3. MATERIAIS E METODOS

3.1 Tipo de Pesquisa

Foi realizada uma pesquisa experimental com uma abordagem quantitativa.
Sendo as pesquisas experimentais o tipo que melhor representa as pesquisas
cientificas. Caracterizado por tudo o que pode ser mensurado em numeros,
classificado e analisado. Utilizando-se de técnicas estatisticas para determinar um
objeto de estudo, selecionar as variaveis que seriam capazes de influencia-los,
definir as formas de controle e de observagédo dos efeitos que a variavel produz no
objeto (DALFOVO, 2008).

De acordo com Santos (1999), estudos quantitativos se centram nha
objetividade na precisdo de garantir os resultados evitando distor¢cées de andlises e
interpretaces, possibilitando uma margem de seguranca quanto as inferéncias
feitas, podendo ser compreendido com base nas andlises de dados estatisticos,
recolhidos com o auxilio de instrumentos padronizados e neutros, recorrendo a uma

linguagem matematica para descrever as causas de um fenébmeno.

3.2 Local da Pesquisa

A pesquisa foi realizada na estrutura fisica do laboratério de farmacologia da
Universidade Federal do Piaui, Campus Senador Helvidio Nunes de Barros,
localizado na cidade de Picos - PI, durante o periodo de fevereiro 2016 a junho de
2016.0 processamento histolégico da pesquisa foi realizado no NEMPI-Nucleo de
Estudos e Processamentos de Imagens do Departamento de Morfologia da

Universidade Federal do Ceara.

3.3 Grupos experimentais

3.3.1 Grupos controles

Os grupos controles (lesdo gastrica) foram constituidos, cada um deles, por,

no minimo, seis camundongos tratados com a solucdo salina e administrado etanol

P.A. 0,2ml via oral. Além disso, foram inseridos 2% do veiculo (Tween ou DMSO).
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3.3.2Grupo Diplotropis ferruginea e Glibenclamida

Esse grupo recebeu gavagem da Diplotropis ferruginea (100mg/kg) em 2% de
Tween e Glibenclamida (5mg/kg), administrada por via oral 60min, uma hora antes

da gavagem do agente agressor.

3.3.3 Grupo Diplotropis ferruginea

Esse grupo recebeu gavagem de Diplotropis ferruginea em 2% de Tween nas
doses de 10, 30 e 100 mg\Kg, administradas por via oral 60 min, uma hora antes da

gavagem do agente agressor.

3.3.4 Grupo N-acetilcisteina

Esse grupo recebeu gavagem de N-acetilcisteina (300mg/kg), administradas

por via oral 60min, uma hora antes da gavagem do agente agressor.

3.4Avaliagéo da atividade Gastroprotetora

3.4.1. Lesdes gastricas induzidas por etanol em camundongos.

Os camundongos (n=6), foram tratados com N-acetilcisteina (300 mg/Kg, v.0.)
(SILVA et al., 2009; ROCHA et al., 2009), um conhecido antioxidante N-acetilcisteina
ou com veiculo (2 % de Tween 80 em &gua destilada, 10 mL/Kg, v.0.) ou Diplotropis
ferruginea ( 10, 30 e 100 mg/Kg, v.0.) 60 min. antes da administragao oral de etanol
(0,2 mL/animal). Decorridos 30 min. da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, os estdbmagos retirados, abertos pela grande curvatura, lavados em
solucéo salina 0,9 % e comprimidos entre dois vidros de reldgio para uma melhor
visualizagdo. O percentual da face glandular gastrica lesionada foi determinado com
0 auxilio de um programa de planimetria computadorizada Image J. A area ulcerada
foi expressa em termos de percentagem em relacdo a area total do corpo gastrico
(ROBERT et al., 1979).
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3.4.2 Avaliagéo histopatologica da mucosa gastrica de camundongos

Para o estudo histopatoldgico, uma amostra do estbmago foi fixada numa
solucéo de formol 10% tamponado, onde permaneceu por 24 horas. Em seguida as
amostras foram transferidas para uma solug¢éo de alcool 70%, onde permaneceram
até a realizacdo dos procedimentos histologicos. Logo apds, o material biolégico foi
seccionado e embebido em parafina. Foram feitos cortes de cinco micrometros,
colocados numa lamina e corados com hematoxilina-eosina para o estudo no
microscopio optico. As amostras foram avaliadas de acordo com os critérios de
Laine e Weinstein (1988), sendo avaliada a perda de células epiteliais (escores de 0-
3), edema na superficie da mucosa (escores de 0-4), hemorragia (escores de 0-4) e
infiltracdo de células inflamatorias (escores de 0-3), sendo 14 o0 escore maximo.

