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RESUMO

O presente trabalho teve como objetivos testar a atividade gastroprotetora de Ulceras
gastricas e mecanismos de acéo do 6leo essencial de Croton cajucara (CC), do 6leo essencial
de Citrus lemon (CL) e dos constituintes majoritarios de CL, que s@o o Limoneno (L) e o B-
pineno (P). Assim, foram realizados modelos de inducdo de Ulcera géstrica por etanol
absoluto para CL, L, P e CC e por droga anti-inflamatéria ndo esteroidal (Indometacina) para
CL, L e P. Todos os resultados foram expressos em média + epm (p<0.05). No modelo de
indugdo de Ulceras por etanol absoluto, a &rea das lesdes (mm?) foi 0.00 + 0.00** para CL, L e
CC (100% de gastroprotecéo), 73.20 + 27.32 para P, que ndo exerceu efetiva gastroprotegéo
(53.26%), 22.27 + 8.21** para o controle positivo (85.80%) e 156.60 + 36.30 para o veiculo.
O escore microscopico indicou excelente preservacdo da mucosa por CL**, L*** e CC***, A
area de marcagdo imunoistoquimica para heat shock protein 70 foi estatisticamente maior nos
grupos CL, L, P e CC e para peptideo intestinal vasoativo foi maior nos grupos CL, L e P. Os
niveis de glutationa (GSH, em pg/ml) foram 1182.00 + 52.47** para CL, 1316.6 + 67.75**
para L, 1286.5 + 93.15* para CC, 1195.60 + 37.57** para o controle positivo, 982.8 +
79.07** para o veiculo e 1704.30 + 149.03 para o grupo branco. Na inducdo de Ulcera por
Indometacina, CL exerceu gastroprotecdo de 98.3% com é&rea de lesdo (mm?) 0.85 + 0.85**,
L exerceu gastroprotecdo de 50.1% (érea lesada 24.34 + 5.3**), P ndo exerceu efetivo efeito
gastroprotetor (37%) com &rea lesada 30.66 + 4.22, contra 66.6% de gastroprotecéo e 16.27 +
4.49** para o controle positivo e 48.72 + 6.64 de area lesada para o veiculo. CL administrado
isoladamente manteve os niveis gastricos de PGE, (em ng/ml) em 18,25 + 2,58, mesmo com a
administracdo em conjunto com Indometacina (droga que inibe a sintese de PGE;) (17.89 +
1.55), contra 14.56 + 1.58 para o veiculo e 7.00 £ 1.31** para o veiculo + Indometacina e
21.14 +1.14 para o branco. J4 L manteve elevados os niveis de PGE; (16.54 + 1.77), mas ndo
quando administrado em conjunto com Indometacina (10.21 + 2.17**). O efeito
gastroprotetor de CC é dependente dos compostos sulfidrilicos (SH), mas ndo do éxido nitrico
(NO). CL e CC apresentaram concentragao inibitéria minima de 125 pg/ml e L de 75 pug/ml
para a bactéria Helicobacter pylori. CL e L tém eficicias semelhantes na gastroprotecéo
contra Ulceras induzidas por etanol e Indometacina, entdo L contido no 6leo essencial CL é o
responsavel isolado pelo efeito gastroprotetor que CL exerce. O mecanismo de acéo
gastroprotetor de CL e L envolve ativagdo de HSP-70 e VIP e manutencdo de PGE,, mas ndo
estd envolvido com a glutationa. CC tem excelente atividade gastroprotetora contra etanol e

Indometacina, ativando HSP-70 e SH mas ndo NO, VIP nem glutationa.



ABSTRACT

This study aimed to test the gastroprotective activity and the mechanism of action of
the essential oil of Croton cajucara (CC), the essential oil of Citrus lemon (CL) and the
majoritary substances present in CL, wich are Limonene (L) and B-pinene (P). Then, gastric
ulcers in rats were induced by absolute ethanol after oral treatment with CL, L, P and CC and
by indometacin (non-steroidal anti-inflamatory drug) after oral treatment with CL, L and P.
All results were expressed in mean =+ standard error mean (p<0.05). In ethanol-induced gastric
ulcer, the ulcer area (mm?) were 0.00 + 0.00** for CL, L and CC (100% of gastroprotection),
73.20 + 27.32 for P (53.26% of the ulcer area was reduced, however there was no effective
gastroprotection), 22.27 + 8.21** for the positive control (85.80%) and 165.60 + 36.30 for the
vehicle. The microscopic score showed gastric mucosa was preserved in CL**, L*** and
CC***. The marked area for heat shock protein 70 (HSP-70) and vasoactive intestinal peptide
(VIP) immunohistochemistries were statistically augmented in CL, L and P groups. The levels
of glutathione (GSH, pg/ml) were 1182.00 + 52.47** for CL, 1316.6 + 67.75** for L, 1286.5
+ 93.15* for CC, 1195.60 + 37.57** for the positive control, 982.8 + 79.07** for the vehicle
and 1704.30 = 149.03 for the sham group. In the indomethacin-induced gastric ulcer, CL
offered 98.3% gastroprotection (ulcer area 0.85 + 0.85**), L offered 50.1% gastroprotection
(ulcer area 24.34 + 5.3**), P did not show gastroprotective effect (37%) and presented ulcer
area 30.66 + 4.22. The positive control offered 66.6% gastroprotection (ulcer area 16.27 *
4.49**) and the vehicle presented ulcer area 48.72 + 6.64. CL was able to maintain the PGE,
levels (ng/ml) 18.25 + 2.58 near to sham group (21.14 + 1.14), even with indomethacin (PGE;
inhibitor) administration (17.89 + 1.55), compared with 14.56 + 1.58 for the vehicle and 7.00
+ 1.31** for the vehicle + indomethacin. Furthermore, L kept high levels of PGE; (16.54 +
1.77), however not when administered with indomethacin (10.21 + 2.17**). The
gastroprotective effect of CC is involved with the sulfhydryl compounds (SH) but is not
involved with nitric oxide (NO). CL and CC presented minimum inhibitory concentration
(MIC) against Helicobacter pylori equal to 125 pg/ml. L presented MIC 75 pg/ml. CL and L
have showed equivalent efficacy in gastroprotection against absolute ethanol and
indomethacin-induced gastric ulcers, therefore L contained in the CL essential oil is the
responsible for the gastroprotective effect offered by CL. CL and L mechanism of action
involves HSP-70 and VIP activation and maintenance of PGE; levels, but is not involved with
glutathione. CC has gastroprotective effect against ethanol and indomethacin, activating HSP-

70 and SH compounds, but not VIP neither NO nor maintaining the glutathione levels.
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CAPITULO I

Introducéao

1. ULCERAS PEPTICAS

O trato gastrointestinal € um ambiente dindmico que permite a entrada de nutrientes
enquanto restringe a entrada de antigenos, toxinas e microrganismos, e responde a agentes
luminais potencialmente prejudiciais, num processo de defesa da mucosa (Wallace &
Devchand, 2005). O desequilibrio entre fatores agressores & mucosa e a habilidade da mucosa
em defender-se e curar-se leva a formagao de Ulcera péptica (Repetto & Llesuy, 2002; Lu &
Graham, 2006). Entre os fatores agressores, incluem-se habitos alimentares inadequados,
ingestdo excessiva de drogas anti-inflamatorias n&do-esteroidais, consumo de bebidas
alcoolicas, estresse, predisposicdo genética, elevada secre¢do de &cido cloridrico, pepsina e
sais biliares e infeccdo pela bactéria Helicobacter pylori (Peckenpaugh, 1997). Mesmo a
secre¢do 4cida normal pode causar ulceragdo na mucosa quando alguns fatores
gastroprotetores estdo prejudicados (Jainu & Devi, 2006; Laine et al., 2008).

Ulcera péptica é uma area lesada na mucosa géstrica ou duodenal causada pela ag&o do
suco gastrico. E uma doenga cronica e recorrente (Guyton & Hall, 2006) e o distdrbio
gastrointestinal mais comum na préatica clinica (Bafna & Balaraman, 2004). E uma das
doencas cronicas mais comuns em adultos, ocorrendo em 5% a 10% da populagédo. Embora
apresente chance de cura superior a 95%, a chance de reincidéncia esta entre 65% a 80% até
um ano apos a cura e quase 100% até dois anos (Fan et al., 2005).

Apesar dos grandes avancos no conhecimento dela, sua etiologia ainda ndo é
totalmente conhecida. As hipdteses mais provaveis da etiopatogénese da doenca ulcerosa
agrupam fatores genéticos (hereditariedade), distarbios fisiopatologicos (retardo do
esvaziamento gastrico e o refluxo biliar duodeno géstrico) e fatores ambientais (Carvalho,
2000).

