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Abstract

Ethnopharmacological relevance: Mangaba (Hancornia speciosa) is a
medicinal plant very cited in ethnopharmacological inventory in Central region of
Brazil. This specie was used against gastrointestinal disorders such as
diarrhea, ulcer, gastritis and stomache. Aim of the Study: The hydroalcoholic
extract (HE) and infusion (Bl) of H. speciosa barks were investigated for their
ability to prevent and healing ulceration of the gastric mucosa. Materials and
Methods: The preventive and healing action of both preparations of H. speciosa
were evaluated in experimental models in rodents that simulated this disease in
human gastric mucosa. Results: HE decreased significantly the severity of
gastric damage formation induced by the combination of HCl/ethanol,
indomethacin/bethanechol, stress or pylorus-ligature experiments. But, Bl not
exerts gastroprotective effect such as HE in these models. HE administered by
oral or systemic route significantly increase the gastric juice pH and decrease
acid output. HE also induced significant increase of amount of the gastric
mucus and displayed antibacterial activity against Helicobacter pylori. The
gastroprotective action of HE involve the participation of endogenous sulfhydryl
compounds (SH) that increase efficacy of barrier mucosa against injurious
agents. The HE also has effective healing action in chronic gastric ulcer induced
by acetic acid (67%).Conclusions: The gastroprotective effect and healing
action of H. speciosa was results by increase in gastric mucus formation and
antioxidant properties of polymeric proanthocyanidins presents in barks
composition of this medicinal plant.
Keywords: Hancornia speciosa Gomez; Apocynaceae; antiulcer action, healing

effect; anti-Helicobacter pylori; Cerrado.
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Abstract

We evaluated methanolic extract (MeOH) obtained from L. flavescens for its
ability to protect the gastric mucosa against injuries caused by necrotizin agents
in rodents (0.3 M HCI/60%EtOH, non-steroidal anti-inflammatory drug and
stress). All pretreatment with MeOH extract show significant antiulcerogenic
activity. No acute toxicological were observed in animals treated with 5g/kg, p.o.
of MeOH extract. The MeOH extract increased intestinal motility and also
changed gastric juice parameters significantly decreasing gastric acid secretion
and promoting reduced acid output. Whatever the mechanisms involved, the
present data confirm the plant effectiveness as antacid/antiulcer and laxative.
Phytochemical investigation of the MeOH extract of L. flavescens led to the
isolation of xanthones and flavonoids, which will be investigated by the antiulcer
mechanism of action.

keywords: Leiothrix flavescens; antiulcer activity; flavonoids; xanthones.
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I - RESUMO

No intuito de desvendar os mecanismos envolvidos com a acgao
antiulcerogénica do Oleo essencial de Citrus aurantium (OEC) e de seus
compostos majoritarios (CIC), foram desenvolvidos modelos experimentais
para caracterizar a atividade antiulcerogénica do OEC e dos CIC como
modelos de Ulceras gastricas induzidas por etanol, drogas antinflamatérias nao
esteroidais (DAINE), ligadura de piloro bem como sua agdo gastroprotetora
através de modelos que avaliaram a quantificagdo de muco gastrico, gastrina,
PGE,, glutationa (GSH), 6xido nitrico sintase (NOs), peptideo intestinal vaso-
ativo (VIP), super oOxido desmutase (SOD) , gastrina, interferéncia dos
neurdnios sensitivos e atividade contra Helicobacter pylori. Com a finalidade de
se avaliar atividade cicatrizante do OEC e do CIC foi realizado o modelo de
inducdo de Ulceras gastricas por acido acético bem como a avaliacdo de
parametros envolvidos na cicatrizagdo como: antigeno de proliferacao celular
(PCNA), ciclooxigenase-2 (COX-2), fator de crescimento vascular endotelial
(VEGF), heat shock proteina (HSP), 6xido nitrico sintase (NOs), somatostatina
e gastrina. Foi observado que o OEC e o LIM mantém os niveis basais de
prostaglandinas PGE, mesmo com a administracdo de drogas antiflamatérias
ndo estoroidais (DAINE) e aumentam a secregcdo de muco gastrico
confirmando assim o potencial terapeutico do 6éleo essencial, o OEC e o LIM
também foram capazes de aumentar a expressao tanto de PCNA quanto de
COX-2 e VEGF que sao fatores importantes para a cicatrizagcdo da mucosa
gastrica. Os dados obtidos demonstram que o OEC apresenta dois terpenos
com atividade antiulcerogénica: o limoneno e o mirceno, mas a atividade
antiulcerogénica e cicatrizante do OEC esta relacionada apenas com a

presenca do limoneno (LIM) em sua composicao e é independente do mirceno.



I- ABSTRACT

In order to uncover the mechanisms involved in the antiulcerogenic
action of essential oil of Citrus aurantium (OEC) and its majoritary compounds
(CIC), experimental models were developed to characterize the activity of
antiulcerogenic OEC and CIC as models of gastric ulcers induced by ethanol,
non-steroidal anti-inflammatory drug (NSAID), pylorus ligation and its
gastroprotective action through models that quantitatively evaluated gastric
mucus, gastrin, PGE2, glutathione (GSH), nitric oxide synthase (NOs),
vasoactive intestinal peptide (VIP), superoxide desmutase (SOD), gastrin,
interference from sensory neurons and activity against Helicobacter pylori. In
order to evaluate the healing activity of OEC and CIC under the model of gastric
ulcers induced by acetic acid, the following parameters were assessed: cell
proliferation antigen (PCNA), cyclooxygenase-2 (COX - 2), vascular endothelial
growth factor (VEGF), heat shock protein (HSP), nitric oxide synthase (NOs),
somatostatin and gastrin. It was observed that OEC and LIM maintained the
basal levels of prostaglandin PGE2 even with the administration of non-steroidal
anti-inflammatory drug (NSAID) and increased the secretion of gastric mucus
thus confirming the therapeutic potential of this essential oil. The OEC and LIM
also were able to increase the PCNA expression of both COX-2 and VEGF,
which are important factors for healing of gastric mucosa. Data obtained show
that the OEC has two terpenes with antiulcerogenic activity: limonene and
myrcene, but the antiulcerogenic and healing activity of OEC is related only to
the presence of limonene (LIM) in its composition and is independent of

myrcene.
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Il - INTRODUCAO
II-1 Fisiopatologia das ulceras pépticas
A Ulcera péptica é uma doenca heterogénea, com mudltiplos fatores

envolvidos na sua génese e € uma das doengas crénicas mais comuns do
adulto. Nos Estados Unidos, aproximadamente 4 milhdes de pessoas tém
Ulceras pépticas, sendo que a cada ano 350 mil novos casos sao
diagnosticados, cerca de 100 mil pacientes sdo hospitalizados e pelo menos
3000 pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade (Crawford, 2000).
Apesar dos grandes avangos no conhecimento da doenca ulcerosa péptica, a
sua etiologia ainda ndo é totalmente conhecida, o conceito fisiopatoldgico
basico € de que a Ulcera péptica resulta da ruptura do equilibrio existente entre
os fatores agressivos (secrecao e agao do acido cloridrico e da pepsina) e de
defesa (secrecdo e acao do muco e bicarbonato) (Ramakrishnan et al., 2007).
Sabe-se também, que existe uma grande variedade de fatores endbégenos
relacionados a patofisiologia da gastroprotecdo incluindo prostaglandinas-PG,
somatostatina, 6xido nitrico e compostos sulfidrilicos (Tsukimi et al., 2001). A
etiopatogénese da doenca ulcerosa agrupa fatores genéticos, disturbios
fisiopatoldgicos e fatores ambientais como alcool, droga antiinflamatérias néo-
esteroidais (DAINE), Helicobacter pylori, entre outros (Konturek et al., 2005b).

A expansao global no consumo de alcool e DAINE tém contribuido para
o crescimento da etiopatologia de Ulcera gastrica. As DAINE estdo entre os
agentes farmacolégicos mais utilizados clinicamente, e a sua habilidade de
causar ulceracao gastrointestinal foi demonstrada ha mais de 60 anos por
Wallace (2001) e ainda continuam a promover lesbes graves na mucosa

gastrica. O efeito ulcerogénico das DAINE é devido & inibicdo da biossintese de
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PG (Konturek, 1990). O aumento da secreg¢do acida também contribui para
este processo lesivo, além do fato das DAINE provocarem disturbios na
microcirculagdo gastrica, aumentar a infiltracdo de neutrdfilos, induzir a
expressao de TNF-a, desequilibrar a expressdao de NO e inducao de apoptose
(Konturek et al., 2002).

As doencas do trato gastrointestinal relacionadas ao consumo excessivo
de alcool possuem um papel importante na gastroenterologia clinica. Altas
concentragbes de etanol levam a um aumento da permeabilidade epitelial,
como consequéncia da entrada de ions H" através da mucosa lesada bem
como danos & mucosa devido aos disturbios vasculares e diminuicdo do fluxo
sanglineo local (Siegmund, 2003). O etanol também causa uma diminuicao
dos grupamentos sulfidrilicos nao-protéicos (GSH) das células. Os GSH da
mucosa gastrica tém acao antioxidante e sdo importantes para a manutencao
da integridade da mucosa gastrica (Szabo, 2000). As GSH também exercem
acao neutralizante sobre as espécies reativas de oxigénio (ROS), visto que
estas tém sido descritas como as substancias mediadoras dos disturbios
microvasculares que precedem as lesdes da mucosa gastrica induzidas por
estresse, DAINE e etanol (Rastogi et al., 1998; Repetto & Llesuy, 2002).

Outro importante fator para o desenvolvimento da Ulcera gastrica é a
infeccdo por H. pylori, que é extremamente comum no mundo inteiro, onde
mais de dois tergos da populagao é infectada (Malaty, 2007). Hoje em dia, junto
com as DAINE e o etanol, a H. pylori é considerada uma das maiores causas
de gastrites, Ulcera gastrica e cancer gastrico (Bergonzelli, 2003). Dentre os
mecanismos lesivos da H. pylori estdo a producdo de amoénia, aumento da

secrecdo acida, desequilibrio no balanco entre o0s horménios
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gastrina/somatostina, diminuicdo da secregdo de muco e bicarbonato
acompanhado de uma diminuigdo da viscosidade do muco, além da producéo
de citocinas CagA e VacA que levam & um quadro inflamatério na mucosa

(Konturek et al., 2002)

-2 Problemas na terapéutica atual

Um dos maiores problemas relativos aos tratamentos convencionais de
Ulcera gastroduodenal é a recorréncia das lesées na mucosa. Embora a taxa
de cicatrizacdo da mucosa gastrica com a utilizagdo de antagonistas H, e
inibidores da bomba de protons, seja de 80-100%, depois de uma terapia de 4
semanas, a recorréncia da Ulcera dentro de 1 ano depois do término do
tratamento esta entre 40-80%, considerando que, estes sdo os medicamentos
mais utilizados na atualidade para o tratamento de Ulceras pépticas.