Toda a avaliacao histopatolégica foi realizada através de um estudo cego.

3.4.3 Determinacado da concentracdo de mastécitos

Os blocos de parafina com amostra do tecido gastrico foram selecionados
para a coloragdo com azul de toluidina. A coloragéao de azul de toluidina foi utilizada
para evidenciar a presenca de mastdcitos no tecido. Para evidenciar os mastocitos,
tal como determinado por (PERUSSOLO, 2015). A contagem de mastdcitos de cada
lamina foi realizada na mucosa gastrica utilizando a objetiva de 40 vezes, usando
um microscopio Optico. Para a analise computacional, imagens digitais foram
capturadas em microscépio binocular acoplado a uma camera, ligada a um
computador. Foi realizada a contagem de 10 campos, os resultados representaram a

meédia de 10 campos de cada grupo.

3.4.4 Determinacdo do efeito dos canais de potassio ATP — dependentes (Karp) NO
efeito gastroprotetor da Diplotropis ferruginea em modelo de lesdo gastrica induzida

por etanol em camundongos.

Grupos de camundongos (n=6) foram tratados com veiculo (2% de Tween 80
em agua destilada, 10 mL/kg, v.0), Diplotropis ferruginea (100mg/kg, v.0) 60min
antes da administracdo oral do etanol absoluto (0,2 mL/animal). Para avaliar a

possivel participacdo dos canais de K'atp no efeito gastroprotetor da Diplotropis
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ferruginea, foram realizadas combinacfes nas quais Glibenclamida (5mg/kg)
(PESKAR; EHRLICH; PESKAR, 2002). Foi administrada 15min antes do tratamento
com a Diplotropis ferruginea (100mg/kg, v.0.) e 1 hora depois foi induzida a lesao
com etanol. 30 min depois da administracdo do etanol absoluto, os animais foram
sacrificados, os estdmagos retirados, abertos pela grande curvatura e em seguida
procedeu-se como descrito anteriormente no que concerne a andlise do percentual

da lesdo gastrica.

3.5 Andlises estatisticas

Os resultados que obedecerem a uma distribuicdo paramétrica foram
analisados pela Andlise de Variancia (ANOVA) e pelo teste de Student Newman
Keuls como post hoc,teste através do programa Graph Pad Prism versédo 5.0. Os
dados obtidos a partir da andlise histolégica foram analisados por estatistica néo-
paramétrica utilizando teste de Kruskal-Wallis, seguido de Dunn’s (comparagdes

multiplas). Para todas as analises, foi considerado significativo quando p < 0,05.
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4. RESULTADOS

4.1 Efeitos da Diplotropis ferruginea sobre a lesdo géastrica induzida por etanol

A administracdo do etanol provocou lesdes da mucosa gastrica que foram de
acordo com a dose significativamente reduzida nos animais pré-tratados com a
Diplotropis ferruginea nas doses de 30 e 100mg/kg. Nao tendo sido observados
efeitos significativos na dose de 10mg/kg. O N-acetilcisteina (NAC 300mg/kg.)
também reduziu significativamente quando comparado ao grupo controle (fig.1).0s
resultados sédo apresentados como médias tEPM. *** P <0,05 vs controle.

Figural. Efeitos do tratamento com Diplotropis ferruginea e NAC em camundongos
submetidos a ulceracdo gastrica induzida por etanol. Etanol absoluto (0,2 ml) foi
administrado por via oral a camundongos em jejum por 15 horas. Diplotropis ferruginea (10,
30, 100 mg / kg , p.o. ), NAC ( 300 mg / kg , p.o. ) ou veiculo foi administrado 60 min antes
de etanol . Os resultados sdo apresentados como médias £ EPM *** P <0,001 vs controle.