Desse modo, por estar associada a alguns habitos comuns nos dias atuais, alguns
autores consideram-na uma nova epidemia do seculo XXI (O’Malley, 2003). A Ulcera péptica
j& foi considerada a maior causa de morbidade e mortalidade por mais de um século (Chan &
Leung, 2002), e ainda € considerada um grande fator sério de morbidade, havendo alto indice
de morte em casos extremos, como em Ulceras hemorragicas promovidas pelo estresse
(Sontaj, 1997; Spirt, 2004). A Ulcera gastrica é responsavel por altos custos com saude. Nos

Estados Unidos, as estimativas de gastos com faltas ao trabalho, hospitalizacdo e cuidados



com pacientes, excluindo custos com medicamentos, somam mais de US$ 5 bilhdes por ano
(Wallace & Devchand, 2005). Aproximadamente 4 milhdes de pessoas tém Ulceras pépticas,
sendo que a cada ano 350 mil novos casos séo diagnosticados, cerca de 100 mil pacientes séo
hospitalizados e pelo menos 3000 pessoas morrem em decorréncia dessa enfermidade
(Crawford, 2000). No Brasil, ndo existem numeros oficiais, mas segundo dados do
Departamento de Gastroenterologia da Faculdade de Medicina da Universidade de Sdo Paulo,
calcula-se que 10% da populacéo tém, tiveram ou terdo Ulcera péptica (Eisig & Laudanna,
2001).

2. GASTROPROTECAO

E sabido que o estdmago pode se defender de injdrias causadas por uma variedade de
agentes irritantes e nocivos devido a ativacdo de vérias linhas de defesa, num processo
conhecido como defesa da mucosa (do inglés mucosal defense) (Brzozowski et al., 2005).
Este termo é usado para descrever os varios fatores e componentes que permitem a mucosa
permanecer intacta apesar de sua frequente exposicdo a substancias com larga variacdo de
temperatura, pH e osmolaridade, assim como substancias com agOes detergentes ou
citotdxicas e produtos bacterianos capazes de causar reacdes inflamatérias sistémicas e locais
(Wallace & Granger, 1996). Esse processo de defesa inclui mecanismos locais e
neurohormonais. Entre 0s mecanismos locais, 0s mais importantes incluem a barreira muco-
bicarbonato-fosfolipideos, as células epiteliais de superficie e sua capacidade de regeneracdo
rapida, o fluxo alcalino, a geragdo continua de prostaglandinas E, e |, (PGE; e PGly), a
microcirculagdo na mucosa (Brzozowski et al., 2005; Laine et al., 2008) e a liberacdo de
6xido nitrico e compostos sulfidrilicos (Paula, 2003).

A barreira formada por muco, bicarbonato e fosfolipideos surfactantes constitui a
primeira linha de defesa da mucosa (Allen & Flemstron, 2005). O muco é secretado pelas
células epiteliais secretoras de muco e células mucosas do colo e seus principais constituintes
sdo glicoproteinas, mucinas e agua (Phillipson et al., 2008). Sua secrecdo € estimulada pelos
hormdnios gastrointestinais, incluindo gastrina e secretina, PGE, e agentes colinérgicos
(Allen & Flemstron, 2005; Montrose et al., 2006). Substancias ulcerogénicas dissipam 0 muco
e a camada de fosfolipideos, levando a re-difusdo de &cido e injdria a mucosa (Darling et al.,
2004). A camada muco-bicarbonato-fosfolipideos retém o bicarbonato secretado pelas células
epiteliais, mantendo um microambiente de pH neutro na superficie das células e prevenindo a
penetracdo de pepsina e consequente protedlise do epitélio (Tarnawski et al., 2001; Valcheva-

Kuzmanova et al., 2005). O muco também atua como lubrificante para reduzir o dano fisico



ao epitélio causado pelos materiais ingeridos e como armadilha para as bactérias, diminuindo
a possibilidade de que bactérias acessem o epitélio (Belley et al., 1999; Wallace, 2008) A
superficie do muco é coberta por uma pelicula de fosfolipideos surfactantes com fortes
propriedades hidrofébicas. Ela é a Unica barreira pré-epitelial entre o limen e o epitélio.
Quando ela est4 prejudicada, a proxima série de mecanismos protetores entra em agdo,
incluindo a neutralizagdo intracelular de &cido, répido reparo epitelial e manutencdo e
distribuicdo de fluxo sanguineo na mucosa (Laine et al., 2008).

A proxima linha de defesa é formada por uma camada continua de células epiteliais de
superficie, que secreta muco e bicarbonato e gera prostaglandinas e proteinas heat-shock.
Devido & presenca dos fosfolipidios na superficie, essas células sdo hidrofobicas, repelindo
agentes danosos solUveis em &cido ou agua (Lichtenberger, 1999). Essas células formam uma
barreira que previne a re-difusdo de acido e pepsina (Tarnawski, 1998; Allen & Flemstron,
2005) e sua renovacao é continua.

O chamado fluxo alcalino ocorre porque células parietais que secretam &cido
cloridrico no limen da glandula gastrica simultaneamente secretam bicarbonato no intersticio
e lumen dos capilares sanguineos adjacentes. Esse bicarbonato é transportado para a base das
células epiteliais superficiais e para o lumen géastrico, onde contribui para a manutengdo da
camada muco-bicarbonato (Laine et al., 2008).

A continua geragdo de PGE; e PGI, também & crucial para manutencéo da integridade
da mucosa e protecdo contra agentes ulcerogénicos e necrotizantes. Quase todos o0s
mecanismos de defesa sdo estimulados ou facilitados pelas prostaglandinas. Elas inibem a
secrecdo 4cida, estimulam producdo de muco e bicarbonato, aumentam o fluxo sanguineo,
aumentam os componentes sulfidrilicos na mucosa e aceleram restituicdo epitelial e
cicatrizagdo da mucosa (Brzozowski et al., 2005). Robert et al. (1979) descobriu que as
prostaglandinas, o principal produto do metabolismo do acido aracd6nico através da atividade
da enzima ciclooxigenase (COX), poderiam ser cruciais para a manutencdo da integridade da
mucosa. Ele chegou a essa conclusdo através de experimentos em que a prostaglandina
aplicada exogenamente prevenia danos a mucosa géastrica induzidos por diferentes agentes,
como etanol, &cido forte (HCI), base (NaOH), solu¢do hiperosmética (NaCl hipertdnico), bile
concentrada e até gua fervente. Assim ele criou a expressdo “citoprotecdo”.

J& a microcirculagdo na mucosa é essencial para entrega de oxigénio e nutrientes e
remocdo de substancias tdxicas. Quando a mucosa gastrica é exposta a um agente irritante ou
quando ocorre a re-difusdo de acido, ha rapido aumento no fluxo sanguineo, que permite

remover ou diluir o retorno do &cido géstrico. Essa resposta parece ser essencial para a defesa



da mucosa porque a restricdo mecénica do fluxo sanguineo leva a necrose hemorragica (Laine
et al., 2008).

No inicio da década de 90, o 6xido nitrico (NO) emergiu como importante mediador
de defesa da mucosa gastrica (Tadic et al., 2008). O NO, que é gerado pela enzima NO-
sintase, é responsavel pelo aumento no fluxo sanguineo na mucosa em resposta & secrecao
acida, modulando a microcirculacdo (Peskar, 2001; Holzer, 2006). NO enddgeno ou exdgeno
protege a mucosa gastrica de lesdo por etanol e endotelina-1, enquanto a inibicdo de NO-
sintase (resultando em queda na producdo de NO) aumenta a injdria & mucosa gastrica
(Tarnawski, 1998; Holzer, 2006).

Os compostos sulfidrilicos (SH) estimulam a formagéo de muco, ligam-se as espécies
reativas de oxigénio (que estdo envolvidas no dano tecidual) e ainda participam da sintese de
proteinas (Salim, 1992). O desenvolvimento de ulceras induzidas por etanol leva a queda na
concentragdo de compostos SH, que séo neutralizados quando se ligam aos radicais livres que
sdo produzidos a partir da injuria tecidual causada pelo etanol (Reyes-Trejo et al., 2008).

Somados aos fatores locais, a defesa da mucosa gastrica é regulada, em parte, também
pelo sistema nervoso central e fatores hormonais (regulagdo neurohormonal) (Ham &
Kaunitz, 2007; Peskar, 2001; Brzozowski et al., 2005 b). Varios peptideos, como gastrina e
colecistoquinina, tem fungéo gastroprotetora (Laine et al., 2008). A ativagdo vagal estimula
producéo de muco e aumenta o pH intracelular no estdbmago dos ratos (Tanaka et al., 1997).
Entretanto, as vias neural e hormonal também podem estimular a secre¢do de &cido gastrico
através de receptores na membrana basolateral das células parietais e enzimas localizadas na
superficie das células parietais. Os mediadores para as vias neural e hormonal sdo acetilcolina
(ACh), liberada pelo nervo vago, gastrina, liberada pelas células G, e histamina, liberada pelas
células entherochromaffin-like (ECL) (Aihara et al., 2003).

3. TERAPEUTICA ATUAL

Muitos produtos farmacéuticos tém sido utilizados para o tratamento de Ulceras,
resultando em quedas na taxas de mortalidade e morbidade, mas eles ndo sdo completamente
efetivos e produzem uma série de efeitos colaterais (Rates, 2001).

Na tentativa de proteger a mucosa do acido géstrico, acelerar a cicatrizagdo e prevenir
a recorréncia da Ulcera, o controle farmacoldgico da secre¢do acida tem representado um alvo
importante. Varios farmacos, como o0s antagonistas dos receptores histaminérgicos e
colinérgicos, inibidores da H+/K+-ATPase e agentes citoprotetores tém sido desenvolvidos, e

muito deles ativamente utilizados para o tratamento de doencas géstricas (Aihara et al., 2003).