Dados mostram que as Ulceras cicatrizadas espontaneamente ou depois
do uso de cimetidina (antagonista Hy) sdo precariamente vascularizadas e tém
de 2-3 vezes menos densidade de vasos sangliineos novos do que no tecido
normal, acreditando-se ser esta uma das razées da sua recorréncia (Szabo &
Vincze, 2000). Além disso, o0 uso prolongado de antagonistas H» e inibidores da
bomba de prétons podem aumentar o risco de desenvolvimento de cancer (La
Vechia & Tavani, 2002; Raghunath et al., 2005), justificando-se assim a busca
por novos tratamentos para esta doenga. Dentre as diversas fontes de novas
moléculas farmacologicamente ativas as plantas medicinais sdo consideradas
uma importante fonte de novas moléculas para o tratamento da Ulcera gastrica

(Schmeda-Hirschmann & Yesilada, 2005).
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II-3 Plantas Medicinais

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais
biologicamente ativos, sendo consideradas um promissor caminho para a
descoberta de novas drogas. Pressdes evolutivas selecionaram metabdlicos
nas plantas gerando compostos de valor adaptativo, os denominados
metabdlitos secundarios. Durante muito tempo, os metabdlitos secundarios
foram considerados como produtos de excrecdo vegetal, com estruturas
quimicas e algumas vezes propriedades bioldgicas interessantes. Atualmente,
entretanto, sabe-se que muitas destas substéncias estdo diretamente
envolvidas em mecanismos que permitem a adequacgao da planta ao seu meio
(Simdes et al., 2004). O aparecimento de metabdlitos biologicamente ativos,
segundo Rhodes (1994), é determinado por necessidades ecolégicas e
possibilidades biossintéticas, sendo que a co-evolucdao de plantas, insetos,
microorganismos e mamiferos conduz a sintese de metabdlitos secundarios
com funcdes de defesa ou atragcdo, principalmente. Estes compostos podem
proteger as plantas de fungos, viroses, insetos e predadores herbivoros
(Nahrstedt, 1989; Harbone, 1990), ou ajuda-las na reproducado atraindo
polinizadores. A imensa diversidade de espécies vegetais é um repositor
invarigdvel de compostos quimicos incomuns, criando metabdlicos secundarios
que sdao como impressoes digitais individuais da espécie (Eisner, 1992). Esta é
a base cientifica que explica a presenga de moléculas bioativas, eventualmente
terapéuticas, encontradas nas plantas.

A pesquisa de plantas medicinais foi impulsionada apés o isolamento da
morfina no século 19 (Balunas & Kinghorn, 2005). Plantas e seus derivados

sdo as maiores fontes de drogas, movimentando cerca de 30% do mercado
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farmacéutico (Kirkpatrick, 2002). De acordo com Newman et al., (2003), entre
os anos de 1981 e 2002, de 877 novas moléculas introduzidas no mercado, em
torno de 49% eram substancias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos,
derivados de produtos naturais ou entdo moléculas sintetizadas tomando como
modelo estruturas de origem natural. Além disso, das drogas descobertas em
estudos com produtos naturais, 25% pertencem ao grupo das plantas
superiores (Gurib-Fakim, 2006).

De acordo com a Organizagdo Mundial de Saude (OMS), devido a
pobreza ou a falta de acesso aos medicamentos modernos, cerca de 60 & 80%
da populagéo dos paises em desenvolvimento dependem essencialmente das
plantas para os cuidados primarios com a saude (Fadricant & Farnsworth,
2001). Além disso, os paises em desenvolvimento sdo extremamente
dependentes da importacao de drogas (Geretty, 1983). O desenvolvimento de
fitoterapicos padronizados, com comprovada eficacia e seguranga de uso,
constitui uma importante fonte para aumentar o acesso da populacdo aos

medicamentos bem como para oferecer novas opcdes terapéuticas.

-4 Citrus aurantium

A espécie Citrus aurantium L., (familia Rutaceae), popularmente
conhecido no Brasil como laranja-amarga ou laranja-azeda, € uma das
espécies mais empregadas para usos medicinais (Corréa, 1978). As partes
mais utilizadas com fins medicinais pela populagdo sado as cascas dos frutos,
flores e folhas. A espécie é utilizada para tratar distarbios do trato
gastrintestinal, além de apresentar acdo diurética, contra taquicardia e

reumatismo (Santos, 1988; Sanguinetti, 1989). Em estudos realizados por
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Bergonzelli e colaboradores (2003), o éleo essencial de Citrus aurantium
apresentou comprovado efeito antibidtico contra H.pylori. Estes dados reforgam
ainda mais a importancia da continuidade deste trabalho quando se considera
a agregacao de outros valores terapéuticos ao 6leo de C. aurantium. Em
consideracao ao carater multifatorial envolvido com a fisiopatologia das ulceras
pépticas no homem, a versatilidade de atividade biol6gica apresentada pelo
Oleo essencial de Citrus aurantium no trato digestério, € extremamente
promissora e desejavel.

De acordo com Lewis & Hanson (1991), as principais classes quimicas de
compostos com atividade antiulcerogénica s&o terpenos, triterpenos,
flavondides compostos fendlicos, taninos, alcaldides, glicosideos, saponinas e
polissacarideos. A caracterizagdo fitoquimica do O6leo essencial de Citrus
aurantium (OEC) realizada pela equipe executora deste projeto apontou a
presenca de trés constituintes majoritarios: limoneno (97,8%), mirceno (1,43%)
e octanal (0,45%). A partir desta caracterizacdo do OEC que é
majoritariamente de terpenos, foi observado que nenhum destes constituintes
majoritarios foi estudado isoladamente ou conjuntamente quanto a sua acao

antiulcerogénica.

Il - OBJETIVO

Este trabalho foi um subprojeto do projeto teméatico BIOTA/FAPESP
intitulado "Uso sustentavel da biodiversidade brasileira: prospecg¢do quimica e
farmacolégica em plantas superiores" e teve o objetivo de estudar
farmacologicamente o potencial terapéutico do Oleo essencial e dos

constituintes majoritarios obtidos das cascas de Citrus aurantium. Com a
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comprovagdo anterior do efeito antiulcerogénico em modelos animais que
mimetizam as Ulceras no homem e a presenca de uma significativa acao
cicatrizante do 6leo essencial em tratamento subagudo in vivo (FAPESP proc.
n°03/07700-6), este projeto visou dar continuidade na avaliacdo terapéutica do
6leo essencial de C. aurantium bem como de seus constituintes majoritarios
(CIC), no intuito de desvendar os mecanismos envolvidos com a agao

antiulcerogénica do OEC e de seus CIC.
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Resumo

Citrus aurantium é uma espécie utilizada no mundo todo com fins
medicinais e alimentares. Uma de suas indicacées populares é para o
tratamento de gastrites e distdrbios do trato gastrintestinal. Em vista disso,
foram realizados ensaios biolégicos in vivo com o 6leo essencial extraido das
cascas de C. aurantium (OEC 250 mg/kg) e com o limoneno (LIM 245 mg/kg),
seu composto majoritario, afim de avaliar suas propriedades gastroprotetoras.
O OEC e o LIM mostraram-se efetivos nos modelos de protecao gastrica por
etanol absoluto e DAINE com porcentagem de protecdo de 99% para ambos
tratamentos nos dois modelos. Essa acao gastroprotetora ocorre devido & um
aumento na producao de muco gastrico ocasionado por uma conservagao nos
niveis basais de PGE; frente a agentes nocivos a mucosa como DAINE e
etanol, visto que o OEC e o LIM néo interferem na secrecdo de H+, nos niveis
séricos de gastrina e na concentragdo de glutationa (GSH) da mucosa géstrica.
Podemos concluir que os resutados obtidos mostram que as agdes
altiulcerogénica e gastroprotetora do OEC € devida a presencga de LIM em sua
composicdo, visto que os dois apresentaram resultados muito semelhantes
quanto a estas atividades bem como no mecanismo desta agéo.

Palavras chave: Citrus aurantium, Ulcera, gastroprotecéao
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Introducao
A JUlcera péptica é uma doenca heterogénea, com multiplos fatores
envolvidos na sua génese e € uma das doengas crénicas mais comuns do
adulto em sua idade produtiva. Nos Estados Unidos, aproximadamente 4
milhdes de pessoas tém Ulceras pépticas, sendo que a cada ano 350 mil novos
casos sao diagnosticados, cerca de 100 mil pacientes sao hospitalizados e pelo
menos 3000 pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade (Crawford,
2000). Apesar dos grandes avancos no conhecimento da doenca ulcerosa
péptica, a sua etiologia ainda ndo € totalmente conhecida. O conceito
fisiopatologico basico € de que a Ulcera péptica resulta da ruptura do equilibrio
existente entre os fatores agressivos (secre¢ao e agao do acido cloridrico e da
pepsina) e de defesa (secrecédo e agdo do muco e bicarbonato) (Ramakrishnan
et al., 2007). Sabe-se também, que existe uma grande variedade de fatores
enddégenos relacionados a patofisiologia da gastroprotecdo incluindo
prostaglandinas-PG, somatostatina, Oxido-nitrico e compostos sulfidrilicos
(Tsukimi et al., 2001). A etiopatogénese da doenca ulcerosa agrupa fatores
genéticos, disturbios fisiopatolégicos e fatores ambientais como alcool, droga
antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINE), Helicobacter pylori, entre outros
(Konturek et al., 2005b).
A expansao global no consumo de alcool e DAINE tém contribuido para
o crescimento da etiopatologia de uUlcera gastrica. As DAINE estdo entre os
agentes farmacolégicos mais utilizados clinicamente, e a sua habilidade de
causar ulceragao gastrointestinal foi demonstrada hd mais muitos anos atras
(Wallace, 2001) e ainda continuam a promover lesées graves na mucosa

gastrica. O efeito ulcerogénico das DAINE é devido a inibicdo da biosintese de
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PG (Konturek, 1990). O aumento da secreg¢do acida também contribui para
este processo lesivo, além do fato das DAINE provocarem disturbios na
microcirculagdo gastrica, aumentar a infiltracdo de neutrdfilos, induzir a
expressao de TNF-a, desequilibrar a expressao de NO e apoptose (Konturek
et al., 2002).

A introducdo dos antagonistas de receptores Ho e dos inibidores de
bomba protdnica foi associada & um aumento na taxa de cura das Ulceras,
entretanto, sabe-se que o uso prolongado destes medicamentos provocam
graves efeitos colaterais como hipergastrinemia devido ao aumento do pH no
[limen gastrico (Orlando et al., 2007). O sucesso dos tratamentos
farmacologicos para prevenir ou curar as lesdes ulcerativas ndo dependem
somente dos bloqueadores de secre¢édo de acido, mas também de um aumento
dos fatores protetores da mucosa como as prostaglandinas, fatores de
crescimento, somatostatina, 6xido nitrico (NO), e compostos sulfidrilicos (SHs)
(Tsukime, et al., 2001).

De acordo com Lewis & Hanson (1991), as principais classes quimicas de
compostos com atividade antiulcerogénica derivados de produtos naturais sao
terpenos, triterpenos, flavondides, compostos fendlicos, taninos, alcaldides e
glicosideos, saponinas e polissacarideos.

A espécie Citrus aurantium L., (familia Rutaceae), popularmente
conhecido no Brasil como laranja-amarga ou laranja-azeda, € uma das
espécies mais empregadas para usos medicinais (Corréa, 1978). As partes
mais utilizadas com fins medicinais pela populacdo sdo as cascas dos frutos,
flores e folhas. A espécie é utilizada para tratar distarbios do trato

gastrintestinal, além de apresentar acdo diurética, contra taquicardia e
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reumatismo (Santos, 1988; Sanguinetti, 1989). Andlises fitoquimicas realizadas
no Oleo essencial presente nas cascas de Citrus aurantium (OEC) apontaram
para a presenca de um constituinte majoritario que € o mono-terpeno limoneno
(LIM). Limoneno é um dos terpenos mais comuns na natureza, é o constituinte
majoritario de uma série de Oleos essenciais. Devido a sua agradavel
fragrancia citrica é comumente usado como flavorizante em alimentos e
bebidas (Sun, 2007). Este terpeno esta listado no Code Of Federal Regulation
dos EUA como uma molécula segura para ser usada como flavorizante. Testes
em animais tém comprovado e eficacia do limoneno contra varios tipos de
cancer como o mamario, adenoma pulmonar, figado e gastrico (Sun, 2007).
Com base nas indicagbes populares da planta para disturbios do trato
gastrointestinal, este trabalho visou caracterizar as agdes antiulcerogénicas e
gastroprotetora do 6leo essencial de Citrus aurantium (OEC) e de seu
constituinte majoritario limoneno (LIM) sobre a mucosa gastrica de animais
desafiados com diferentes agentes ulcerogénicos que comumente atacam a

mucosa gastrica no homem.