30+

Lesdo namucosa (%)

Diplotropis ferruginea

Etanol



22

4.2 Efeitos da Diplotropis ferruginea e Glibenclamida sobre as lesdes da mucosa

gastrica induzida por etanol em camundongos.

Os efeitos da administracdo oral da Diplotropis ferruginea em lesbes
induzidas por etanol e da Glibenclamida associada a Diplotropis sdo demonstradas
na figura 2. A Glibenclamida é um blogueador K* ATP do canal potassio, reduziu
significativamente o efeito gastroprotetor da Diplotropis ferruginea em comparacéo
com a Diplotropis 100 mg/kg e com o grupo controle. Os resultados s&o
apresentados como médias + EPM. *** P <0,05vs controle.

Figura 2. Efeitos do tratamento com Diplotropis ferruginea e Glibenclamida em
camundongos submetidos a ulceracao gastrica induzida por etanol. Etanol absoluto (0,2ml)
foi administrado por via oral em camundongos em jejum por 12 horas. Diplotropis ferruginea
(100mg/kg, po) com glibenclamida Diplotropis ferruginea (100 mg / kg, po ) ou veiculo foi
administrado 60 min antes de etanol . Os resultados sdo apresentados como médias *
S.E.M. *** P <0,001 vs Controle .

60

Lesdo namucosa (%)

Diplotropis Ferruginea

Etanol
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Figura 3. Efeitos macroscépicos na mucosa gastrica de camundongos submetidas as
lesBes gastricas induzidas por etanol pré-tratados ou ndo com a Diplotropis ferruginha e N-
acetilcisteina.

Fotografia dos estdmagos abertos pela grande curvatura (A-D). (A) Os
animais foram tratados com o etanol (0,2ml/animal), evidenciando infiltracdo
inflamatéria. (B) Tratamento com a Diplotropis ferruginea (30mg/kg) 1h antes do
etanol, mostrando a agcdo gastroprotetora dessa substancia. (C) Tratamento com o
N-acetilcisteina, demosntrando sua acdo gastroproterora. (D) Tratamento com a
Diplotropis ferruginea (10mg/kg) 1h antes do etanol, demostrando sua agé&o

gastroproteroa reduzida quando comparada a dose 30mg/kg.
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4.3 Efeito da Diplotropis ferruginea em parametros histopatolégicos de leséo gastrica

induzida por etanol em camundongos

Figura 4. Efeito da Diplotropis ferruginea sobre a mucosa gastrica de camundongos
submetidos as lesbGes gastricas induzidas por etanol pré-tratados ou ndo com Diplotropis
ferruginea. Nota: Fotografias de andlise microscépica com ampliagdo de 30x. (A) Animais
Controle (etanol (0,2 mL/animal), (B); Animais tratados com Diplotropis ferrugineal0 mg/kg
(C) Animais tratados com Diplotropis ferruginea (30mg/kg, v.0.), (D) Animais tratados com
Diplotropis ferruginea (100mg/kg, v.o.), (Ee F) Animais tratados com NAC 300 mg/kg. As
setas demonstra a lesdo perda epitelial e edema.

Controle

Dipl. 10mg

Dipl. 30mg . NAC 300mg

Os resultados referentes a andlise histopatolégica da mucosa gastrica dos
camundongos estdo demonstrados na figura 4. Os animais pré-tratados com
Diplotropis (30 e 100 mg/kg, v.0.) (Figura 4, Painel C e D, respectivamente)
apresentaram grande diferenca microscépica da mucosa gastrica lesada,
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evidenciando a gastroprote¢édo, quando comparado ao controle tratado apenas com
o etanol (Figura 4, Painel A), no qual foi observada lesdo severa caracterizada por
dano hemorragico, edema e perda de células epiteliais O pré-tratamento com NAC

também inibiu o dano induzido por etanol na dose testada (Figura 4, Painel E e F).