Nos casos em que a Ulcera péptica estd relacionada a presenca da bactéria H. pylori, os
farmacos antitlcera sdo entdo associadas com antibioticos (Hoogerwerf & Pasricha, 2003;
McQuaid, 2005).

O primeiro antagonista dos receptores H, foi desenvolvido por Black et al. (1972) e,
com pequenas alteragbes, Brimblecombe et al. (1975) desenvolveram a cimetidina, de
formula molecular C1oH16NgS, a qual foi amplamente prescrita para o tratamento de Glceras
pépticas no mundo inteiro. Atraves da modificagdo da estrutura quimica da cimetidina, foram
desenvolvidas a ranitidina (Ci3H22N4O3S), a famotidina (CgHisN;O,S3) e a nizatidina
(C12H21N50,S;) (Aihara et al., 2003). Esses farmacos inibem a producdo 4acida por
competirem de modo reversivel com a histamina pela ligacdo aos receptores na membrana
basolateral das células parietais (Hoogerwerf & Pasricha, 2003). O desenvolvimento dessa
classe de farmacos trouxe marcante melhora na qualidade de vida para grande numero de
pacientes, além de reducdo dramatica no uso de intervencdo cirirgica para o tratamento da
Ulcera (Aihara et al., 2003). Porém, dados na literatura indicam que as Ulceras cicatrizadas
espontaneamente ou depois do uso de cimetidina (antagonista H;) sdo precariamente
vascularizadas e tém de 2 a 3 vezes menos densidade de vasos sangiiineos novos do que no
tecido normal ao redor, o que pode ser uma das razdes da alta taxa de reincidéncia das Ulceras
gastricas (Szabo & Vincze, 2000).

A identificacdo da chamada bomba de prétons, H+/K+-ATPase, como o passo final da
secre¢do acida gastrica proporcionou uma oportunidade Unica para o desenvolvimento de uma
nova classe de farmacos que hoje séo os supressores da secrecdo acida gastrica mais eficazes.
Fellenius et al. (1981) descobriram que os derivados benzimidazdis inibiam fortemente a
secrecdo acida géstrica. Depois da triagem de um vasto nimero de derivados, o primeiro
inibidor da bomba foi descoberto: o omeprazol, cuja férmula molecular é C;7H19N303S.
Atualmente, existem varios inibidores da bomba de préton disponiveis para o uso clinico:
omeprazol, lansoprazol (CieH14F3N30,S), rabeprazol (CisH21N303S) e pantoprazol
(C16H15F2N304S), apresentando potente e persistente efeito antisecretor (Aihara et al., 2003;
Hoogerwerf & Pasricha, 2003).

Assim, os farmacos anti-secretorios e bloqueadores dos receptores histaminicos H»
tém sido exaustivamente usados para controlar a secrecdo 4acida aumentada e o
desenvolvimento das Ulceras gastricas, porém, eles resultam em efeitos adversos e
reincidéncia em longo prazo (Martelli et al., 1998; Wolfe & Sachs, 2000). Estudos tém
mostrado que o uso prolongado de antagonistas H, e inibidores da bomba de prdtons pode

aumentar o risco de desenvolvimento de cancer (La Vechia & Tavani, 2002; Raghunath et al.,



2005). Além disso, podem causar outros efeitos indesejaveis, tais como arritmia cardiaca,
impoténcia sexual masculina, ginecomastia, alteracbes hematopoiéticas, nauseas, dores
abdominais, prisdo de ventre, flatuléncia, diarréia e cefaléia (Hoogerwerf & Pasricha, 2003).
A carbenoxolona (C34Hs0O7), um derivado do acido glicirrizico encontrado na raiz de
Glycyrrhiza glabra (familia Fabaceae), conhecida popularmente como alcaguz, tem sido
utilizada com relativo sucesso no tratamento das Ulceras na Europa. Seu mecanismo de acdo
ainda ndo é totalmente elucidado, mas acredita-se que esteja envolvido com alteragdo na

composicao e quantidade de muco (Hoogerwerf & Pasricha, 2003).

4. PLANTAS MEDICINAIS

Devido aos efeitos colaterais apresentadas pelos farmacos antiulcerogénicos atuais, ha
crescente interesse em terapias alternativas como o uso de produtos naturais, especialmente os
derivados de plantas (Rates, 2001; Schmeda-Hirschmann & Yesilada, 2005). A maioria dos
farmacos derivados de plantas reduz os fatores agressores & mucosa e é segura, clinicamente
eficaz, mais tolerdvel para o paciente, relativamente barata e globalmente competitiva (Goel
& Sairam, 2002).

A utilizagdo de plantas com fins medicinais para tratamento, cura e prevencdo de
doengas é uma das mais antigas formas de pratica medicinal da humanidade. O conhecimento
sobre plantas medicinais simboliza muitas vezes o Unico recurso terapéutico de muitas
comunidades e grupos étnicos. O uso de plantas no tratamento e cura de enfermidades é t&o
antigo quanto a espécie humana (Maciel et al., 2002). Os primeiros registros do uso de plantas
provém da China (cerca de 3000 a.C.), onde o Imperador Shen Nung compilou o Pen Tsao
(Compéndio de Matéria Médica Chinesa). Este livro teve varias edicBes subsequentes, e
muitas das 1000 ou mais drogas descritas ainda sdo utilizadas na China (Langmead &
Rampton, 2001).

Ao longo do tempo, tém sido registrados varios procedimentos clinicos tradicionais
utilizando plantas medicinais. Apesar da grande evolugdo da medicina alopética a partir da
segunda metade do século XX, existem obstaculos bésicos na sua utilizagdo pelas populagdes,
que vao desde o0 acesso aos centros de atendimento hospitalares a obtencdo de exames e
medicamentos. Estes motivos, associados com a féacil obtencéo e a grande tradi¢do do uso de
plantas medicinais, contribuem para sua utilizacdo pelas populagdes dos paises em
desenvolvimento (Veiga Jr et al., 2005), subsidiando a importancia do estudo farmacoldgico

das plantas medicinais.



No inicio da década de 1990, a Organizacdo Mundial de Saide (OMS) divulgou que
65% a 80% da populagdo dos paises em desenvolvimento dependiam das plantas medicinais
como Unica forma de acesso aos cuidados basicos de saude (Veiga Jr et al., 2005). Cerca de
25% dos farmacos prescritos a redor do mundo vém das plantas, 121 como compostos ativos
em uso corrente. Entre os 252 farmacos considerados como basicas pela Organizacdo Mundial
de Salde (OMS), 11% sdo de origem exclusivamente vegetal e um nimero significante sdo
farmacos sintéticos obtidos de precursores naturais (Rates, 2001).

As informacdes existentes sobre a magnitude do mercado de compostos de origem
vegetal sdo pouco precisas. Estimativas revelam que o mercado mundial de produtos
farmacéuticos movimenta US$ 320 bilhGes/ano, dos quais US$ 20 bilhdes sdo originados de
substancias ativas derivadas de plantas (Robbers et al., 1996). De acordo com a Organizagao
Mundial de Salde (OMS), devido ao baixo poder aquisitivo ou a falta de acesso a
medicamentos modernos, cerca de 60 a 80% da populacdo dos paises em desenvolvimento
dependem essencialmente das plantas para os cuidados primarios com a saude (Akerele,
1993). Esta é a base da importancia cientifica e social do estudo das plantas medicinais.

Segundo Mahady (2001), as plantas medicinais tornaram-se um tdpico de importancia
global crescente nos dltimos anos, tendo repercussdes tanto sobre a saide mundial quanto no
comércio internacional. Tal fato pode se dever ao interesse das populagbes na medicina
preventiva e ao desapontamento com o alto custo e os efeitos colaterais dos medicamentos
alopéticos sintéticos.

As plantas sdo uma importante fonte de produtos naturais biologicamente ativos,
sendo consideradas um promissor caminho para a descoberta de novos fArmacos. Na natureza,
0s Oleos essenciais tm importante funcdo na prote¢do das plantas, com acdo antibacteriana,
antiviral, antiflngica, inseticida e também contra herbivoros por reduzir o apetite deles por
essas plantas. Eles também atraem alguns insetos que favorecem a dispersdo de polen e
sementes e repelem insetos prejudiciais. S&o extraidos de vérias plantas aromaticas,
geralmente localizadas em paises temperados a quentes e tropicais, onde eles representam
parte importante da farmacopéia tradicional. Sdo liquidos, volateis, limpidos e raramente
coloridos, lipossoluveis e soltveis em solventes organicos e com densidade geralmente menor
que a &gua. Caracterizam-se por forte aroma e sdo formados como metabdlitos especiais de
plantas arométicas. Conhecidos por sua propriedade anti-séptica e propriedades medicinais de
sua fragrancia (aromaterapia), eles sdo usados na preservagdo de alimentos, antimicrobianos,
analgésicos, sedativos, anti-inflamatorios, espasmoliticos, anestésicos locais, entre outros usos
(Bakkali et al., 2008).