Materiais e métodos
Oleo essencial

Apés a coleta dos frutos realizada no Departamento de Botéanica da
Unesp-Botucatu, a espécie vegetal foi identificada BOTU 23123. As cascas dos
frutos de Citrus aurantium L. foram submetidos a extragdo do 6leo essencial
por arraste por vapor d’agua com a utilizacao de um aparelho do tipo Clevenger
(Marconi S.A.). O material vegetal (casca dos frutos) foi misturado com agua

destilada dentro de um baldo volumétrico (5 L) e posto sobre uma manta
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aquecedora até a ebulicdo. O 6leo essencial (OEC) obtido foi armazenado em
frasco ambar a 5°C até a realizacdo dos experimentos farmacolégicos e

analises fitoquimicas.

Identificacao das substancias
A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparacao de
seus espectros de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist 62

lib.) da literatura e com os indices de retencao (Adams, 1995).

Animais

Para os experimentos de indugdo de lesdes gastricas experimentais,
foram utilizados ratos machos Wistar (150-200g) e camundongos machos
Swiss albinos (25-30g) provenientes do Biotério Central da UNESP - Botucatu,
aclimatados as condicées do biotério setorial (Departamento de Fisiologia,
UNESP, Botucatu) por pelo menos sete dias antes da manipulagao
experimental, sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro de 12 horas. Os
animais foram alimentados com racdo Guabi® destrusada e agua ad libitum.
Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais submetidos
e aprovados pela Comissdo de Etica em Experimentagdo Animal, do Instituto

de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

Atividade antiulcerogénica
Lesoes gastricas - Cada modelo experimental apresentou os seus respectivos
grupos controle positivo (carbenoxolona ou cimetidina) e negativo (veiculo-

Tween 80 a 8%) dependendo da especificidade de cada modelo. Os animais
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foram mantidos em gaiolas metabdlicas para evitar coprofagia e com agua ad
libitum 24h antes da realizagdo dos experimentos. Apds cada experimento o0s
animais foram mortos os estdbmagos foram abertos ao longo da grande
curvatura e prensados em placa de vidro, “escaneados” e as lesdes contadas
com auxilio do programa AVSoft. Os resultados foram expressos em area total

de lesdo ulcerativa (mm?).

Inducao de ulceras pelo uso do Etanol absoluto - Este método baseia-se
nas metodologias descritas por Morimoto et al., (1991). Apés 24 horas de
jejum, os grupos experimentais (ratos machos Wistar, n=5) foram submetidos
aos tratamentos com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg), OEC (50, 100 e 250
mg/kg) e LIM (245 mg/kg, dose calculada com base na sua porcentagem
presente na composicdo do OEC) 1h antes da inducao de lesao gastrica por
etanol absoluto. Apés 1h da administracdo do agente lesivo os animais foram
mortos, os estémagos foram retirados, abertos ao longo da grande curvatura e

as lesdes mensuradas como descrito anteriormente.

Inducao de ulceras pelo uso de DAINE - O experimento foi realizado
segundo a metodologia descrita por Puscas et al., (1997), com modificagdes.
As lesbes gastricas foram induzidas pela administracdo oral de indometacina
100 mg/kg em ratos machos Wistar (n=5). Os tratamentos (v.0) com veiculo,
carbenoxolona (100 mg/kg), OEC (50, 100 e 250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg

foram realizados 30 minutos antes da administracdo do agente lesivo.
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Avaliacao dos parametros do suco gastrico - Foi adotado o modelo descrito
por Shay et al., (1945), com modificagées. Apos 24 horas de jejum os animais
(ratos machos wistar, n=5) foram (tratados oralmente (v.0) ou
intraduodenalmente (i.d) com veiculo, cimetidina (100 mg/kg), OEC (250
mg/kg) a dose mais efetiva do OEC e LIM (245 mg/kg, dose calculada com
base na sua porcentagem presente na composicao do OEC), e sob anestesia,
sofreram uma incisdo longitudinal, logo abaixo da apoéfise xiféide para a
amarradura de piloro. As incisdes foram suturadas e 4 horas apés a ligadura os
animais foram mortos. Em seguida, o estdmago foi retirado e o conteudo
estomacal coletado, o volume do suco gastrico foi medido e a concentracao de
hidrogeniénica da secreg¢ao gastrica foi determinada através de titulagdo com

NaOH. A concentragao total de acido foi expressa em mEqg/mL/4h.

Avaliacao dos fatores protetores da mucosa

Determinacao de muco aderido a parede gastrica - Para quantificacdo de
muco foi realizada a metodologia descrita por Rafatullah et al., (1990). Apés 24
horas de jejum, os ratos sob anestesia, sofreram uma incisao longitudinal, logo
abaixo da apodfise xiféide para a amarradura de piloro. A administracdo do
veiculo, carbenoxolona (200 mg/kg), OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg) foi
realizada 1 hora antes da amarradura do piloro. Apés 4 horas decorridas da
ligadura, os animais foram mortos, a por¢do glandular do estébmago foi
separada, pesada e imersa em de solugédo de Alcian Blue para o procedimento
de quantificacdo do muco. As absorbancias foram lidas em espectrofotbmetro a

598 nm. Os resultados estao expressos em ug de Alcian blue/mL/g de tecido.
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Quantificacao de gastrina sérica - A administracdo do veiculo, cimetidina
(100 mg/kg), OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg) foi realizada 1 hora antes da
amarradura do piloro em ratos machos Wistar (n=5), segundo método descrito
por Shay et al., (1945). Apés 4hs da ligadura do piloro, os animais foram
mortos e o sangue foi coletado para a quantificacao sérica de gastrina pelo
método imuno enzimatico, com auxilio de kit da empresa Assay Designs,

(U.S.A).

Determinacao dos niveis de Prostaglandina (PGE;) — A metodologia
empregada foi segundo Curtis et al., (1995). Os animais (ratos machos Wistar,
n=5) foram divididos aleatoriamente nos grupos sham, veiculo, veiculo +
DAINE, OEC, OEC + DAINE, LIM e LIM + DAINE. Primeiramente foi
administrado DAINE (Indometacina 30 mg/kg s.c), 30 minutos apés a
administracao da DAINE os animais foram tratados via oral com veiculo,
cimetidina (100 mg/kg), OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg). Apds 30 minutos
do tratamento oral, os animais foram mortos tiveram os estébmagos retirados as
mucosas raspadas, o tecido foi picotado e suspenso em de tampéao. O nivel de
prostaglandina E, foi mensurada com um “kit” de dosagem imunoenzimatico

da R&D Systems (U.S.A) e as absorbancias foram lidas a 480 nm.

Quantificagao de Glutationa total (GSH) — ratos machos Wistar (n=5) foram
submetidos aos tratamentos com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg), OEC
(250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg) 1h antes da indugcdo das lesbes gastricas por
etanol absoluto (Morimoto et al.,, 1991). Uma hora apds a administracdo do

agente lesivo, os estdbmagos foram removidos, abertos ao longo da grande
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curvatura e lavados com solugao salina. Amostras do estdbmago foram coletas,
pesadas e homogeneizadas em tampao. O método se baseia na oxidacao total
da glutationa com o uso do reativo DTNB (5,5 -ditio-bis 2-nitrobenzoic acid),
seguida de reducdo da forma oxidada com a enzima glutationa redutase e
NADPH (Anderson, 1985). A concentracdo da glutationa reduzida foi
determinada pela velocidade de reducdo do DTNB, que gera uma coloracao

detectavel em espectrofotobmetro a 412 nm.

Avaliacdao da motilidade intestinal - Este experimento seguiu a metodologia
descrita por Baggio et al., (2002), com algumas modificacées. Foram utilizados
camundongos Swiss machos submetidas a um jejum de 6h. Os animais foram
tratados com veiculo, atropina 15mg/kg (controle positivo) e OEC (50, 100 e
250 mg/kg) todos por via oral. Depois de 30 minutos o carvado ativado foi
administrado em todos os grupos, também por via oral. Apés 30 minutos o
intestino dos animais foi retirado e foi realizada a determinacdo o comprimento

total do intestino e a distancia percorrida pelo carvao ativado, ambos em cm.

Avaliacao da atividade antioxidante in vitro (LPO) - A avaliagédo da atividade
antioxidante foi realizada segundo método descrito por Stocks et al., (1974). A
metodologia se baseia na determinacdo colorimétrica da formagdo de
malonildialdeido (MDA) ap6s a peroxidacao lipidica induzida por sulfato ferroso e
acido ascorbico em membranas lipidicas de encéfalo de rato. A peroxidagao
lipidica é classicamente determinada pela reagdo do MDA com o &cido

tiobarbiturico.
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Determinacdo do papel do Oxido Nitrico (NO) na citoprotecdo - Ratos
machos Wistar (n=5) foram divididos em 6 grupos onde os animais foram pré-
tratados com salina ou com L-NAME (N-nitro-L-arginine methyl ester 70 mg/kg)
um inibidor da NO-sintase, por via intra-peritonial (Arrieta et al., 2003). Trinta
minutos depois do pré-tratamento os animais receberam os tratamentos por via
oral com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg) e OEC (250 mg/kg). Apbs 60
minutos todos os grupos foram tratados com 1 ml de etanol absoluto, via oral,
para a indugdo de Ulceras gastricas. Uma hora depois da administragédo do

etanol os animais foram mortos para determinacéo das lesdes gastricas.

Determinacao do papel do grupamento sulfidrila (SH) na citoprotecao -
Ratos machos Wistar (n=5) foram divididos em 6 grupos. Os ratos foram pré-
tratados com salina ou com NEM (N-ethylmaleimide, 10 mg/kg) um bloqueador
dos grupamentos SH, por via intraperitonial (Matsuda et al., 1999). Trinta
minutos depois do pré-tratamento os animais receberam os tratamentos por via
oral com o veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg) ou OEC (250 mg/kg). Depois
de 60 minutos todos os grupos foram tratados com 1 ml de etanol absoluto, via
oral, para a inducao de Ulceras gastricas. Uma hora depois da administragéo

do etanol os animais foram mortos para a determinacao das lesdes gastricas.

Avaliacao do papel dos nervos sensoriais sensiveis a capsaicina - Este
método foi realizado segundo Pongpiriyadacha et al., (2003), com
modificagdes. Para avaliar o possivel envolvimento dos receptores vaniloides
(VR-1) no efeito protetor do OEC, os animais foram pré-tratados com

Ruthenium Red (RR) (6,0 mg/kg, s.c.), um antagonista dos receptores VR-1 de
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neurdnios sensiveis a capsaicina. Ratos machos Wistar (n=5) foram divididos
em 6 grupos, sendo 3 grupos foram pré-tratados com RR e 0s outros 3 com
salina. Trinta minutos ap6s o pré-tratamento os animais foram tratados por via
oral com veiculo, capsaicina (4 mg/kg) ou OEC (250 mg/kg). Depois de 60 min
todos os grupos foram tratados com 1 ml de etanol absoluto, via oral, para a
inducao de ulceras gastricas. Uma hora depois da administracdo do etanol os

animais foram mortos para a caracterizagao da area de lesao gastrica.

Determinacao imunohistoquimica de SOD (super-6xido desmutase) e
NOS, (6xido nitrico sintase) - Apds a inducao de ulceras por etanol segundo
Morimoto et al., (1991). Amostras dos estébmagos foram coletadas para a
andlise imunohistoquimica. O material foi fixado em solucdo de ALFAC
(formalina; alcool 80%; acido acético), incluidas em paraplast e posteriormente
cortadas (7um). Em seguida as laminas receberam tratamento com anticorpos
para SOD e NOS,, obedecendo aos protocolos propostos pela Santa Cruz

Biotechnology, fornecedora do anticorpo.

Analise estatistica
Os resultados foram expressos na forma de média £ erro padrdo da

média (e.p.m) dos paréametros obtidos. Os valores médios obtidos foram
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de

Dunnett ou Tukey, com nivel de significancia minimo de P < 0,05.
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Resultados
A andlise cromatografica do OEC apontou que sua constituicao
majoritaria € do mono-terpeno d-limoneno (97%), 0 mirceno aparece com 1,4%

e o octanal com 0,45% na composicao total do OEC (tabela 1).

Tabela 1: Analise fitoquimica do 6leo essencial de Citrus aurantium (OEC)
com cromatodgrafo a gas acoplado a espectometro de massas.