4.4 Diplotropis ferruginea reduz o numero de mastécitos na submucosa de

estdmagos de camundongos

A administragdo de etanol absoluto aos animais que foram previamente
tratados apenas com veiculo (v.0.) produziu um aumento significativo no nimero de
mastécitos na mucosa gastrica (tecido conjuntivo) quando comparados a todos os
grupos testados. A quantidade de mastdcitos foi significativamente diminuida com a
administragao prévia de Diplotropis ferruginea, por via oral, nas doses de 30 mg/Kg,
e 100mg/Kg. O NAC (300 mg / kg, 4) também reduziu significativamente a

guantidade mastdcitos na mucosa gastrica (Figura 5).
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Figura 5. Diplotropis ferruginea reduz o numero de mastécitos na submucosa de estbmagos
de camundongos

Controle . Diplo. 10mg

Diplo. 30mg ~ _ Diplo.100mg
oL T .

Fotografia dos estdbmagos abertos pela grande curvatura (A-E). (A) Os
animais foram tratados com o etanol (0,2ml/animal). (B) Tratamento com a
Diplotropis ferruginea (10mg/kg). (C)Tratamento com a Diplotropis ferruginea
(30mg/kg). (D) Tratamento com a Diplotropis ferruginea (100mg/kg) mostrando a
acdo gastroprotetora dessa substancia.(E) Tratamento com o N-acetilcisteina

(300mg/kg)demosntrando sua acao gastroproterora
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5. DISCUSSAO

O etanol é considerado um agente irritante da mucosa gastrica, o qual destroi
a camada de muco e o bicarbonato, que atuam na protecdo da mucosa gastrica
contra o acido cloridrico e outros agentes agressores. O etanol atua bloqueando a
citoprotecdo gastrica por precipitacdo das proteinas, liberacdo de radicais livres e
reducdo da concentracdo de compostos sulfidrilas nas células da mucosa
(PACHECO et al., 2006).

Um dos principais motivos para a formacao das Ulceras gastricas € a ingestédo
de etanol. Essa substancia provoca danos a mucosa gastrica devido a sua ingestao
excessiva que pode levar até o aparecimento de gastrites, com o surgimento de
edemas na mucosa, hemorragias e infiltracdo de células epiteliais. O etanol quando
encontra-se em contato direto com a mucosa gastrica promove a dissolu¢cdo do
muco protetor, eliminado a defesa da mucosa contra o acido cloridrico e a pepsina.
Esses efeitos se ddo por meio do estresse oxidativo que € caracterizado como 0
desequilibrio entre moléculas oxidantes e antioxidantes que resultam na inducéo de
danos celulares pelos radicais livres (QUINTANA, 2014).

O efeito protetor da Diplotropis ferruginea na formacao de Ulceras por inducao
de etanol foi avaliado em camundongos pela inducdo da lesdo géastrica. O grupo
controle recebeu apenas o0 etanol e apresentou intenso dano a mucosa,
demonstrada pela presenca de lesédo na superficie da mucosa gastrica

Nesse estudo trés doses da Diplotropis ferruginea (10, 30 e 100 mg/kg) foram
testadas no modelo de Ulcera gastrica induzida por etanol para determinar as
possiveis doses efetivas para causar efeito antiulcerogénico. Os resultados
mostraram que 0s animais pré-tratados com a Diplotropis ferruginea nas doses de
30 e 100 mg/kg diminuiram o dano géstrico induzido por etanol, enquanto a dose de
10 mg/kg né&o foi capaz de diminuir significamente este parametro.

A Diplotropis ferruginea na dose mais elevada apresentou um efeito
gastroprotetor semelhante ao observado com o NAC, um antioxidante que protege
as células contra os efeitos dos radicais livres.

Os resultados corroboram com os resultados obtidos por CERQUEIRA,(2012)
onde a Hecogenina na dose 90 mg/kg apresenta uma protecdo gastrica significativa,

semelhante ao que foi observado no grupo N-acetilcisteina, indicando o



28

envolvimento dos mecanismos de protecdo da Diplotropis ferruginea no estresse
oxidativo induzido pelo etanol na mucosa géstrica.

Resultados semelhantes foram descritos por Miranda (2006) onde o extrato
de MeOH obtidos por meio das partes areas da |. Truxillensisuma planta da familia
fabaceae apresentou resultados promissores no que se diz respeito a
gastroprotecdo contra Ulceras géastricas induzidas por etanol nas doses de (250, 500
e 1000 mg.kg-1, com 43%, 71% e 98% de proteccdo, respectivamente) quando
comparados ao grupo controle.