Os Oleos essenciais podem ser sintetizados por todos os 6rgdos da planta e séo
estocados em células secretoras, cavidades, canais, células epidérmicas ou tricomas
glandulares. Geralmente, os componentes majoritarios determinam as propriedades biol6gicas
dos dleos essenciais. Os componentes incluem dois grupos de origens biossintéticas distintas
(Pichersky et al., 2006). O grupo principal € composto de terpenos e terpendides e outro
grupo, de constituintes arométicos e alifaticos, todos caracterizados por baixo peso molecular
(Bakkali et al., 2008).
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CAPITULO II
Avaliacao do efeito gastroprotetor do 6leo essencial de

Citrus lemon e de seus componentes Limoneno e -Pineno

1. Citrus lemon

Citrus lemon (Burm. f.) pertence & familia Rutaceae e é popularmente conhecido como
lim&o-siciliano. E uma arvore que atinge de 3 a 6 metros de altura com grande nimero de
ramos e espinhos. Neste estudo, utilizamos o dleo essencial extraido da casca dos frutos
(figura 1). Seu 6leo essencial é responsavel por induzir vérios efeitos comportamentais em
ratos (reducdo de comportamentos estresse-induzidos, tempo de sono e dor em fémeas) e
humanos (efeitos antidepressivos, melhora na criatividade, humor e batimentos cardiacos
alterados) (Aloisi et al., 2002; Cecarelli et al., 2004).

Figura 1: O fruto de Citrus lemon. Fonte: www.patio-plants.co.uk/lemon_tree.html, acesso
em 02/03/2009.

De acordo com a técnica de cromatografia gasosa, 0s principais componentes desse
6leo sdo dois monoterpenos, o Limoneno e o B-Pineno. O monoterpeno limoneno é o
principal constituinte de varios 6leos essenciais do género Citrus (limdo, laranja, tangerina,
lima e pomelo). Ele tem sido usado para alivio de gastrite e de refluxo gastroesofagico devido
ao seu efeito neutralizador do &cido géstrico e estimulante do peristaltismo. Também é
indicado para dissolver calculos biliares que contenham colesterol, por ser um solvente do
colesterol (Sun, 2007). O limoneno demonstrou atividade quimiopreventiva contra Varios
tipos de cancer, incluindo mamario (Elegbede et al., 1984; Elson et al., 1988), gastrico (Uedo
etal., 1999; Yano et al., 1999) e colorretal (Vigushim et al., 1998).
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Riyazi et al. (2007) demonstraram que o monoterpeno B-pineno extraido do Oleo
essencial dos rizomas de Zingiber officinale exerce efeito antiespasmaédico no ileo de ratos e
Liapi et al. (2007) demonstraram que o B-pineno extraido do 6leo essencial das folhas de
Eucalyptus camaldulensis tem atividade antinociceptiva. Ainda, Li et al. (2008 a) sugerem
que o B-pineno contido no ar das florestas aumenta 0 nimero e a atividade da célula natural
killer do sistema imune e eleva os niveis de proteinas anticAncer dentro das células de
humanos.

Partindo-se do principio que o0s terpenos apresentam comprovado efeito
antiulcerogénico em algumas espécies, o presente trabalho teve como objetivo caracterizar o
mecanismo de acdo antiulcerogénico do Oleo essencial de Citrus lemon e dos seus
componentes principais, Limoneno e [-Pineno. Ainda, esclarecer se a atividade
antiulcerogénica desse 6leo se deve exclusivamente ao componente majoritario Limoneno ou

a atividade sinérgica de todos os componentes do dleo essencial de Citrus lemon.

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Para todos os experimentos realizados, foram utilizados ratos Wistar machos (200 a
2500) provenientes do Biotério Central da UNESP, aclimatados as condi¢fes do biotério do
Departamento de Morfologia por cerca de duas semanas antes da manipulacdo experimental,
sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12 horas) controlados. Os animais foram
alimentados com racdo Guabi e 4gua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos
protocolos experimentais n° 002/04-CEEA submetidos e aprovados pela Comissio de Etica

em Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

2.2. Cromatografia gasosa acoplada a espectrometro de massa

A identificacdo das substincias contidas no 6leo essencial de Citrus lemon foi
conduzida em cromatografo gasoso acoplado a espectrometro de massa (CG/EM, Shimadzu,
QP-5000), dotado de coluna capilar DB-5 (30m x 0,25mm x 0,25um), operando por impacto
de elétrons (70 eV).

Condicdes de analise: Injetor 240° C; Detector: 230° C; Gas de arraste: He; Fluxo: 1,7
mL/min; Dilui¢cdo: 1 mg de 6leo/1 mL de Hexano; Volume de Injecdo: 1 pL; Split: 1/30;
Programa de Temperatura: 50° C — 280° C, 5° C/min.
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A identificacdo das substancias foi efetuada através da comparagéo dos seus espectros
de massas com o banco de dados do sistema CG-EM (Nist. 62 lib.), literatura (Mc Lafferty &
Stauffer, 1989) e indice de retencdo (Adams, 2001).

Esta etapa foi realizada através da colaboracdo da Dra. Marcia Ortiz Mayo Marques,
pesquisadora do Centro de Pesquisa e Desenvolvimento de Recursos Genéticos Vegetais,

Instituto Agrondémico de Campinas (IAC).

2.3. Célculos das doses utilizadas

A dose de 250 mg/kg para Citrus lemon (CL) foi determinada através de experimento
de inducéo de ulcera em modelo agudo, no qual essa dose foi a mais efetiva dentre as varias
doses testadas. Para as substincias isoladas, foi feito célculo da dose proporcional a
quantidade da substancia presente em 250 mg/kg do 6leo essencial. O 6leo é composto de
70,75% de limoneno (L) e 13,19% de B-pineno (P), segundo técnica de cromatografia gasosa.
Proporcionalmente, determinou-se a dose para cada um deles: 177 mg/kg para L e 33 mg/kg

para P.

2.4. Obtencdode CL, L, P

Os frutos foram identificados e colhidos pela equipe executora desse projeto. Suas
cascas foram submetidas a extracdo do 6éleo essencial por arraste por vapor d’agua com a
utilizacdo de um aparelho do tipo Clevenger (Marconi S.A.). Para isso, foram misturadas com
agua destilada dentro de um baléo volumétrico (5 L) e colocadas sobre manta aquecedora até
a ebulicdo. O Oleo essencial obtido foi armazenado em frasco ambar a 5°C. Os dois

compostos majoritarios foram adquiridos do laborat6rio Sigma Aldrich, E.U.A.

2.5. Inducdo de ulceras gastricas por Etanol absoluto

Este método baseia-se na metodologia descrita por Morimoto et al. (1991). Apds 24
horas de jejum, ratos Wistar machos (n=7) foram submetidos aos tratamentos com veiculo
(Tween 80 a 8%, controle negativo), Carbenoxolona (100 mg/kg, controle positivo), CL 250
mg/kg, L 177 mg/kg ou P 33 mg/kg via oral 1 hora antes da administragdo de 1 mL de etanol
absoluto via oral por animal. Apds 1 hora da administracdo do etanol, os animais foram
sacrificados, tiveram os estdmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura,
prensados em placa de vidro e escaneados. As lesdes foram medidas com auxilio do programa
AVSoft BioView. Os resultados foram expressos em érea total de les&o ulcerativa (em mm?).

Depois, foram destinados & confeccdo de laminas para observacdo do cardter morfoldgico,
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histologico (coloracdo em Hematoxilina & Eosina — HE — e Acido peri6dico-Schiff — PAS) e
imunoistoquimico das lesfes. Determinou-se um escore microscopico (Jahovic et al., 2007)
para 0s seguintes pardmetros da mucosa: descamacdo, hemorragia, dano glandular e
infiltracdo eosinofilica, que variou de 0 (auséncia do carater em questdo) a 3 (maior presenca
observada do cardter em questdo, corresponde ao controle negativo). O escore total
correspondeu a 12. Essa andlise foi realizada com as laminas identificadas por codigos para

evitar interferéncia do autor.

2.6. Determinacdes imunoistoquimicas

Foram realizadas rea¢Bes imunoistoquimicas consideradas mais adequadas para este
modelo, que sdo VIP (peptideo intestinal vasoativo, inibidor de secre¢do géstrica) e HSP-70
(heat shock protein, proteinas citoprotetoras).

Cinco laminas histoldgicas representativas de cada grupo de tratamento foram
desparafinizadas, reidratadas e reveladas com o método ABC (complexo biotina-avidina). O
bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com soro normal de cabra a 1% e leite desnatado a
3% e anticorpo para VIP ou HSP-70 (1:100). Depois de lavados em solucdo salina tamponada
de fosfato (PBS 0,01 mol/L, pH 7,4), os cortes foram incubados em anti-soro secundario.
Foram entdo enxaguados em PBS e incubados em ABC (kit ABC - Vector) e incubados em
reacdo de peroxidase (3,3’-diaminobenzidina tetracloridro- Sigma) contendo 0,01% de H,0,

em tampé&o PBS.

2.7. Determinacéo dos niveis de glutationa (GSH)

Este modelo visou verificar se ocorre dependéncia de GSH no efeito gastroprotetor de
CL e L. A metodologia foi desenvolvida segundo Anderson et al. (1985). Ap6s o
escaneamento dos estdmagos no modelo de inducdo de Ulceras por etanol absoluto, foi
coletado um pequeno fragmento de cada estbmago, que foi raspado, pesado e homogeneizado
em tampédo. As amostras foram aliquotadas e a determinagdo da concentracdo de GSH foi
feita através da reagdo com DTNB (4cido 5,5’-ditiobis-2-nitrobenzdico) e a absorbéancia foi
lida em espectrofotdmetro (412 nm). Este modelo néo foi realizado para o grupo P devido a

auséncia de efeito gastroprotetor no modelo de inducéo de ulcera por etanol.