Amostra1l  Amostra 2 Amostra 3 Amostra 4 Mistura
Mirceno (%) 1,38 1,20 1,45 1,42 1,43
Octanal (%) 0,37 0,54 0,42 0,34 0,45
Limoneno (%) 98,25 97,94 97,48 98,00 97,83
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Nos modelos de inducdo de Ulceras gastricas induzidas por DAINE e
etanol absoluto (Tabela 2) o0 OEC se mostrou efetivo na protecao gastrica nas
doses de 100 mg/kg e 250 mg/kg, sendo a dose de 250mg/kg considerada
mais efetiva por ter apresentado melhor resultados nos dois modelos. O LIM,
constituinte majoritario do éleo, também foi efetivo na protecao gastrica nos
dois modelos, apresentando uma porcentagem de protecao de 99% frente aos
dois agentes lesivos da mucosa gastrica. A dose do LIM utilizada nos
experimentos foi calculada levando em consideracdo a quantidade do
composto no OEC (97%) e teve como base de calculo a dose mais efetiva do

OEC (250 mg/kQ).

Tabela 2: Efeito do o6leo essencial de Citrus aurantium (OEC) e do
limoneno (LIM) nos modelos de ulceras gastricas induzidas por DAINE e
etanol absoluto em ratos (n=5).

Modelos Tratamentos Dose U.A Protecao %
experimentais (v.0.) (mg/kg) (mm2)

DAINE Veiculo - 74,90 £ 15,20 -

Cimetidina 100 1,70 +1,07* 97,7

OEC 50 40,52 + 14,27 45,9

100 30,35+ 9,35* 59,5

250 0,40 + 0,40** 99,5

LIM 245 0,70 # 0,40** 99,0
Etanol absoluto Controle - 187,60 + 29,21 -

Carbenoxolona 100 10,40+ 5,97** 94,4

OEC 50 91,40 + 20,62* 51,2

100 14,17 + 8,18** 92,4

250 1,00 + 1,00** 99,4

LIM 245 1,50 + 1,50* 99,2

Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
*p<0,05 e **p<0.01.
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Na avaliagdo dos parametros do suco gastrico de animais submetidos ao
tratamento com o éleo e limoneno administrados por diferentes vias (Tabela 3),
foi possivel constatar que o tratamento oral com OEC e LIM diminuiu a
concentracdo de H* no suco gastrico sem alterar o volume do mesmo ja no
tratamento intraduodenal que avalia a acao sistémica da droga, o OEC e LIM

nao alteraram a concentracdo de H* e diminuiram o volume do suco gastrico.

Tabela 3: Efeito do OEC e do LIM sobre os parametros do suco gastrico
dos animais submetidos a ligadura do piloro.

Dose N Volume do Suco [H]
Tratamentos (mg/kg) Gastrico (ml) mEq/ml/4h
Veiculo (i.d) - 5 5,73 £ 0,31 8,34 £ 0,41
Cimetidina (i.d) 100 5 2,55+ 0,42** 2,26 + 0,56
OEC (i.d) 250 5 2,14 £ 0,35** 7,09 + 0,65
LIM (i.d) 245 5 2,71+ 0,31* 7,67 £ 0,67
Veiculo (v.0) - 5 6,13 +0,57 13,11 £ 0,36
Cimetidina (v.0) 100 5 7,8+0,45 10,30 £ 0,71*
OEC (v.0) 250 5 8,15+ 0,63 9,22 +1,16*
LIM (v.o0) 245 5 9,16 + 1,11 9,66+ 0,61 *

Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
*p<0,05 e **p<0.01.
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Os resultados apresentados na figura 1, onde se observa a quantificacao do
horménio gastrina de animais que foram tratados com OEC e LIM confirmam
que ambos os tratamentos ndo exercem efeito sobre a atividade secretéria de
H* na mucosa gastrica. Ja nos animais tratados com cimetidina se observa um
aumento significativo na quantidade de gastrina sérica em resposta & uma

atividade anti-secretora acida.

Figura 1: Quantificacao de gastrina sérica em animais tratados com OEC
e LIM.
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ANOVA: Gastrina expressa em pg/ ug de proteina. Teste de Dunnet **p<0,05.
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Através da quantificagdo de muco aderido & mucosa gastrica de animais
submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 2) foi possivel observar que os
animais tratados com OEC e o LIM foram capazes de aumentar a quantidade
de muco gastrico secretado no estébmago, confirmando assim a atividade

gastroprotetora do OEC e de seu composto majoritario (LIM).

Figura 2: Quantificacdao de muco aderido na mucosa gastrica de animais
tratados com OEC e LIM.
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ANOVA: Muco aderido expresso em mg de Alcian Blue/ g de tecido. Teste de Dunnet **p<0,05.
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Através da quantificagdo de GSH total da mucosa (Figura 3) foi possivel
observar que tanto o OEC como o LIM ndo aumentaram o0s niveis basais de
GSH gastrico de ratos submetidos aos diferentes tratamentos. Ambos os
tratamentos ndo impediram a degradacao de GSH pela agao do etanol, visto
que o0s seus niveis em animais tratados com OEC e LIM e que depois
receberam etanol sdo os mesmo dos animais que receberam apenas veiculo e

etanol.

Figura 3: Quantificacao de Glutationa na mucosa gastrica de animais
tratados com OEC e LIM.
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ANOVA: Glutationa total expressa em ng/ g de tecido. Letras diferentes representam
diferengas estatisticas. Teste de Tukey p<0,05
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Os resultados da tabela 4 mostram que o OEC n&o exerce nenhuma
atividade sobre o transito gastrointestinal dos animais, diferentemente dos
animais que receberam atropina (30 mg/kg, s.c) e que tiveram a motilidade
gastrica reduzida.

Tabela 4: Avaliacao do OEC na motilidade gastrica no modelo de carvao

ativado (n=6).

Tratamentos Dose % do Intestino percorrido
(v.0) (mg/Kg) pelo carvao
Veiculo - 72,3+125
Atropina 30 25,8 + 5,3**
OEC 250 61,3+16,2
100 69,9 £ 19,8
50 53,0+ 11,8

ANOVA seguido de Teste de Dunnett para % percorrida pelo carvao **p<0,05.

Os resultados expressos na tabela 5 mostram que mesmo com o
blogueio dos receptores VR-1 pelo Ruthenium red foi observado que o OEC
mantém sua gastroprotecado, demonstrando assim que o OEC nao exerce sua
atividade através da estimulagdo dos neurdnios sensitivos da mucosa géstrica.
O mesmo se observou quando os animais foram pré-tratados com L-NAME um
inibidor da NO-sintase. O OEC continuou exercendo seu efeito gastroprotetor
sem a acao da NO-sintse, demonstrando assim que sua atividade nao depende
do NO. Ja os animais os animais que foram pré-tratados com NEM um inibidor
dos grupamentos sulfidrilicos (SH) o OEC deixou de apresentar sua atividade
gastroprotetora. Estes resultados demonstram assim que a atividade do OEC
esta relacionada diretamente com a presengca dos grupamentos SH no

fortalecimento da barreira mucosa gastrica.

35



Tabela 5: Efeito do tratamento oral de OEC no modelo de Ulcera induzida
por etanol em ratos pré-tratados com Ruthenium red, L-NAME e NEM.

Pré- tratamento Tratamentos Dose U.A Protecao
(ratos) (p.o) (mg/kg) (mm2) (%)
Salina Veiculo - 218,65 + 41,64 -
Capsaicina 4 31,42 + 15,05** 85,6
OEC 250 0,0 +0,0** 100

Ruthenium red (s.c) Veiculo - 581,08 £ 41,52 -
Capsaicina 4 234,86 + 91,85** 59.6
OEC 250 18,23 + 6,64 96,8

Salina Veiculo - 218,0 £ 28,5 -
Carbenoxolona 100 45,0 £9,1* 79,3
OEC 250 11,0 £ 0,83** 94,9

L-NAME (i.p) Veiculo - 296,0 £ 25,6 -
Carbenoxolona 100 79,0 7,2 73,3
OEC 250 24,0 +3,0™ 91,9

Salina Veiculo - 250,0 £ 61,8 -
Carbenoxolona 100 33,97 £ 6,0** 86,4
OEC 250 7,9 3,7 96,8

NEM (i.p) Veiculo - 390,6 £42,9 -
Carbenoxolona 100 161,53 £ 27,0* 58,64
OEC 250 290,59 £ 67,9 25,6

Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
*p<0,05, **p<0.01 e *** p<0.001

O grafico 4 mostra que mesmo com a administracado conjunta da DAINE
(Indometacina 30mg/kg s.c), um inibidor de PGE,, o OEC e o LIM foram
capazes de manter os niveis elevados de PGE, semelhantemente aos animais
sham ou ao grupo que recebeu apenas veiculo, sem alterar os niveis basais de
PGE,. O mesmo ndo aconteceu com os animais que foram tratados com
veiculo e DAINE, visto que a administracdo de DAINE fez os niveis de PGE:

destes animais diminuir significativamente.
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Grafico 4: Quantificacao dos niveis de PGE; nha mucosa gastrica de

animais tratados com OEC e LIM.
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ANOVA: PGE, expressa em ng/ pg de proteina Fg o= 14,18. Letras diferentes representam
diferengas estatisticas. Teste de Tukey p<0,05.

Discusséao

A integridade funcional da mucosa géastrica depende do equilibrio entre
fatores agressores e mecanismos protetores e o sucesso do tratamento
farmacoldgico ndo depende somente do bloqueio da secrecao de acido, mas
também do aumento dos fatores protetores da mucosa gastrica (Dajani &
Klamut, 2000). Os agentes protetores da mucosa consistem em fatores
funcionais: secrecao de muco, microcirculagédo e motilidade (Ueki et al., 1988),
fatores humorais: prostaglandina e éxido nitrico (Whittle et al., 1990) e fatores
neuronais: neurdnios sensiveis a capsaicina (Holzer, 1988). Essa habilidade de
certos fatores enddgenos protegerem a mucosa gastrica contra danos
causados ao epitélio gastrico através de mecanismos nao relacionados com

inibicdo de secrecdo acida foi primeiramente designada como “citoprotecéao
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sendo também mencionado como “gastroprotecdo” (Szabo & Goldberg, 1990;
Martin & Wallace, 2006).

As propriedades lesivas no trato gastrointestinal das drogas
antiinflamatérios nao-esteroidais (DAINE) continuam a ser o maior impedimento
do uso destes no tratamento de doencas inflamatérias como a artrite
reumatoide (Avila et al., 1995). Sabe-se que a inibicido da sintese de
prostaglandinas (PG) € o principal mecanismo ulcerogénico das DAINE, além
de provocarem dano ao endotélio vascular, diminuicdo do fluxo sanguineo,
formacdo de microtrombos obstrutivos e ativagdo de neutréfilos (Guth, 1992).
No experimento de inducdo de ulceras gastricas por DAINE, tanto o éleo
essencial de C. aurantium quanto o limoneno se mostraram efetivos na
protecédo géastrica, o OEC se mostrou efetivo nas doses de 100 e 250mg/kg e o
LIM foi efetivo na dose de 245mg/kg, respectivamente (tabela 2). Levando em
consideracao que as propriedades ulcerogénicas das DAINE sao devidas ao
fato delas diminuirem os fatores protetores da mucosa como PG e muco
(Konturek et al., 2005a) pode-se afirmar que a atividade antiulcerogénica do
OEC e do LIM observadas neste modelo € devido & um aumento destes fatores
protetores da mucosa.

A atividade ulcerogénica do etanol deve-se a sua capacidade de
dissolver os constituintes do muco estomacal com uma concomitante queda do
potencial de agdo da transmucosa, aumentando o fluxo de Na* e H" no lumen e
estimular a secrecédo de histamina, pepsina e ions H*, o etanol também diminui
os niveis de proteina, DNA e RNA, levando a uma estase sanguinea e
consequientemente um comprometimento do tecido (Szabo & Brown, 1987).

Considerando que o OEC (250 mg/kg) e o LIM (245 mg/kg) exerceram 99% de
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protecdo sobre a mucosa gastrica, € inegavel a grande acao protetora da
mucosa gastrica que o OEC e o LIM exercem. Estes resultados indicam
também, uma possivel acdo citoprotetora, visto que o etanol lesiona
diretamente as células da mucosa gastrica.