Paguigan(2014), avaliando a capacidade de gastroprotecdo de varios extratos
de espécies de plantas da familia das leguminiosas como I. bijuga, T.indica, S.
spectabilis e S. Thaipingensis nas dose de 1000 mg / kg foi observado que todas as
espécies apresentaram um pontecial inibitério de Ulcera gastrica acima de 50%.
Atribuindo esses resultados devido a presenca de flavondides presentes nas
espécies vegetais conhecidos como antillceras.

Resultados divergentes foram encontrados quando comparados com oS
estudos feitos por Coelho (2004),onde os extratos da planta Zollernia ilicifolia da
familia Fabaceae ndo conseguiu reverter as Ulceras gastricas induzidas por etanol,
no entanto, essa planta exibiu efeitos significativos nas lesdes gastricas induzidas
por indometacina.

Lima (2005) em experimentos feitos em roedores da familia Caviidae
constatou que o flavonoide chamando de diplotropin extraido da Diplotropis
ferruginea possui efeitos espamoliticos no ilieo destes animais e que este efeito é
devido principalmente por a inibi¢do do influxo do Ca2+ através dos canais de Ca2+
dependentes de voltagem.

Cerqueira, et al.,(2011) avaliando a atividade antimicrobiana de extratos de
flavondides da casca do tronco da Diplotropis ferruginea, demonstrou que esse
vegetal possui resultados promissores contra 0s microrganismos patogénicos. No
seu estudo foi demonstrado que a Diplotropis ferruginea possui atividade
antimicrobiana contra as bactérias Pseudomonas aeruginosa e Escherichia coli.

Com relacdo aos possiveis mecanismos gastroprotetores provocados pela
Diplotropis ferruginea, também foi levado em consideracdo a via de ativagdo dos
canais de potassio. Para determinar a ativagdo destes canais na gastroprotecao
obtida pela Diplotropis ferruginea, foi utilizado a Glibenclamida. Esse medicamento

consiste em estimular a secrecao de insulina nas células beta pancreaticas por meio
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da inibicdo dos canais de K*. Esse medicamento consegue aumentar o potencial das
lesBes géstricas devido a diminuicdo do fluxo sanguineo gastrico (NERY et al, 2008).

No experimento para avaliar a participacdo dos K* no efeito de gastroprotecdo
da Diplotropis ferruginea em les@es gastricas induzidas por etanol em camundongos,
a Diplotropis ferruginea 100mg/kg consegui reduzir o percentual da area ulcerada
em comparagdo com O grupo controle. A glibenclamida diminuiu o efeito
gastroprotetor sugerindo a hipétese de participacdo dos canais de k' no efeito da
Diplotropis ferruginea, resultado esse que corrobora com o0s apresentados por
Bezerra (2009),onde a glibenclamida conseguiu reverter o efeito gastroprotetor do a-
bisabolol. Resultados semelhantes foram também observados nos estudos
propostos por Osorio (2011), onde a glibenclamida reverteu a acao gastroprotetora
do Hidroxicitronelal, demonstrando que essa substancia é dependente da ativacao
dos canais de K.

Resultados similares foram encontrados nos estudos feitos por Rodrigues
(2012), onde foi observado que o efeito gastroprotetor do extrato do Byrsonima
sericea (nas doses de 125, 250 e 500 mg / kg , v.0.) no modelo experimental de
Ulcera gastrica teve seu efeito reduzido quando houve a administracdo prévia da
glibenclamida.

Os mastacitos sao células que estdo envolvidas em varios eventos bioldgicos
como as reacdes de cicatrizacdo, alérgicas e inflamatérias. A principal funcéo
dessas células € armazenar potentes mediadores quimicos da inflamacédo, como por
exemplo, a histamina, heparina dentre outros. De acordo com 0 processo
inflamatério os mastdcitos liberam uma grande diversidade de mediadores quimicos
promovendo uma reacao alérgica chamada de “reacdes de sensibilidade imediata”,
gue proporciona a atracdo dos leucécitos provocando a vasodilatacdo da regido
inflamada (MALUF, 2009).