2.8. Inducdo de Ulceras pelo uso de Droga Anti-inflamatoria N&o-Esteroidal -

Indometacina
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A metodologia foi desenvolvida segundo Puscas et al. (1997). Administraram-se via
oral veiculo, cimetidina 100 mg/kg, CL 250 mg/kg, L 177 mg/kg, P 33 mg/kg e 30 minutos
depois as lesdes géastricas foram induzidas pela administracdo oral de indometacina 100
mg/Kg em ratos Wistar machos (n=7) submetidos a jejum por 24 horas. Os animais foram
sacrificados na camara de CO, 5 horas apds o estimulo lesivo, tendo seus estdmagos
removidos e abertos ao longo da maior curvatura. Foram prensados em placa de vidro,
escaneados e a &rea das lesdes medidas com auxilio do programa AVSoft BioView. Os

resultados foram expressos em érea total de lesdo ulcerativa (em mm?).

2.9. Determinacéo bioquimica dos niveis de Prostaglandina E; (PGE)

A metodologia foi desenvolvida segundo o método descrito por Curtis et al. (1995).
Ratos Wistar machos (n=7) foram divididos aleatoriamente nos grupos branco, veiculo,
veiculo + indometacina, CL 250 mg/kg, CL 250 mg/kg + indometacina, L 177 mg/kg, L 177
mg/kg + indometacina. No tempo 0, os grupos +indometacina receberam Indometacina
(inibidor de PGE;) 30 mg/kg subcutanea e os outros grupos receberam veiculo subcutaneo.
No tempo 30, os animais receberam CL, L ou veiculo por gavage. O grupo branco apenas
passou pelos procedimentos experimentais, porém sem receber droga ou tratamento algum.
Ap0s os procedimentos, os animais foram sacrificados, tiveram os estdmagos retirados, as
mucosas raspadas, o tecido foi picotado e suspenso em 1 ml de tampé&o fosfato de sodio a 10
mm, pH 7,4. A solugdo obtida foi incubada a 37° C por 20 minutos. A prostaglandina no
tampé&o foi mensurada com um kit de dosagem imunoenzimético de prostaglandina E, (R&D

Systems) e a leitura realizada em espectrofotometro (420 nm).

2.10. Avaliacdo de CL, L e P na inibicdo do crescimento da bactéria Helicobacter pylori
A metodologia foi desenvolvida segundo modelos de Ellof (1998) e Palomino et al.
(2002), utilizando-se a cepa ATCC43629 isolada de duodeno de individuos ulcerados. Foram
utilizadas diluicbes seriadas de CL, L e P e se observou até qual diluicdo a bactéria se
desenvolveu, para assim determinar a concentragdo inibitéria minima (CIM) das substancias
analisadas. Esta etapa foi realizada no laboratério da Profa. Dra. Tais Maria Bauab, da

Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas - UNESP de Araraquara.

2.11. Andlise Estatistica
Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e

submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori de
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Dunnett, comparados com o controle negativo (veiculo). Dados ndo-paramétricos (escore
histolégico) foram expressos na forma de mediana (range) e submetidos ao teste de Kruskal-
Wallis (ANOVA néo-paramétrico) seguido pelo teste a posteriori de Dunn, comparados com
o controle negativo (veiculo). Todas as andlises foram feitas pelo software GraphPad Instat

com nivel de significancia minimo de p < 0,01.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

A técnica de cromatografia gasosa acusou a presenca de 17 substancias no 6leo
essencial de Citrus lemon, das quais 13 puderam ser identificadas. O cromatograma acusou
que o principal componente € o monoterpeno Limoneno, de férmula molecular C1oH;6, cOm
abundancia relativa de 70,75%. O monoterpeno B-Pineno, cuja formula molecular também é
CioHs6, aparece com a segunda maior abundancia relativa: 13,19%. A relacdo completa dos
componentes e suas abundancias relativas estdo apresentadas na tabela 1. As estruturas

quimicas dos dois componentes principais estdo representadas na figura 2.

Tabela 1: Identificacdo dos componentes do Oleo essencial de Citrus lemon e suas

abundéncias relativas (em %)

Pico |Substancia %

1 |o-tujeno 0,26
2 |o-pineno 1,72
3 |sabineno 1,71
4 | B-pineno 13,19
5 |B-mirceno 1,35
6 |a-terpinoleno 0,11
7 | p-cimeno 0,10
8 |limoneno 70,75
9 In.i. 0,11
10 |y-terpineno 9,19
11 |terpinoleno 0,22
12 |n.i 0,14
13 |n.i. 0,32
14 | neral 0,30
15 | a-trans-bergamoteno 0,20
16 |pB-bisaboleno 0,16
17 |n.i 0,17

n.i.: substancia ndo-identificada
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Figura 2: Estrutura quimica do limoneno e B-pineno, constituintes majoritarios de Citrus

lemon

-

T,

== Limoneno (a) E B-pineno (b)

(a) Fonte: http://www.gmc.ufsc.br/gmcweb/artigos/extra_nobel2001.html acesso em 22/07/08
(b) Fonte: Bakkali et al., 2008

A inducdo de Ulceras géstricas por etanol absoluto tem sido largamente utilizada para a
avaliacdo do potencial gastroprotetor de uma substancia (Li et al., 2008b). As lesdes géastricas
induzidas por etanol sdo predominantes na parte glandular do estbmago. A administracdo de
etanol aumenta a peroxidacdo lipidica, reduz os niveis de SOD (superdxido dismutase),
catalase e glutationa reduzida (fatores protetores da mucosa géstrica) (Bafna & Balaramam,
2004), depleta o muco contido na parede gastrica (Al-Howiriny et al., 2003), estimula a
formacdo do leucotrieno C4 (LTC4), de produtos secretados por mastdcitos (Oates &
Hakkinen, 1988) e de espécies reativas de oxigénio (Mizui et al., 1987), causa distdrbios na
microcirculagdo géstrica, isquemia e liberagdo de radicais livres, liberagdo de endotelina e
inibicdo da liberacdo de prostaglandinas (Abdel-Salam et al., 2001), resultando em dano a
mucosa géstrica.

No modelo de induc¢do de Ulceras por etanol absoluto, os grupos CL (250 mg/kg) e L
(177 mg/kg) demonstraram 100% de gastroprote¢do macroscopica, ou seja, auséncia de lesdes
hemorragicas que pudessem ser vistas macroscopicamente. J& o P (33 mg/kg) ndo exerceu
efetiva gastroprotecdo (53,26%, contra 85,80% de gastroprotegdo oferecida pelo controle

positivo Carbenoxolona). A 4rea das lesdes, expressa em mm?, pode ser vista na figura 3.
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Figura 3: Area de Ulcera géstrica em ratos submetidos a indugéo de Ulcera gastrica por etanol
absoluto apos tratamento com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg), Citrus lemon (250
mg/kg), Limoneno (177 mg/kg) ou B-Pineno (33 mg/kg)
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0 ]
Veiculo Carbenoxolona Citrus lemon Limoneno B-Pineno

Veiculo 156,60 + 36,30, Carbenoxolona 22,27 + 8,21 **, Citrus lemon 0,00 = 0,00 **,
Limoneno 0,00 £ 0,00 ** e B-Pineno 73,20 £+ 27,32. Fu. 22= 4,863. p < 0,01. Valores no

gréafico indicam a porcentagem de gastroprotecéo.

Microscopicamente, CL e L tiveram resultados semelhantes em relacdo a manutencao
da integridade da mucosa géstrica. Ambos apresentaram pouca descamacéo e total auséncia
de infiltracdo eosinofilica, L ndo apresentou hemorragia nem dano glandular. O grupo P
apresentou preservagdo de mucosa semelhante ao grupo Carbenoxolona, embora
macroscopicamente ele apresentasse mais lesdes hemorragicas. 1sso pode significar que,
apesar da auséncia de efeito gastroprotetor macroscopico, P possui alguma agdo de
preservacao sobre a mucosa gastrica. O aspecto histologico das lesdes pode ser viso na figura

4 e 0 escore das lesbes microscopicas pode ser visto na figura 5.
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Figura 5: Escore microscopico das Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto apo6s
tratamento com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg), Citrus lemon (250 mg/kg), Limoneno
(177 mg/kg) ou B-Pineno (33 mg/kg)
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Veiculo Carbenoxolona Citrus lemon Limoneno B-Pineno
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Escore microscépico

Veiculo 12(11-12), Carbenoxolona 6(5-7), Citrus lemon 3(2-3)**, Limoneno 1(0-1)***, -
Pineno 8(7-9). KW: 32,877. p < 0,01.

A barreira muco-bicarbonato fosfolipideos constitui a primeira linha de defesa da
mucosa (Lichtenberger, 1999; Atuma et al., 2001; Allen & Flemstron, 2005). O muco
secretado na superficie estomacal atua como lubrificante, para reduzir o dano fisico ao
epitélio causado pelos alimentos ingeridos, e como armadilha para as bactérias, diminuindo a
possibilidade de que a bactéria acesse o epitélio (Belley et al., 1999; Wallace, 2008).
Substancias ulcerogénicas dissipam o muco e a camada de fosfolipideos, levando a re-difusdo
de &cido e injuria a mucosa (Darling et al., 2004).