Considerando que varios farmacos como os antagonistas dos receptores
histaminérgicos e colinérgicos, inibidores da H'/K'-ATPase tem acao
antiulcerogénica devida a diminuicao da secrecao acida no estdbmago (Aihara
et al., 2003) avaliamos neste trabalho a agédo antisecretora do OEC e do LIM
por agéo local ou sistémica através do estudo com o modelo de ligadura de
piloro com administracdo oral e intraduodenal. Nos animais em que o OEC e
LIM foram administrados oralmente foi observado que o OEC e o LIM
diminuiram a concentracdo de H® no suco gastrico. JaA o tratamento
intraduodenal tanto do OEC quanto do LIM n&o alteraram a concentragdo de H*
(tabela 3). Neste modelo também foi feita uma quantificacdo sérica de gastrina
e foi observado que ambos compostos ndo alteraram a expressao de gastrina
(figura 1). Estes resultados indicam portanto que o OEC e o LIM nao exercem
sua acao antiulcerogénica por uma atividade antisecretéria. A diminuicao da
concentragdo de H* nos animais tratados com OEC ou LIM via oral pode ser
explicado pelo aumento na quantidade de muco aderido que os tratamentos
podem provocar, sendo que este muco exerce uma agao neutralizante sobre o
H* secretado. Este resultado é de grande interesse para a terapéutica
antiulcerogénica visto que uso prolongado de inibidores de secrecao acida
provocam graves efeitos colaterais como hipergastrinemia devido ao aumento

do pH no lumen gastrico (Orlando et al., 2007).
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O muco gastrico € a primeira linha de defesa contra o acido, esse muco
aderido juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio, serve como uma
barreira contra a autodigestao (Allen & Flemstrom, 2005). De acordo com os
resultados obtidos neste trabalho foi observado um aumento significativo na
quantidade de muco aderido nos animais tratados com OEC e LIM (grafico 2)
justificando assim a acao gastroprotetora observada anteriormente. O muco é
um importante fator protetor da mucosa gastrica, o qual se apresenta de forma
viscosa, elastica, aderente na forma de um gel transparente composto por 95%
de agua e 5 % de glicoproteina, sendo capaz de agir como antioxidante
reduzindo danos na mucosa provocados por radicais livres (Repetto et al.,
2002). Foi demonstrado que a induc¢ao de Ulcera por etanol esta associada a
reducédo dos niveis de SH especialmente glutationa (GSH) intracelular (Szabo
et al., 1987). Em vista disso, foram realizados experimentos para avaliar os
papeis desses compostos na protecao gastrica promovida pelo OEC e LIM. Os
resultados apontados na figura 3 mostram que o OEC e o LIM nao foram
capazes de conservar 0s niveis normais de GSH frente ao etanol,
demonstrando que a acao protetora observada anteriormente destes
compostos ndo esta relacionada com um aumento da capacidade antioxidante
da célula como também ndo esta relacionada com uma propriedade
antioxidante destes compostos, visto que estes ndo mostraram atividade no
teste de lipoperoxidagéo (LPO) realizado in vitro. Também foi realizada uma
coloragdo imunohistoquimica para SOD em amostras dos estébmagos dos
animais submetidos a inducdo de Ulceras por etanol e nao foi observada
nenhuma alteracdo na expressao desta enzima, lembrando que a SOD tem um

papel fundamental na atividade antioxidante da mucosa (Kweicien et al., 2002).
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Estes resultados nos levam a crer que a atividade gastroprotetora do OEC e do
LIM ndo estd relacionada com um aumento da maquinaria antioxidante da
mucosa e sim com um aumento quantitativo de muco gastroprotetor. Esta
hipétese foi confirmada no experimento em que os animais foram pré-tratados
com um inibidor dos SH. Os compostos sulfidrilicos (SH) nao-protéicos limitam
a producao de radicais livres, atuando desta forma na protecao celular (La
Casa et al.,, 2000). Os SH protegem o muco ao unir suas subunidades por
pontes dissulfeto. Se essas pontes sao reduzidas, o muco torna-se mais
soluvel, ficando mais susceptivel a agentes nocivos (Avila et al., 1996).
Sabendo se disso, foi utilizada uma droga (NEM) que inibe os compostos SH
para avaliar a interferéncia deste mecanismo de protecdo na agdo do OEC.
Com a inibicdo dos SH a estrutura do muco foi decomposta e sem o0 muco o
OEC perdeu seu efeito gastroprotetor (tabela 5).

Os nervos sensiveis a capsaicina tém um importante papel nos
mecanismos de defesa da mucosa gastrica. Os receptores vanildides na
mucosa gastrointestinal estdo envolvidos na regulacdo da motilidade
gastroentérica, secrecao acida, aumento do fluxo sanguineo através da acao
do peptideo calcitonina gene-relacionado (CGRP), estimulagdo da secrecéo de
bicarbonato, muco e a manutencao da integridade da mucosa na presencga de
agentes nocivos (Szallazi et al.,1998). Neste modelo experimental foi possivel
observar que o OEC néo exerce sua acgao gastroprotetora através da ativagéao
dos neurdnios sensitivos de capsaicina, pois mesmo com o bloqueio dos
receptores VR-1 dos neurbnios sensitivos através do pré-tratamento com
Rhutenium red (RR) ndo foi observada a acao da gastroprotecéao exercida pelo

OEC (tabela 5). Além da capsaicina, outro mediador envolvido na
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gastroprotecao € o 6xido nitrico (NO) é sintetizado pela NO-sintase (NOS;) tem
um importante papel na modulacdo da defesa da mucosa gastrica como:
regulador na secrecao de muco (Brown et al., 1993), vasodilatador (Wallace e
Miller, 2000) e inibicao da agregacao de neutrofilos (Barnick et al., 1997). No
experimento que avaliou a participagdo do NO na protecao gastrica promovida
pelo OEC foi observado que mesmo com a inibicao da sintese do NO pela
acao do L-NAME bloqueando a NOS,, o OEC continuou exercendo seu efeito
(tabela 5), também nao foi observado nenhuma alteragcdo na expressédo desta
enzima nos animais tratados com OEC através da coloragcéao
imunohistoquimica, isso nos mostra que 0 mecanismo protetor do OEC nao
esta relacionado com a sintese de NO.

Dentre os fatores humorais existentes na mucosa, as prostaglandinas
(PG) mais especificamente a PGE, tem um importante papel na prote¢cdo da
mucosa, que exerce essa atividade estimulando a secrecdo de muco e
bicarbonato, mantém o fluxo sanguineo da mucosa e aumenta a resisténcia
das células epiteliais contra danos causados por citotoxinas (Hawkey &
Rampton, 1985). A figura 4 nos mostra que mesmo com a administragao de
um inibidor ndo-seletivo da COX (Indometacina 30mg/kg s.c) que
consequentemente causa uma diminuigdo dos niveis de PGEy, o OEC e o LIM
foram capazes de manter os niveis de PGE, semelhante ao dos ratos normais
sem alterar o0s niveis basais deste composto na mucosa gastrica.
Considerando que a sintese de muco é controlada pelas PGE,, a acéo
moduladora do OEC e LIM sobre a sintese de PGE, explica o fato destes

tratamentos terem aumentado a secrecdo de muco gastrico, aumentando a
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protecdo da mucosa gastrica, confirmando as agbes antiulcerogénica e

gastroprotetora do OEC e do LIM.

Concluséao

Através dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que as
acoes antiulcerogénica e gastroprotetora do éleo essencial de Citrus aurantium
(OEC) é devida a presenca do limoneno (LIM) que corresponde a cerca 97%
de sua composicao e que estes efeitos estao diretamente relacionados com um
aumento na produg¢do de muco gastrico relacionada com a acdo moduladora
que estes compostos exercer nos niveis de PGE,. Estes resultados tornam o
OEC e o LIM interessantes coadjuvantes as DAINE no tratamento de doencgas
inflamatorias crénicas, com a finalidade de se anular os efeitos gastricos

lesivos das mesmas sem prejuizos as fungoes fisiolégicas do estbmago.
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RESUMO

Este trabalho teve por finalidade avaliar a atividade de 6leo essencial de
Citrus aurantium (OEC 250 mg/kg) e seu componente majoritario o limoneno
(LIM 245 mg/kg) no processo de cicatriza¢ao de Ulceras gastricas induzidas por
acido acético em ratos com énfase na proliferacado celular e associando com a
atividade da COX-2 na mucosa gastrica. Os resultados mostram que o OEC e
o LIM apresentaram uma 6tima atividade cicatrizante da mucosa gastrica com
uma taxa de cura de 44% e 56%, respectivamente. Ambos os tratamentos
também promovem um aumento na altura do epitélio de cicatrizagéo, resultado
esse que foi confirmado pelo dado imunohistoquimico. Tanto o OEC quanto o
LIM promoveram um aumento de proliferagao celular, 0 aumento da expressao
de COX-2 na regiao da mucosa gastrica, estimulacao da proliferacdo de novos
vasos na margem da ulcera dos animais tratados e aumentaram a producéao de
muco gastrico que fortaleceu a barreira gastroprotetora. Podemos concluir que
o OEC e LIM tém uma excelente atividade cicatrizante da mucosa gastrica e
além disso, promovem uma melhora na qualidade da cicatrizagdo devido a um
aumento dos fatores protetoras da mucosa, o que resultou em uma melhor
organizagdo da estrutura dos epitélios dos animais tratados. Também podemos
concluir que o constituinte ativo responsavel pelo efeito cicatrizante no OEC € o
limoneno.

Palavras chave: cicatrizacao, Ulcera, Citrus aurantium
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INTRODUCAO

A Ulcera péptica € uma doenca que acomete cerca de 10% da populacao
mundial, sdo caracterizadas por lesdes na mucosa gastrica e duodenal
provocadas por um desequilibrio entre os fatores protetores (muco,
bicarbonato, fluxo sanglineo adequado, NO, prostaglandina, dentre outros) e
lesivos (pepsina, acido cloridrico, H.O», OH’, Oz, dentre outros) (Wallace &
Granger, 1996; Maity et al., 2003). Segundo Fan et al., (2005) a taxa de cura
das Ulceras pépticas esta em torno de 95% nos dias de hoje, mas a taxa de
recidiva da doencga esta entre 65-80% um ano apoés o tratamento e em cerca de
100% apds dois anos. A introducdo dos antagonistas de receptores H, e dos
inibidores de bomba proténica foi associada 4 um aumento na taxa de cura das
Ulceras, entretanto, o alto indice de recidivas apds estes tratamentos levou a
uma investigacado da qualidade da cicatrizagdo das Ulceras tratadas com estas
drogas, e hoje se sabe que a reducao dos fatores protetores da mucosa € um
dos motivos responsaveis pela baixa qualidade de cicatrizacdo das Ulceras
promovidas por estas drogas (Higuchi et al., 2006), justificando assim, o alto
grau de recidivas apds estes tratamentos. Dados mostram que as ulceras
cicatrizadas espontaneamente ou depois do uso de cimetidina (antagonista Hy)
sdo precariamente vascularizadas e tém de 2-3 vezes menos densidade de
vasos sanguineos novos do que no tecido normal, acreditando-se ser uma das
razdes da recorréncia (Szabo & Vincze, 2000).

Ainda ndo ha uma droga que produza uma total remissdo das Ulceras
gastroduodenais (Akimoto, et al. 2005), isso justifica a necessidade da busca
de novas moléculas que tenha agéo gastroprotetora e que também promovam
uma melhora na qualidade da cicatrizagcdo da mucosa gastrica, promovendo

um aumento nos fatores protetores a fim de se evitar as frequentes recidivas.
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O Citrus aurantium L. (familia Rutaceae), popularmente conhecido como
laranja-amarga ou laranja-azeda € uma das espécies mais empregadas para
usos medicinais no Brasil (Corréa, 1978). As partes mais utilizadas com fins
medicinais pela populacdo sédo as cascas dos frutos, flores e folhas. Estudos
anteriores ja comprovaram o efeito gastroprotetor do 6leo essencial de Citrus
aurantium (OEC) e do limoneno (LIM) seu composto majoritario (Moraes et al.,
2008). Este presente trabalho teve por finalidade avaliar a atividade cicatrizante
do OEC e do LIM nas ulceras gastricas implantadas no estdmago de ratos pela
administracao de acido acético (Okabe & Agamase, 2005).