Os experimentos sugerem que houve uma reducdo no numero de mastécitos
da submucosa dos estdmagos dos camundongos tratados com a Diplotropis
ferruginea em relacdo ao grupo controle. De acordo com essa reducdo podemos
dizer que a diminuicdo do numero de mastocitos é diretamente proporcional a
diminuicAo de JUlceras gastricas, uma vez que estas células provocam a
vasodilatacdo da regido inflamada do estdmago. Sugerimos que a Diplotropis
ferruginea blogueia o receptor H, dos mastocitos reduzindo a liberagdo de acido
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cloridrico na mucosa gastrica diminuindo assim a formacdo de Ulcera géstrica
(CERQUEIRA, 2012).

A manifestacdo dos sintomas gastrointestinais podem ser reduzidas pelos
antagonistas dos receptores H2, diminuindo as Ulceras gastricas. Esses
antagonistas inibem competitivamente as acdes da Histamina em todos os
receptores H2, inibindo assim a secre¢do gastrica estimulada pela histamina, uma
substancia que quando liberada promove dor, vasodilatacdo e edema (DEUTSCH,
2011). Assim uma acdo inibitéria da Diplotropis ferruginea na estimulacdo da
secre¢do acida podera levar a protecdo da mucosa gastrica, devido a diminuicédo
dos fatores agressores da mucosa.

A histamina é liberada por varias células dentre elas os mastdcitos, sendo sua
acao mediada por diferentes receptores, no qual esta o receptor H2 que possui uma
importante acdo na modulacao da secrec¢éo gastrica (CRIADO, 2010).

Um dos primeiros antagonistas fabricados para receptor H2 foi a Cimetidina e
por meio da modificacdo da estrutura quimica desse antagonista derivou-se a
Ranitidina. Esses medicamentos inibem a producdo acida devido a competicdo com
a Histamina pela ligacdo aos receptores que se encontram na membrana das
células parietais. Entretanto essas substancias provocam varios efeitos adversos e
reincidéncia a longo prazo (ROZZA, 2009).

Com isso podemos dizer que a Diplotropis ferruginea possui um efeito de
gastroprotecdo da mucosa semelhante ao da Ranitidina, que é um medicamente
antiulceroso indicado para o tratamento de Ulceras gastricas, pois promove a
reducdo da producédo do acido cloridrico e da pepsina no estdmago, o que contribui
para a cicatrizacdo de Ulceras. Esse medicamento € um antagonista do receptor H2
mastdcito agindo contra a acdo da histamina (SANTOS JUNIOR, 2014).
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6.CONSIDERACOES FINAIS

Os resultados obtidos nos permitem concluir que a Diplotropis ferruginea
exerce uma acao gastroprotetora na mucosa gastrica no modelo de Ulcera induzida
pelo etanol. Sendo os efeitos da gastroprotecdo diretamente proporcional com a
dose aplicada da substancia. Foi observado que o provavel mecanismo de
gastroprotecdo da Diplotropis ferruginea seria relacionado com a abertura dos
canais de k' devido a acdo da glibenclamida, que conseguiu reverter a acao
gastroprotetora da Diplotropis ferruginea. Novos experimentos tornam-se
necessarios para comprovar a participacdo dos canais de potassio entre eles a
técnica do patch clamp.

A atividade gastroprotetora de Diplotropis ferruginea pode ser atribuida a
presenca de flavondides, os quais, provavelmente, através de sua atividade
antioxidante promovem a sintese de glutationa e diminuicdo de espécies reativas do

oxigénio pelas células da mucosa gastrica.
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7. PERSPECTIVAS

e Avaliar a atividade antioxidante da Diplotropis ferrugineano modelo de Ulcera
gastrica;

e Avaliar a participacdo de mediadores inflamatorios através das técnicas de

Imuno-histoquimica;

e Avaliar a participacdo do TNFautilizando a técnica de PCR ou Western

Blotcom o objetivo de quantificar a presenca desse mediador inflamatorio;

e Avaliacdo dos efeitos Toxicologicos da planta;
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