CL e L foram responsaveis pela formacdo de uma camada de muco PAS-positiva,
cobrindo a superficie da mucosa e as glandulas gastricas. O grupo CL apresentou producéo de
muco mais profundamente nas glandulas géstricas, fato que ndo foi observado no grupo L mas
sim no grupo P, embora o grupo P n&o tenha estimulado adequadamente a producéo de muco

em quantidade, mostrando um aspecto similar aos grupos controle (figura 6).

As anélises imunoistoquimicas sdo importantes para verificar o mecanismo de agéo da
substancia em questdo. Neste modelo, foram realizadas reagdes imunoistoquimicas para HSP-
70 e VIP.

Heat-shock protein 70 (HSP-70) é uma proteina das células de mamiferos, com 70

kDa de peso molecular, abundantemente produzida dentro das células em resposta a diferentes
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formas de estresse (Shichijo et al., 2003; Chang et al., 2007), apresentando fung&o importante
na citoprotecdo adaptativa. Ela protege os processos homeostaticos celulares de injarias
fisiologicas e ambientais através da preservacdo de estruturas normais de proteinas e reparo
ou remocéao de proteinas danificadas. Por isso, o acumulo intracelular de HSP-70 induzido
fisiologicamente, farmacologicamente, geneticamente ou por administragdo direta, protege o
organismo de uma grande variedade de condicOes patoldgicas, incluindo a Ulcera géstrica
(Tytell & Hooper, 2001). Ainda, a acupuntura em determinados pontos induz a expressao de
HSP-70 e acimulo de prostaglandina E,, gerando efeito gastroprotetor (Chang et al., 2007).
Entretanto, 0os mecanismos responsaveis por esse fendmeno ndo sdo bem conhecidos. Ele
pode ocorrer por um mecanismo citoprotetor que aumenta o fluxo sanguineo e diviséo celular
na mucosa gastrica (Shichijo et al., 2003) ou através de protecdo mitocondrial e interferéncia
no programa de apoptose celular estresse-induzido. A indugdo de Ulcera é uma situacéo de
estresse celular, entdo, farmacos que induzem acimulo de HSP-70 exercem beneficios para
prevencdo e tratamento de Ulceras (Rokutan, 2000). A expressdo de HSP-70 esta associada a
protecdo celular adaptativa & ingestdo de etanol (Tsukimi & Okabe, 2001; Al Moutaery,
2003).

Houve imunomarcagdo em todos os grupos, 0 que indica que ocorreu participagdo
das proteinas HSP-70 no processo citoprotetor observado. Ainda, a imunomarcagéo ficou
concentrada nas areas lesadas, indicando que os diferentes tratamentos utilizados estimulam
a protecdo celular adaptativa através das proteinas HSP-70 (figura 7). A medida da érea
marcada para cada grupo (figura 8) confirma que CL, L e P estimularam significativamente
a protecdo celular adaptativa induzida pelas proteinas HSP-70, este sendo entdo um dos

mecanismos de acdo pelos quais esses tratamentos atuam no processo gastroprotetor.
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Figura 8: Area de imunomarcagdo (um?) para HSP-70 em estdmagos de ratos submetidos a
inducdo de Ulcera gastrica por etanol absoluto ap6s tratamento com veiculo, carbenoxolona
(100 mg/kg), Citrus lemon (250 mg/kg), Limoneno (177 mg/kg) ou B-Pineno (33 mg/kg)
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Veiculo 214,3 + 19,6, Carbenoxolona 164,8 + 23,2, Citrus lemon 618 + 64,7 **, Limoneno
678,1 £ 75,3 **, B-Pineno 700,6 + 73,9 **. Fu. 3= 29,163. p < 0,01.

O Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) foi descoberto por Said & Mutt (1970). Ele
apresenta muitas fungdes fisiologicas, envolvendo atividades nos sistemas digestivo,
respiratdrio, circulatorio, urogenital e nervoso (lwanaga, 2002; Groneberg et al., 2004). Ele
atua como molécula sinalizadora entre o sistema nervoso e o sistema imune, e pode regular a
funcdo dos mastdcitos da mucosa intestinal através da regulagdo da secre¢do neuroenddcrina e
paracrina (Wu et al., 2008). VIP previne a formacao de Ulceras gastricas, inibindo a
degranulacdo de mastocitos e protegendo o tecido gastrico da peroxidagdo lipidica. O
mecanismo de acdo do VIP nos niveis de histamina no tecido gastrico pode ser explicado por
seu efeito inibitorio sobre a liberacdo do horménio gastrina (que estimula liberacdo de
histamina) e sobre a atividade de mastocitos e células ECL, compartimentos que armazenam
histamina no tecido gastrico. Regulando sintese e inativacdo de histamina, VIP equilibra os
efeitos benéficos e prejudiciais dela, que € um importante mediador para reparo e cicatrizagéo
dos tecidos, apesar de estimular a secre¢do acida géstrica. Ainda, VIP atua como antioxidante
e anti-inflamatorio, prevenindo a mucosa géstrica da formagdo de Ulceras (Tuncel et al.,
2003).

Pode-se notar imunomarcagdo em todos os grupos, concentrada nas &reas lesadas
(figura 9). Novamente, a medida da area marcada para cada grupo (figura 10) confirma que

CL, L e P estimularam significativamente a protecdo celular adaptativa induzida por VIP; este
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sendo entdo um dos mecanismos de agdo pelos quais essas substancias atuam no processo

gastroprotetor.

Figura 10: Area de imunomarcagdo (um?) para VIP em estdmagos de ratos submetidos a
inducdo de Ulcera gastrica por etanol absoluto ap6s tratamento com veiculo, carbenoxolona
(100 mg/kg), Citrus lemon (250 mg/kg), Limoneno (177 mg/kg) ou B-Pineno (33 mg/kg)
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Veiculo 118,5 + 28,7, Carbenoxolona 114,9 + 24,5, Citrus lemon 671 + 113,6 **, Limoneno
713 £ 89 **, B-Pineno 902 + 148,1 **. F. 31)=17,302. p < 0,01.

Outro mecanismo de agressdo da mucosa gastrica pelo etanol é a diminuicdo dos
niveis de glutationa (GSH) (Szabo & Brown, 1987). GSH é um importante antioxidante
encontrado na maioria das células dos mamiferos (Devi et al., 2007). Ela é essencial para a
manutengdo da integridade da mucosa géstrica, prevenindo lesbes causadas por agentes
nocivos. GSH protege a célula dos danos induzidos pelos radicais livres através de protecao
contra peroxidagdo lipidica ou protegendo grupamentos sulfidrilicos de se tornarem
irreversivelmente oxidados ap0s injaria oxidante. O excesso de peroxidagdo lipidica causa
aumento no consumo de GSH (Banerjee et al., 1994; Li et al., 2008 b). A habilidade das
células de manter seu estado reduzido deve-se, em parte, a sua habilidade de sintetizar GSH
(Mehta et al., 1998; Matthews & Butler, 2005). Estudos revelam que os niveis de GSH séo
reduzidos no processo ulcerativo (Ozbakis Dengiz, 2007).

Vérios estudos tém mostrado propriedades antioxidantes de 6leos essenciais in vitro.
Eles podem ser benéficos para a saide humana ja que muitas doengas se devem a sobrecarga
de reacOes de estresse oxidativo que ocorrem ap6s consumo exagerado de gordura, agUcar,

carne, etc. Antioxidantes sdo diretamente antimutagénicos (Clark, 2002) e anticarcinogénicos
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devido as suas propriedades de combater os radicais livres (Ames et al., 1993; Birt et al.,
2001; Surh, 2002; Ferguson et al., 2004; Collins, 2005, Bakkali et al., 2005).

O resultado da determinacdo dos niveis de GSH para CL e L pode ser visto na figura
11. Os tratamentos utilizados ndo foram capazes de manter a GSH em niveis proximos ao
grupo Branco ap6s administragdo de etanol absoluto, que depletou os niveis de GSH. Esse
dado permite concluir que o efeito gastroprotetor dos diferentes tratamentos ndo atua por essa

via antioxidante.

Figura 11: Determinagdo dos niveis de Glutationa (GSH, em pg/ml) na mucosa gastrica de
ratos tratados com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg), Citrus lemon (250 mg/kg) ou

Limoneno (177 mg/kg)
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Branco 1704,30 + 149,03, Veiculo 982,8 + 79,07 **, Carbenoxolona 1195,60 + 37,57 **,
Citrus lemon 1182,00 + 52,47 **, Limoneno 1316,6 + 67,75 **. Fs. 29= 7,922. p < 0,01.

Os anti-inflamatorios ndo-esteroidais (AINES) estdo entre os agentes farmacol6gicos
mais utilizados clinicamente, e a sua habilidade de causar ulceracdo gastrointestinal foi
demonstrada ha mais de 60 anos (Wallace, 2001). Toxicidade gastrointestinal associada a
AINEs é um importante problema no campo médico, apesar dos recentes avancgos
farmacéuticos (Hawkins & Hanks, 2000; Hawkey & Langman, 2003). A industria
farmacéutica reconhece essas falhas nos anti-inflamatérios atuais e responde a necessidade de
farmacos mais seguros modificando quimicamente a estrutura deles ou alterando a produgéo
farmacéutica deles para evitar efeitos gastricos adversos (Whittle, 1999).