Sabe-se que 0 OEC e o LIM sao capazes aumentar os fatores protetores
da mucosa géastrica como PGE2 e muco (Moraes et al., 2008 dado n&o
publicado) justificando assim a avaliagdo destes compostos no tratamento da

Ulcera cronica.

MATERIAL E METODOS
Oleo essencial

Apds a coleta dos frutos realizada no Departamento de Botéanica da
Unesp-Botucatu, a espécie vegetal foi identificada BOTU 23123. As cascas dos
frutos de Citrus aurantium L. foram submetidos a extragdo do 6leo essencial
por arraste por vapor d’adgua com a utilizagdo de um aparelho do tipo Clevenger
(Marconi S.A.). O material vegetal (casca dos frutos) foi misturado com agua
destilada dentro de um baldo volumétrico (5 L) e posto sobre uma manta
aquecedora até a ebulicdo. O 6leo essencial (OEC) obtido foi armazenado em
frasco ambar a 5°C até a realizacdo dos experimentos farmacolégicos e

analises fitoquimicas.
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Doses

As doses utilizadas durante o tratamento de 14 dias foram de 100 mg/kg
para cimetidina (droga controle), 250 mg/kg para OEC e 245 mg /kg para LIM,
doses escolhidas por serem as doses mais efetivas dos compostos ja avaliados
anteriormente, a dose do LIM foi calculada levando em consideracdo a sua

proporcao (97%) no OEC ( (Moraes et al, 2008 dado n&o publicado).

Animais

Para os experimentos de indugdo de lesdes gastricas experimentais,
foram utilizados ratos machos Wistar (150-200g) provenientes do Biotério
Central da UNESP - Botucatu, aclimatados as condi¢ées do biotério setorial
(Departamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu) por pelo menos sete dias
antes da manipulagdo experimental, sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-
escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados com ragdo Guabi®
destrusada e agua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos
protocolos experimentais submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica em

Experimentagcédo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

Ulceras induzidas por Acido Acético

A metodologia foi feita segundo descricdo de Okabe & Agamase,
(2005), onde ratos machos Wistar (150-180g) foram submetidos a jejum de 24
horas. Os animais foram aleatoriamente divididos em 3 grupos. Apds
anestesia, a parede anterior do estbmago foi exposta e um volume de 0,05 ml

de acido acético a 30% foi injetado na camada submucosa da jungao do fundo
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com o antro. Imediatamente em contato com o acido, houve a formagao da
lesdo hemorragica profunda. Logo em seguida, realizou-se a sutura e 24h apds
a cirurgia os animais foram tratados diariamente durante 14 dias com o veiculo
(tween 80 a 8%), cimetidina (100 mg/kg), OEC (250 mg/kg) e LIM (245 mg/kg).
Apoés o tratamento de 14 dias, todos os animais foram mortos e os estdbmagos
retirados, para avaliacao da area de cicatrizacdo. Amostras do estbmago e da

regiao lesada foram coletadas para a analise histoldgica.

Analises Morfoldgicas

Avaliagdo macroscopica
Os estbmagos dos animais submetidos aos tratamentos, apds sua

retirada, foram abertos pela curvatura maior € as areas das lesdes foram
medidas em unidades de area (U.A) com auxilio do programa AVSoft BioView.
Microscopia de luz

O material destinado a microscopia de luz foi fixado em solugao de
ALFAC (formalina 30%; 4&lcool 80%; acido acético). As pecas foram
desidratadas e incluidas em paraplast. Posteriormente, os blocos foram
cortados em 7 um de espessura em micrétomo de maneira semi-seriada. As
laminas cortadas por esse método semi-seriado foram submetidas a coloracao
de hematoxilina e eosina (H&E) (Behmer et al., 1976), sendo destinadas as
analises morfolégica e morfométrica.

Morfometria
A analise morfométrica foi feita no analisador de imagens acoplado a um

microscopio. As medidas das areas de regeneracao e da mucosa normal foram
feitas por medidas lineares da luz até a muscular da mucosa, seguindo a

metodologia descrita por Ishihara & Ito (2002), com modificacdes.
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Imunohistoquimica

Os cortes histologicos foram desparafinizados e re-hidratados,
posteriormente foram submetidos a recuperacdo antigénica. Apds esta
recuperacao antigénica, os cortes foram colocados em solucédo de bloqueio da
reacdo. Em seguida, as laminas receberam tratamento com anticorpos,
obedecendo aos protocolos propostos pela Santa Cruz Biotechnology,
fornecedora do anticorpo. Foram utilizados anticorpos anti-PCNA Proliferating
Cell Nuclear Antigen — (marcador de divisdo celular), anti-COX-2
(ciclooxigenase-2) e anti-VEGF Vascular endothelial growth factor - (marcador

de endotélio vascular).
Microscopia eletrénica

Amostras de estdmagos foram fixados em 3% glutaraldeido em solugcao
PBS, pds-fixados em solugdo osmium e secgdes ultrafinas foram obtidas pelo
corte no ultramicrotomo Ultra Cut UCT-Leica, as amostras foram coradas com
acetato de uranila e citrato de chumbo (Reynolds, 1963) e observadas em
microscopio eletrénico Philips modelo CM 10 da Laboratério de Microscopia

Eletrénica — Instituto de Biociéncias Unesp — Botucatu.

Avaliacao da atividade téxica sub-aguda

Como parametros adicionais de atividade biologica, foram avaliados os
possiveis efeitos toxicos sub-agudos do OEC e LIM nos animais tratados
durante 14 dias. Os parametros analisados foram: mortalidade, evolucao do
peso corporal e andlise macroscopica dos 6rgaos vitais: coragédo, pulmdes,
figado, baco e rins. Além disso, o sangue dos animais foi coletado para andlise

de alteragdes de parametros bioquimicos e enzimaticos, que compreenderam a
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avaliacao dos niveis séricos de glicose, y-GT (gama glutamiltransferase), uréia,
creatinina, AST (aspartato aminotransferase) e ALT (alanina aminotransferase).

A andlise foi realizada analisador bioquimico SBA-200, CELM, Brasil.

RESULTADOS

Os resultados apresentados na tabela 1 evidenciam a acao cicatrizante
do OEC e do LIM na mucosa gastrica ao promoverem 44 e 56% de cicatrizacao
respectivamente. Podemos observar que o0s dois compostos analisados
apresentaram tanto uma redugdo significativa no tamanho das lesdes em
relacdo aos animais controle, como também um aumento na altura do epitélio

de regeneragéo.

Tabela 1 - Efeito do oleo essencial de C. aurantium (OEC) e do limoneno
(LIM) sobre o processo de cicatrizacao em lesdes causadas por acido
acético em rato

Tratamentos Doses N Areadalesdo % de cicatrizacdo Altura epitélio de

(p.o.) (mg/Kg) (UA) cicatrizacao (um)
Veiculo - 5 233,6+20,3 - 1511,3 £ 50,0
Cimetidina 100 5 126,4+38,5" 45,9 1271,1 £ 35,1

OEC 250 5 130,0+29,1* 44,3 1960,0 + 66,4**

LIM 245 5 102,2+13,4* 56,2 1995,4 + 98,5**

ANOVA seguido de Teste de Dunnett: Area da lesdo F24=5,71 (*P<0,05) (**P<0,01) . Altura
epitélio: ANOVA F53,7=28,19 (**P<0,01).

Na andlise histoldgica, a fotomicrografia de H&E (figura 1) mostra que o
grupo A tratado com veiculo, apresenta dilatacdo das glandulas (#) com pouco
material sendo secretado na luz (*). J& os animais tratados com cimetidina (B),
se observa uma dilatagdo das glandulas gastricas (#) e um aumento do produto

de secrec¢ao na luz (*). Nas imagens C (grupo tratado com OEC 250 mg/kg) e D
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(grupo tratado com LIM 245 mg/kg), observa-se a presenga de muita secrecao
no interior das glandulas gastricas assim como uma melhor organizacao
estrutural das mesmas (alinhadas e enfileiradas). As setas na figura 1 indicam
as regides de regeneracao da mucosa gastrica, que foram utilizadas na analise

morfométrica.

Figura 1 — Cortes histoldgicos de les6es estomacais produzidas por acido
acetico em ratos corados com H&E para avaliacao do efeito de
cicatrizacao do OEC e do LIM, barra = 100 um. A= veiculo, B= cimetidina,
C= OEC e D= LIM. As setas indicam a area utilizada como parametro
morfométrico (altura) da regiao de regeneracao em lesGes gastricas
causadas por acido acético em ratos.

Na figura 2, nota-se que os nucleos PCNA positivos sdo marcados pela
reacao com a cor marrom. Os animais tratados com OEC (fig 2C) e LIM (fig2D),
apresentam um maior numero de células marcadas. Ja& os animais tratados
com veiculo (fig.2A) ou cimetidina (fig.2B) ndo apresentam a mesma
intensidade de marcacao para este anticorpo. Estes resultados denotam que
ocorreu um expressivo aumento de proliferacdo celular na regido de
cicatrizacdo da mucosa géstrica dos animais submetidos ao tratamento com

OEC e LIM.
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Figura 2 - Andlise imunohistoquimica de PCNA da mucosa gastrica de
ratos submetidos ao tratamento com OEC e LIM. Cortes histoldgicos
barra = 20 pm. A= veiculo, B= cimetidina, C= OEC e D= LIM

Na figura 3, os vasos sanguineos ficam evidenciados pela positividade
ao anticorpo VEGF nos animais tratados com OEC (fig 3C) e LIM (fig 3D),
respectivamente. Na analise imunohistoquimicas, verificou-se um aumento
expressivo na densidade dos vasos sanguineos na regido da submucosa nos

animais que foram tratados com OEC e LIM.

Figura 3 - Analise imunohistoquimica de VEGF da mucosa gastrica de
ratos submetidos ao tratamento com OEC e LIM. A= veiculo, B=
cimetidina, C= OEC e D= LIM. As setas apontam vasos sanguineos.

Na figura 4, as células COX-2 positivas sdo marcadas pela reagao com a
cor marrom. Ficou evidenciado nas figuras 4C e 4D o aumento para marcagao

das laminas para COX-2 na mucosa dos animais tratados com OEC e LIM.
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Figura 4 - Analise imunohistoquimica de COX-2 da mucosa gastrica de
ratos submetidos ao tratamento com OEC e LIM. Cortes histoldgicos
barra = 20 pm. A= veiculo, B= cimetidina, C= OEC e D= LIM

A andlise das laminas em microscopia eletrénica apontou para a presencga
de uma grande quantidade de muco nas glandulas gastricas dos animais
tratados com OEC (fig 5C e 5D) As setas apontam para a presenca de grande

quantidade de glandulas dilatadas com muco em seu interior.

submetidos ao tratamento com OEC e LIM. A= veiculo, B= cimetidina, C=
OEC e D=LIM

Ao final do tratamento de 14 dias consecutivos, o sangue dos animais foi
coletado para a dosagem de parametros bioquimicos que poderiam apontar
alguma toxidade do OEC e do LIM. Os resultados apontados na tabela 2 nao
mostram nenhuma alteracao dos animais tratados com OEC e LIM em relacao
ao grupo tratado com veiculo nos pardmetros analisados. Também foi feita
uma pesagem dos 6rgaos vitais (coracao, pulmao, figado, rins e pancreas) que
também nao apresentou nenhuma diferenca significativa. Durante os 14 dias

de experimento os animais foram pesados diariamente para um
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acompanhamento da evolugdo do peso corporal. Os animais tratados com
OEC e LIM apresentaram uma evolugdo de peso corporal semelhante aos

animais tratados apenas com veiculo.

Tabela 2: Quantificacao bioquimica de aspartato aminotransferase (AST),
alanina aminotransferase (ALT), gama glutamiltransferase (y-GT),
creatinina, uréia e glicose de animais submetidos ao tratamento com OEC

e LIM durante 14 dias consecutivos.

Tratamentos Dose AST ALT v-GT  Creatinina Uréia  Glicose
(p-0.) (mg/kg)

Veiculo - 413,1+18,1 638+9,77 986+27  05+02  454+16 242+46

Cimetidina 100 431,4+387 585+70 102t44  03+02  456+17 288+33

OEC 250 489,7+983 725+92 92+36 03+0,2  44,0+17 23,6+47

LIM 245 402,3+104 757+25 13,8+12  02%0,1  457+22 296+37

Valores expressos em média + E.P.M. Para AST (aspartato aminotransferase), ALT (alanina
aminotransferase e y-GT (gama glutamiltransferase): valores em U/L. Para creatinina, uréia e
glicose: valores em mg/dL. ANOVA - teste de Dunnett; p>0,05 em relagdo aos outros grupos

do mesmo periodo. n = 5.

DISCUSSAO

A inducéo de Ulceras por &cido acético € o modelo mais similar de Ulceras
gastricas em humanos (Okabe & Agamase, 2005). O processo de cicatrizagao
das ulceras pode ser dividido em 3 fases: 0-3 dias, fase do desenvolvimento da
tlcera com necrose do tecido, implantacao da Ulcera, infiltracdo inflamatéria e
formagcdo da margem da Uulcera; 3-10 dias, fase rapida da cicatrizagdo
envolvendo migracédo de células epiteliais e contragéo da base da ulcera; 10-20
dias, fase lenta da cicatrizacdo que compreende angiogénese, remodelacao
dos tecidos de granulacdo e completa re-epitelizagcdo da cratera da Ulcera

(Schmassmann, 1998).
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Histologicamente a Ulcera géastrica consiste em duas estruturas: a
margem da ulcera formada pela borda adjacente ndao necrosada e que delimita
a area da lesao, e a base da ulcera que é composta pelo tecido necrosado. A
cicatrizacdo da ulcera é um processo complexo no qual esta envolvido a
migragao e proliferacdo celular, re-epitelizacdo, angiogénese e formacao do
tecido de granulacdo. Todos estes processos sao controlados pelos fatores de
crescimento, fatores de transcricao e citocinas. O tecido de granulagao consiste
na proliferacao de células do tecido conjuntivo como macréfagos, fibroblastos,
e células endoteliais, formando microveias através do processo de
angiogénese (Tarnawski, 1991). O crescimento do tecido de granulacdo e a
formacdo de uma nova rede microvascular é estimulado por FGF, VEGF,
PDGF, angioproteinas e citocinas (Tarnawski et al., 2001).

Os resultados apresentados neste trabalho mostram que os animais
tratados durante 14 dias com OEC e LIM tiveram uma reducao significativa na
area de lesdo, com taxa de cicatrizacdo de 44% e 56%, respectivamente
(tabela 1) em relagdo aos animais tratados somente com o veiculo. Também foi
observado que os animais tratados com OEC e LIM apresentaram um aumento
significativo na altura do epitélio de regeneragdo em relagdo ao grupo controle
que recebeu apenas veiculo. Essa diferenca na altura do epitélio de
regeneragdo denota uma grande proliferacdo celular no local da Ulcera, que
contribui para a formagdo de um novo epitélio e conseqlentemente
cicatrizagdo da lesdo. Neste trabalho foi possivel evidenciar que apesar dos
animais tratados com cimetidina terem apresentado taxas de cicatrizacao
semelhante aos animais tratados com OEC e LIM, a altura do epitélio de

regeneracado nao favoreceu o processo de cicatrizagao destes animais.
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Com o intuito de avaliar a qualidade da cicatrizagdo promovida pelo OEC
e LIM foram realizadas cortes histologicos corados com HE e analises
imunohistoquimicas para proteinas e enzimas envolvidas no processo de
cicatrizacao (Proliferating Cell Nuclear Antigen — PCNA, Vascular Endothelial
Growth Factor —-VEGF e Ciclooxigenase-2 COX-2).

Na figura 1 (coloracdo HE) foi possivel observar que os animais tratados
com OEC e LIM apresentaram uma maior renovacao epitelial na margem da
Ulcera e ocorreu a formagédo ordenada de glandulas gastricas na regido. O
mesmo nao0 ocorreu com 0S animais que receberam apenas o veiculo ou
mesmo aqueles tratados com a droga padrao cimetidina. Os tratamentos com
OEC e LIM também promoveram um alongamento das glandulas mucosas
localizadas na regido de regeneracdo, mostrando assim uma melhora na
qualidade das estruturas glandulares do epitélio de regeneracéao, este fato é
muito importante afim de se evitar as recidivas. Segundo Tarnawski, (2005) a
desorganizacao glandular e vascular, a dilatacao das glandulas gastricas e
aumento de tecido conectivo sao as principais anormalidades causadoras da
recorréncia das Ulceras gastricas.

A coloragdo para PCNA mostrou que tanto o OEC quanto LIM
promoveram um aumento na proliferagdo celular na regido de regeneracao
(figura 2). Isso explica o fato dos animais que receberam esses tratamentos
terem apresentado uma maior altura do epitélio de regeneragéo (tabela 1). A
proliferagdo celular é de grande importancia para a reconstituicdo da mucosa
gastrica. Estudos sugerem que o balango entre proliferacao e apoptose celular
seja de grande valia na manutencao da integridade da mucosa gastrica (Reed,

2000).
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A diminuicdo da quantidade de vasos é um fator predisponente ao
aparecimento de ulceras (Szabo & Vincze, 2000), pois acarreta em hipdxia e
anoxia tecidual. Assim, tratamentos que conferem aumento na densidade dos
vasos possuem um papel importante na manutencdo e/ou regeneracao da
mucosa gastrica. A imunohistoquimica para VEGF mostrou uma angiogénese
maior na borda das lesées dos animais tratados com OEC e LIM (figura 3) em
relagdo aqueles tratados com veiculo ou mesmo com cimetidina (droga
padrdo). A angiogénese € essencial para o processo de cicatrizagcdo, pois 0s
Novos vasos irdo suprir as novas células e promovendo assim o crescimento
epidermal (Sanches-Fidalgo et al., 2004). Nossos resultados tanto com OEC
quanto com LIM reforcam a acdo cicatrizante e regeneradora destes
compostos na recomposi¢ao e cicatrizagdo da mucosa gastrica.

A marcacao para COX-2 (figura 4) mostrou uma maior expressao desta
enzima nos animais tratados com OEC e LIM. Segundo Konturek et al., (2005)
a COX-2 expressa na margem da ulcera tem um importante papel na processo
de cicatrizacdo, visto a PGE: originado pela COX-2 aumenta a proliferacao
celular, promove a angiogénese e a restauracao da integridade da mucosa.
Sabe-se que tanto o OEC quanto o LIM tem uma atividade moduladora na
producédo de PGE, na mucosa gastrica (Moraes et al., 2008). Este aumento da
expressado de COX-2 justifica 0 aumento da proliferacédo celular, o0 aumento da
angiogénese na regido da mucosa gastrica que culminaram no aumento da
cicatrizagdo e uma melhora na qualidade desta cicatrizacdo nos animais
tratados com OEC e LIM. O aumento da empressao de COX-2 também justifica
a maior quantidade de muco protetor no estbmago dos animais tratados com

OEC e LIM. A figura 5 aponta as glandulas dos estdmagos dos animais
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tratados com OEC e LIM onde é evidente a grande quantidade de muco
secretado para a luz das glandulas. Essa capacidade de aumentar a secrecao
de muco protetor exercido pelo OEC e pelo LIM ja foi comprovada
anteriormente em seu papel gastroprotetor (Moraes et al., 2008). Um aumento
na secrecdo de muco é de grande importancia para acelerar o processo de
cura das Ulceras, visto que ele forma uma barreira protetora nas células
epiteliais recentemente formadas protegendo-as de agente agressores como o
pH acido e enzimas proteoliticas presentes no suco gastrico (Valcheva-
Kuzmanova et al., 2005).

Quanto & avaliagdo da toxicidade sub-aguda foi observado que o
tratamento por 14 dias com OEC e LIM nao apresentou toxicidade. Nao foram
encontradas diferengas significativas na evolugao do peso corporal dos animais
submetidos aos diferentes tratamentos. Os 6rgaos vitais (coracdo, pulmoes,
baco rins e figado) ndao apresentaram diferencas significativas de peso e as
dosagens bioquimicas também nao apresentaram nenhuma modificacdo
consideravel (Cury et al.,, 2005) (tabela 2). Estes resultados sdo de grande
importancia, visto que, o tratamento da uUlcera € longa duracdo e alguma
alteracdo nos parametros analisados poderia inviabilizar uma possivel

utilizagdo dos compostos analisados no tratamento da tlcera péptica.

CONCLUSAO

A partir dos resultados obtidos neste trabalho podemos concluir que tanto
o OEC quanto LIM apresentaram uma capacidade cicatrizante da mucosa
gastrica com um significativo aumento da qualidade da cicatrizacdo. Também

ficou claro que a agao cicatrizante da mucosa gastrica do OEC é idéntica a do
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limoneno (LIM) seu constituinte majoritario, visto que apresentaram as mesmas
respostas no modelo de indugéo de Ulceras géastricas por 4cido acético. Tanto o
OEC quanto o LIM também nao apresentaram nenhum indicio de toxidade
durante os 14 dias de tratamento, tornando-os desta forma um tratamento
eficaz e segura na cura de Ulceras gastricas.

Desta forma podemos concluir que a atividade cicatrizante da mucosa
gastrica promovida pelo éleo essencial de Citrus aurantium (OEC) é devido a

presenca do limoneno (LIM).
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V - ANEXO
V-1 Material e métodos

Atividade antiulcerogénica
a- Determinacao imunohistoquimica de VIP (peptideo vaso instetinal),

SOD (super-oxido desmutase) e NOS, (o0xido nitrico sintase) - Apds a
inducao de ulceras por etanol segundo Morimoto et al., (1991). Amostras dos
estdbmagos foram coletadas para a andlise imunohistoquimica. O material foi
fixado em solucao de ALFAC (formalina; alcool 80%; acido acético), incluidas
em paraplast e posteriormente cortadas (7um). Em seguida as laminas
receberam tratamento com anticorpos para SOD e NOS,, obedecendo aos

protocolos propostos pela Santa Cruz Biotechnology, fornecedora do anticorpo.

b- Avaliacao do OEC e CIC contra Helicobacter pylori - Devido a
importancia da H. pylori na patogénese das Ulceras gastricas também foi
avaliada a acao antibidtica do OEC contra este agente segundo modelos de
Ellof, (2002), Palomino, (2002) utilizando-se a cepa ATCC43629 isolada de
duodeno de individuos ulcerados. Foram utilizadas diluicbes seriadas do OEC
e se observarou até qual diluicdo a bactéria se desenvolveu para assim se

determinar a concentracao inibitéria minima (CIM) da substancia analisada.

c- Western Blooting - A transferéncia eletroforética das proteinas do gel para
a membrana de nitrocelulose foi realizada em tampao de transferéncia (glicina
192mM, Tris-HCI 25mM, SDS 0,1% e etanol 18%) por 3 h, a 35 V. Apéds a
eletrotransferéncia, a membrana foi corada com Ponceau [Ponceau R (Sigma)
0,2% em acido tricloro-acético a 3%). Posteriormente a membrana foram

sondadas para verificagdo de NOs.
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Avaliacao da atividade antiinflamatoria
d- Edema de pata induzido por carragenina (Levy, 1969; Henriques et al.,

1987) - Os animais foram submetidos a jejum prévio de 6 horas, tratados
oralmente com: veiculo (tween 80 a 8%), DAINE (Piroxicam 30 mg/kg), DAINE
+ OEC (250 mg/kg) e OEC. Os tratamentos foram feitos 1 hora antes da
injecdo subcutanea de 50ul/pata de carragenina (Sigma) a 1% na regiao
subplantar da pata posterior direita e 50uL de solugéo salina a 0,9% na pata
contra-lateral. Decorridas 1, 2, 3, 4, 5 e 6 horas da injecdo de carragenina, o
volume das patas (abaixo da articulagéo tibio-tarsica) foi medido com o auxilio
do pletismométro (Ugo-Basile) e o edema produzido pela carragenina dado
pelo deslocamento de volume. Os resultados foram dados pela diferenca de

volume deslocado entre as patas carragenina e salina em mL.

e- Analise estatistica

Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrdo da
média (e.p.m) dos parédmetros obtidos. Os valores médios obtidos foram
submetidos a andlise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelo teste de

Dunnett ou Tukey, com nivel de significancia minimo de P < 0,05.