AINEs séo largamente utilizadas no tratamento de osteoartrite e artrite reumatdide.

Entretanto, seu uso estd relacionado com amplo espectro de efeitos colaterais no trato
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gastrointestinal, como hemorragia, perfuracdo (Griffin et al., 1991), inducdo de Ulceras e
agravamento de Ulceras pré-existentes (Jones et al., 1999; Halter et al., 2001). Estudos tém
revelado que mdaltiplos elementos patogénicos estdo envolvidos no desenvolvimento dessas
Ulceras, como deplecdo de prostaglandinas através da inibicdo da enzima ciclooxigenase
(COX) (Whittle, 1981; Wallace et al., 2000; Tanaka et al., 2002), supressdo da
microcirculagdo gastrica (Suzuki et al., 2000), aumento de apoptose (Slomiany et al., 1997),
ativacdo de neutrdfilos (Wallace et al., 1990), formacdo de espécies reativas de oxigénio
(ROS) (Wallace, 2001) e liberacdo de 6xido nitrico (NO) (Nishida et al.; 1998), direcionando
novos caminhos para a prevengdo de danos gastricos induzido por AINEs. Motawi et al.
(2008) recentemente demonstrou que a secregdo aumentada de &cido, infiltracdo de
neutrofilos, alteragdes na producdo de NO e estresse oxidativo sdo mecanismos que
contribuem para a ulceragdo induzida por AINEs.

A inibicdo da liberagcdo de COX causada por AINEs leva a queda na biossintese das
prostaglandinas. Essa queda é responsavel pela reducdo do fluxo sanguineo na mucosa
gastrica, que pode provocar lesdo (Wallace et al., 2000). A reducdo na sintese de
prostaglandinas prejudica também a integridade da camada muco-bicarbonato na superficie
epitelial, prejudicando a liberagdo de muco (Lichtenberger et al., 1995; Hawkins & Hanks,
2000; Hawkey & Langman, 2003).

A inibicdo seletiva de COX-1 ou de COX-2 ndo causa lesdo na mucosa gastrica. A
leséo apenas ocorre quando as duas isoformas sdo simultaneamente inibidas (Wallace et al.,
2000). AINEs inibem ambas isoformas, diminuindo os niveis de PGE; na mucosa, causando
ulceracdo (Banerjee et al., 2008 a).

A Indometacina, um AINE, induz Ulceras gastricas através de VAarios processos,
incluindo geracdo de ROS, inibicdo da sintese de PGEy, infiltracdo de leucdcitos
polimorfonucleares, inducéo de apoptose, iniciagdo da peroxidacdo lipidica (Yoshikawa et al.,
1993) e diminuicdo da produgdo de muco resultando em Ulceras hemorragicas (Bech et al.,
2000).

No modelo de inducdo de Ulcera géstrica por Indometacina, CL exerceu 98,3% de
gastroprotecédo, L ofereceu 50,1% e P novamente ndo exerceu efetiva gastroprotegdo (37%),
enquanto o controle positivo Cimetidina ofereceu 66,6%. CL e L se mostraram capazes de
anular o efeito colateral da Indometacina, prevenindo a formacédo de Ulceras gastricas (figura
12).
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Figura 12: Area de Ulcera gastrica em animais submetidos a indugdo de CGlcera por
Indometacina apés tratamento com Citrus lemon (250 mg/kg), Limoneno (177 mg/kg) ou B-
Pineno (33 mg/kg)
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Veiculo Cimetidina Citrus lemon Limoneno B-Pineno

Veiculo 48,72 + 6,64, Cimetidina 16,27 + 4,49 **, Citrus lemon 0,85 + 0,85 **, Limoneno
24,34 £ 5,3 ** B-Pineno 30,66 * 4,22. F(. 43 = 10,857. p < 0,01. Valores no gréafico indicam a
porcentagem de gastroprotegéo.

Considerando que a inibicdo da sintese de PGE, faz parte dos mecanismos
ulcerogénicos da Indometacina, foi realizada a determinagéo bioquimica dos niveis de PGE;
para CL e L, que apresentaram efeito gastroprotetor contra a Indometacina.

Prostaglandinas sdo produzidas em resposta a varios estimulos extrinsecos e regulam
crescimento e diferenciagdo celular e homeostasia. Estdo presentes fisiologicamente nos
fluidos corporais em concentragdes picomolares a nanomolares (Fukushima, 1990). E
reconhecido seu efeito protetor para a mucosa gastrica como consequéncia de varios
mecanismos, que incluem aumento da secre¢cdo de muco, melhora do fluxo sanguineo na
mucosa (Motilva et al., 2005), divisdo celular, regulacdo do pH na superficie géstrica
(Banerjee et al., 2008 b), estimulo de muco e bicarbonato gastricos, aumento dos
componentes sulfidrilicos na mucosa (Brzozowski et al., 2005). Ainda, PGE; estimula a
expressdo de VEGF (fator de crescimento vascular endotelial) em fibroblastos gastricos de
rato através dos receptores EP4 (Hatazawa et al., 2007).

CL e L, quando administrados isoladamente, foram capazes de manter o nivel de PGE,
préximo ao nivel do grupo Branco. Ainda, CL manteve elevado o nivel de PGE; mesmo no
grupo que recebeu administracdo de Indometacina, droga inibidora de PGE,. 1sso comprova

que o efeito gastroprotetor de CL inclui em seu mecanismo de acdo a manutencdo do nivel de
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PGE,. Ja L apresentou queda significativa no nivel de PGE; quando administrado em
conjunto com Indometacina, indicando que seu mecanismo de acdo ndo esta relacionado a
manutengdo do nivel de PGE; quando administrado isoladamente. O grupo veiculo +

indometacina prova que a droga provoca reducdo significativa no nivel de PGE; (figura 13).

Figura 13: Determinacdo dos niveis de Prostaglandina E, (ng/ml) na mucosa gastrica de

animais tratados com veiculo, Citrus lemon (250 mg/kg) ou Limoneno (177 mg/kg)
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PGE, (ng/ml)

Branco 21,14 + 1,14, Veiculo 14,56 + 1,58, Veiculo + Indometacina 7,00 + 1,31 **, Citrus
lemon 18,25 + 2,58, Citrus lemon + Indometacina 17,89 + 1,55, Limoneno 16,54 + 1,77,
Limoneno + Indometacina 10,21 + 2,17 **. F; 30~ 6,512. p < 0,01.

A andlise desses resultados sugere que CL pode ser administrado em conjunto com 0s
AINEs, com o intuito de minimizar seu efeito colateral sobre a mucosa gastrica.

Desde a descoberta da bactéria Helicobacter pylori como agente etiol6gico da Ulcera
gastrica por Marshall & Warren em 1982 (coroados com o prémio Nobel de Medicina em
2005), tem sido demonstrado que essa bactéria é causadora de doengas com varios graus de
severidade, incluindo gastrite cronica, Ulcera péptica, adenocarcinoma, linfoma e cancer
gastricos (Furuta et al., 2002; Queiroz et al., 2005; Peek & Crabtree, 2006; Ustiin et al., 2006).

Além disso, nos paises em desenvolvimento, a infec¢do por Helicobacter pylori na
infancia é alta (Mergraud et al., 1989; Kehrt et al., 1997; Goodman et al., 1996) e resulta em
hipocloridria (Takashima et al., 2001). A hipocloridria, inclusive a que é causada por
inibidores da bomba de protons (Laine et al., 2000), aumenta a suscetibilidade a infec¢des

entéricas (Howden & Hunt, 1987) principalmente nos paises em desenvolvimento, onde tais
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infeccBes sdo endémicas. Outra potencial conseqiiéncia da hipocloridria é a anemia ferropriva,
ja que a absorcdo de ferro fica comprometida se ha alteragbes na secrecdo &cida géstrica. A
diarréia resultante de infeccdo aguda por Helicobacter pylori leva & subnutri¢do e retardo no
crescimento em criancas (Bravo et al., 2003; Passaro et al., 2002; Tasar et al., 2006). Portanto,
a prevencdo da infecgdo por Helicobacter pylori pode ter importante impacto nas doencas
diarréicas nos paises em desenvolvimento (Windle et al., 2007).

CL e L apresentaram excelente atividade anti-Helicobacter pylori, com concentracéo
inibitoria minima de 125 pg/ml e 75 pg/ml respectivamente. J4 a CIM para P mostrou-se
bastante elevada: 500 pg/ml. A literatura tem mostrado que CIM igual ou menor a 250 pg/ml
é interessante para produtos naturais (Lima et al., 2008 a, 2008 b; Moraes et al., 2008). Entéo,
CL e L apresentam excelente atividade antimicrobiana contra um dos mais importantes
fatores causadores de Ulcera géstrica e poderiam ser administrados como suplemento para

aumentar a eficacia das terapias antibacterianas atuais.