V-2 Resultados e discussao
Atividade antiulcerogénica

Para se avaliar a atividade antiulcerogénica dos compostos majoritarios
de Citrus aurantium (CIC) foi realizado o modelo de inducao de Ulceras por
etanol absoluto em ratos e HCl/etanol em camundongos. Para o célculo das

doses dos CIC foram respeitadas as proporcdes destes compostos no 6leo
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bruto que séo: 98% limoneno, 1,5% mirceno e 0,5% de octanal. Sendo assim
as doses utilizadas foram: limoneno de 245 mg/kg, mirceno de 3,75 mg/kg e
octanal de 1,25 mg/kg.

No modelo inducdo de Ulceras por etanol absoluto em ratos foi
observado que o grupo de animais tratados com octanal ndo apresentou
atividade antiulcerogénica na dose avaliada. Porém o mirceno apresentou 62%
de protecdo e o limoneno 100% de protecao em relacdo ao controle (veiculo)

(gréfico 1).

Grafico 1: Atividade antiulcerogénica dos CIC no modelo de inducao de
ulceras por etanol absoluto em ratos.
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Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
Teste de Dunnet **p<0.01.

No modelo de indugcdo de lesdao gastrica por HCl/etanol em
camundongos (grafico 2) os CIC apresentaram uma agédo semelhante a
observada no modelo de etanol absoluto em ratos, sendo que o mirceno
apresentou uma porcentagem de protecdo de 50% e o limoneno de 96%,
confirmando assim atividade gastroproteora destes dois compostos frente ao

etanol acidificado.

68



Grafico 2: Atividade antiulcerogénica dos CIC no modelo de

inducao de ulceras por HCl/etanol em camundongos.
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Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
Teste de Dunnet *p<0,05 e **p<0.01.

Através dos resultados apontados na tabela 3 podemos confirmar a
atividade gastroprotetora do mirceno frente as Ulceras gastricas induzidas por

etanol absoluto, visto que 0 composto obedeceu a uma curva dose-efeito.

Tabela 1: Curva dose-efeito do Mirceno no modelo de ulcera gastrica

induzida por etanol absoluto.

Modelo Tratamentos Dose N U.A Protecao %
experimental (v.0.) (mg/kg) (mm?)
Etanol absoluto Veiculo - 5 160,01 £ 11,59 -
Carbenoxolona 100 5 2,55+ 1,59** 98,4
Mirceno 1,9 5 65,14 + 28,89 59,2
3,75 5  48,45+18,11* 69,7
7,5 5 13,84 £ 3,57** 91,3

Unidade de &rea lesada (UA) média + e.p.m. Diferencga significativa do grupo controle ANOVA,
Teste de Dunnet. **p<0.01.
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Os resultados apontados na tabela 2 mostram que o mirceno nao
apresentou atividade frente ao modelo de Ulceras gastricas induzidas por
DAINE, o mirceno também ndo apresentou alteracbes significativas nos
modelos de: ligadura de piloro com tratamento oral e intraduodenal,
quantificacdo de gastrina, quantificacdo de PGE. na mucosa gastrica,
quantificacdo de muco gastrico, quantificacdo de GSH, atividade antioxidante
por lipoperoxidacdo in vitro. A partir destes resultados foi descartada a
participagdo do mirceno atividade gastroprotetora do OEC. Apesar da presenca
da acao gastroprotetora do mirceno nos modelos de indugdo de Ulceras
gastricas por etanol e HCl/etanol novos estudos devem ser realizados no intuito

de caracterizar sua agéo gastroprotetora.

Tabela 2: Atividade antiulcerogénica do Mirceno no modelo de inducao de
ulceras por DAINE em ratos.
Veiculo Cimetidina Mirceno

(100 mg/kg) (3,75 mg/kg)
749+152 1,7+1,07* 57,25 £ 12,90

Unidade de area lesada (UA) média + e.p.m. p>0,05

Nos testes para avaliar a atividade antibacteriana contra Helicobacter
pylori o OEC nao apresentou atividade contra esta bactéria, pois o seu MIC
(concentracao inibitéria minima) foi superior a 500ug/ml> Ellof e col. (1998)
consideram que para apresentar uma agao antibacteriana efetiva, 6leos
essenciais ou extrato devem apresentar um MIC menor ou igual a 100 pg/ml.

Em vista da semelhante acdo entre 0 OEC e seu composto majoritario
nos modelos realizados anteriormente, foi realizado um modelo experimental

para se avaliar a curva dose do LIM e foi constatado que o LIM tem uma agéo
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antiulcerbgenica idéntica a do OEC, com as porcentagens de protecdo muito
semelhantes (tabela 3).

Tabela 3: Curva dose-efeito do LIM no modelo de ulcera gastrica induzida
por etanol absoluto.

Modelo Tratamentos Dose N U.A Protecao
experimental (v.0.) (mg/kg) (mm2) (%)
Etanol absoluto Veiculo - 5 225,72 + 45,44 -
Carbenoxolona 100 5 3,26 + 2,05** 98,5
Lim 61,2 5 107,23+32,79* 52,5
122,5 5 2,87 £ 1,42* 98,7
245 5 0,0 £0,0** 100

Unidade de area lesada (UA) média £ e.p.m. Diferenca significativa do grupo controle ANOVA,
teste de Dunnet *p<0,05 e **p<0.01.

Na tentativa de elucidar os mecanismos antiulcerogénicos do OEC e de
seus compostos isolados foram realizadas marcacdes imunohistoquimicas de
amostras de estdmagos dos animais submetidos a inducdo de Ulceras
gastricas por etanol absoluto. Foram realizadas marcacoes para: VIP (peptideo
intestinal vaso-ativo), NOs (6xido nitrico sintase) e SOD (super-6xido
desmutase) mas nenhum dos tratamentos (OEC, Limoneno e Mirceno)
apresentou diferengas em relacdo aos animais tratados com veiculo e desta
forma podemos descartar a participagcdo destas vias na atividade

antiulcerogénica do OEC.

Atividade cicatrizante

Os resultados apresentados na tabela 4 indicam que a atividade
cicatrizante do OEC € devida a acdo do limoneno, visto que os outros
compostos (mirceno e octanal) ndo apresentaram atividade cicatrizante da
mucosa gastrica no modelo de Ulceras induzidas por acido acético em ratos.
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Tabela 4 - Efeito do Mirceno e do Octanal sobre o processo de
cicatrizacao em lesdes causadas por acido acético em rato

Tratamentos Doses N Area da lesao

(mg/Kg) (UA)
Veiculo - 5 233,6 + 20,3
Cimetidina 100 5 126,4+38,5*
Mirceno 3,75 5 227,80+20,35
Octanal 1,25 5 2238+17,41

ANOVA seguido de Teste de Dunnett: * p<0,05

Na tentativa de avaliar os mecanismos cicatrizantes do OEC e de seus
compostos isolados foram realizadas marcagdes imunohistoquimicas para
gastrina, somatostatina e HSP (heat shock protein) além um western blooting
para avaliar a expressdo de NOs (NO-sintase) na mucosa dos animais
ulcerados e tratados durante 14 dias com estes compostos. Mas nao foi
observada nenhuma alteragdo na expressdo dos parametros analisados em

relacdo aos animais tratados com veiculo.

Figura 1- Western blooting de NOs na mucosa gastrica de animais

tratados com OEC e CIC.

Mirceno Limoneno OEC Cimetidina Veiculo
¥ 3 ¥ X _ ¥ X ¥ X v
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Atividade antiinflamatoéria

A partir dos dados obtidos podemos concluir que o OEC apresentou
atividade frente as ulceras gastricas induzidas por DAINE, além de manter os
niveis de PGE2 normais mesmo com a administracdo destas drogas. As
propriedades grastrointestinais lesivas das DAINE continuam a ser o maior
impedimento do uso destes no tratamento de doencas inflamatérias como a
artrite reumatéide (Avila et al., 1995). Portanto, um medicamento que possua
acao antiinflamatéria associada & uma agdo gastroprotetora seria
extremamente 0til. Em vista disso, foi avaliado se o OEC poderia ser um
possivel adjuvante a ser utilizado em associacdo com as DAINE a fim de se
evitar os efeitos colaterais lesivos das DAINE. , realizou-se o modelo de
inducdo de edema de pata em ratos, para avaliar se o OEC também exerce
atividade antiinflamatéria isoladamente e/ou em associagdo com DAINE.

A partir dos resultados expressos na figura 2 é possivel observar que a
associacdo do OEC juntamente com as DAINE é capaz de reduzir
significativamente a agcdo edematogénica do agente flogistico carragenina. Esta
acao conjunta entre o 6leo e a DAINE foi mais efetiva do que somente o
tratamento com DAINE tanto na intensidade quanto na duracdo do efeito

antiinflamatoério.
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Figura 2 — Avaliacao da interferéncia do OEC na atividade antiinflamatéria

das DAINE no modelo de inducao de edema de pata por carragenina.
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Diferenca volume de pata (ml) média *+ e.p.m. Diferenca significativa do grupo controle ANOVA,

teste de Dunnet *p<0,05 e **p<0.01.

Os resultados expressos na figura 3 mostram que o OEC por si tem uma
atividade antiinflamatoria nas 2 primeiras horas ap6s a indugdo do edema de
pata, segundo Di rosa et al., (1971) o processo inflamatério no edema de pata
em ratos é caracterizado por duas fases: a imediata que € caracterizada pela
liberacao de histamina, bradicinina e 5-hidroxitriptamina e a fase tardia que é
sustentada pela liberacdo de prostaglandinas. Podemos concluir através
destes resultados que o OEC atua diretamente sobre a fase imediata da

inflamag&o diminuindo a liberacao destes mediadores inflamatorios.
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Figura 3 — Avaliacao da atividade antiinflamatéria do OEC no modelo de

inducao de edema de pata por carragenina.

2,5 a— N
// \/!

=
wu ~a

=
&
g / % %
g 1 —@— CONTROLE
I}
OEC
0,5
*
0 T T T T T 1
1 2 3 4 5 6

Tempo (h)

Diferenca volume de pata (ml) média *+ e.p.m. Diferenca significativa do grupo controle ANOVA,

teste de Dunnet *p<0,05 e **p<0.01.

Esses resultados juntamente com os resultados na figura 2 reforcam a
opcao levantada da utilizacdo do OEC como adjuvante nos tratamentos
cronicos das inflamacdes com DAINE. Através de todos os resultados obtidos
neste trabalho o OEC além de potencializar a ag&o antiinflamatoria das DAINE

exerce uma agao gastroprotetora efetiva na mucosa.

VIl - CONCLUSAO
A partir dos dados levantados no projeto podemos concluir que:
- O mecanismo de agao do OEC esta relacionado com sua acao moduladora
na producao de PGE; e conseqliente aumento na produgcdo de muco gastrico.
- O mecanismo da atividade cicatrizante envolve o aumento da expressao de

COX-2, proliferacao celular, angiogénese € muco gastrico.
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- A molécula ativa do OEC € o limoneno, tanto na gastroprotecdo quanto na
atividade cicatrizante.
- O OEC apresenta atividade antiinflamatéria

A partir dos resultados do projeto, podemos afirmar que o OEC é um
interressante adjuvante na utilizacdo das DAINE, com a finalidade de anular
seus efeitos lesivos na mucosa gastrica bem como um potencializador do efeito

das mesmas.
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