4. CONCLUSOES

- O 0leo essencial de Citrus lemon e seu componente majoritario Limoneno tém
eficicias semelhantes na gastroprotecdo contra Ulceras induzidas por etanol;

- O componente B-Pineno ndo apresentou atividade gastroprotetora nesse mesmo
modelo;

- O mecanismo de acdo gastroprotetor de todos os tratamentos testados inclui ativagéo
de proteinas heat-shock e liberacdo de peptideo intestinal vasoativo, inclusive para p-Pineno,
que ndo exerceu efeito gastroprotetor, o que nos leva a concluir que a liberagcdo dessas
substancias ndo pode ser entdo o Unico mecanismo responsavel pela gastroprotecdo nos
demais tratamentos e que atua em conjunto com outros mecanismos para promover a
gastroprotecéo;

- Os trés tratamentos testados estimulam a producdo de muco, mas B-Pineno ndo
estimula a secrecdo dele, diferente do Limoneno e do Citrus lemon;

- A manutencdo dos niveis de glutationa ndo pode ser considerada mecanismo de agéo
gastroprotetor de Citrus lemon nem de seus componentes;

- O dleo essencial de Citrus lemon e seu componente majoritario Limoneno tém
eficicias semelhantes na gastroprotecdo contra Ulceras induzidas por anti-inflamatério ndo-
esteroidal (indometacina);

- O componente B-Pineno ndo apresentou atividade gastroprotetora também nesse

modelo;
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- A manutencéo dos niveis de prostaglandina E; faz parte do mecanismo gastroprotetor
de Citrus lemon, mas n&o do Limoneno;

- Esses resultados nos levam a concluir que o Limoneno contido no 6leo essencial de
Citrus lemon é o responséavel isolado pelo efeito gastroprotetor do 6leo essencial,

- Citrus lemon e Limoneno apresentaram excelente atividade anti-Helicobacter pylori,
bactéria que coloniza o estdmago e é responsavel pelo desenvolvimento de Ulceras gastricas,

mas a atividade do -Pineno na inibi¢do do crescimento dessa bactéria ndo foi satisfatoria.
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Figura 4: Fotomicrografia de estdbmagos submetidos a indugdo de Ulceras por etanol absoluto apds tratamento com (A) Veiculo, (B)
Carbenoxolona (100 mg/kg), (C) Citrus lemon (250 mg/kg), (D) Limoneno (177 mg/kg) ou (E) B-Pineno (33 mg/kg). Coloracdo HE. * indica
descamagcdo e # indica dano glandular.
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Figura 6: Fotomicrografia de estdbmagos submetidos a indugdo de Ulceras por etanol absoluto apds tratamento com (A) Veiculo, (B)
Carbenoxolona (100 mg/kg), (C) Citrus lemon (250 mg/kg), (D) Limoneno (177 mg/kg) ou (E) B-Pineno (33 mg/kg). Coloragdo PAS. A cor

purpura indica 0 muco.
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Figura 7: Imunoistoquimica para HSP-70 em estdmago de ratos submetidos a inducdo de Ulcera por etanol absoluto apds tratamento com (A)
veiculo, (B) Carbenoxolona (100 mg/kg), (C) Citrus lemon (250 mg/kg), (D) Limoneno (177 mg/kg), (E) B-pineno (33 mg/kg). Setas indicam

imunomarcacao.

Figura 9: Imunoistoquimica para VIP em estdbmago de ratos submetidos a inducao de Ulcera por etanol absoluto ap6s tratamento com (A)
veiculo, (B) Carbenoxolona (100 mg/kg), (C) Citrus lemon (250 mg/kg), (D) Limoneno (177 mg/kg), (E) B-pineno (33 mg/kg). Setas indicam

imunomarcacao.
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CAPITULO Il
Avaliacao do efeito gastroprotetor do

Oleo essencial da casca de Croton cajucara

1. Croton cajucara

Croton cajucara Benth. (Euphorbiaceae), popularmente conhecido por “sacaca”
(feitico, na lingua Tupi), é uma planta nativa da Amazbdnia que representa um recurso
medicinal de grande importancia no tratamento e cura de varias doencas, tais como: controle
de indices elevados de colesterol, diabetes, diarréia, inflamagdes do figado (Simdes et al.,
1979; Di Stasi et al., 1989; Carvalho et al., 1996), febre, gastrite, Ulcera péptica, inflamagdes
dos rins e vesicula, maldria, ictericia e hepatite (\Van Den Berg, 1993; Di Stasi et al., 1994). A
casca do caule de Croton cajucara é preparada como infusdo nos casos de azia, gastrite e
Ulcera péptica (Souza-Brito & Nunes, 1997). Esta € uma das mais importantes plantas
medicinais brasileiras da atualidade (Maciel et al., 2002).

O tratamento oral com 6leo essencial de Croton cajucara aumentou os niveis de
prostaglandina E; e secre¢do de muco no estdmago de ratos, prevenindo a formacao de lesdes
agudas e acelerando a cicatrizacdo de Ulceras induzidas por &cido acético, efeito que foi
atribuido a presenca de sesquiterpenos de baixo peso molecular (Hiruma-Lima et al., 1999,
2002; Nunes et al., 1993), que consistem principalmente em CjsH2s. Os componentes
principais desse 6leo sdo a-copaeno (20,9%) e cipereno (29,0%) (Hiruma-Lima et al., 2002;
Paula et al., 2006).

Assim, este trabalho teve como objetivo testar a atividade gastroprotetora de Ulceras
gastricas induzidas por etanol absoluto e os mecanismos de acdo do 6leo essencial de Croton

cajucara.
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Figura  1: Croton cajucara Benth. Retirado  de http://www.museu-
goeldi.br/museuempauta/noticias/agencia_museu_goeldi/25092008/manchete.html, acesso em
24/03/2009

2. MATERIAL E METODOS

2.1 Animais

Para todos os experimentos realizados, foram utilizados ratos Wistar machos (200 a
250g) provenientes do Biotério Central da UNESP, aclimatados as condi¢es do biotério do
Departamento de Morfologia por cerca de duas semanas antes da manipulagdo experimental,
sob temperatura (23 + 2°C) e ciclo claro-escuro (12 horas) controlados. Os animais foram
alimentados com racdo Guabi e 4gua ad libitum. Todos os experimentos obedeceram aos
protocolos experimentais n° 002/04-CEEA submetidos e aprovados pela Comissdo de Etica

em Experimentacdo Animal, do Instituto de Biociéncias da UNESP - Botucatu.

2.2. Obtencéo de Croton cajucara e determinacéo da dose

As cascas do caule de Croton cajucara (CC) foram coletadas por um mateiro
experiente na cidade de Santarém, Para. Uma exsicata ja havia sido depositada no Herbario
IAN, de Belém, Para, sob o nimero 247. O 6leo essencial das cascas de CC foi extraido pelo
método de destilagdo por arraste com vapor d’agua. Ao final de cada extracdo, o 6leo obtido
foi separado da fase aquosa com auxilio do solvente éter etilico. A solucdo organica (etérea)
foi secada com Na;SO. anidro, filtrada e evaporada a baixa pressdo e temperatura. O
rendimento médio de cada extracdo foi de 0,8%.

Esta etapa foi desenvolvida no laboratdrio do Prof. Dr. Domingos Savio Nunes, da
Universidade Estadual de Ponta Grossa (PR), Setor de Ciéncias Exatas e Naturais,
Departamento de Quimica.

A dose de CC segue a literatura de referéncia (De Paula et al., 2008): 100 mg/kg.
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2.3. Inducdo de ulceras gastricas por Etanol absoluto

Este método baseia-se na metodologia descrita por Morimoto et al. (1991). Apds 24
horas de jejum, ratos Wistar machos (n=7) foram submetidos aos tratamentos com veiculo
(Tween 80 a 8%, controle negativo), Carbenoxolona (100 mg/kg, controle positivo) ou CC
100 mg/kg 1 hora antes da administracdo de 1 mL de etanol absoluto por animal. Apds 1 hora
da administracdo do etanol, os animais foram sacrificados na camara de CO;, tiveram 0s
estdbmagos retirados e abertos ao longo da grande curvatura, prensados em placa de vidro e
escaneados. As lesbes foram medidas com auxilio do programa AVSoft BioView. Os
resultados foram expressos em érea total de lesdo ulcerativa (em mm?). Depois, foram
destinados a confeccdo de Idminas para observacdo do carater morfoldgico, histologico
(coloragdo em Hematoxilina & Eosina — HE — e Acido periddico-Schiff — PAS) e
imunoistoquimico das lesbes. Determinou-se um escore microscopico (Jahovic et al., 2007)
para 0s seguintes pardmetros da mucosa: descamacdo, hemorragia, dano glandular e
infiltracdo eosinofilica, que variou de 0 (auséncia do carater em questdo) a 3 (maior presenca
observada do cardter em questdo, corresponde ao controle negativo). O escore total

correspondeu a 12.

2.4. Determinagdes imunoistoquimicas

Foram realizadas rea¢Bes imunoistoquimicas consideradas mais adequadas para este
modelo, que sdo VIP (peptideo intestinal vasoativo, inibidor de secre¢do géstrica) e HSP-70
(heat shock protein, proteinas citoprotetoras).

Cinco laminas histoldgicas representativas de cada grupo de tratamento foram
desparafinizadas, reidratadas e reveladas com o método ABC (complexo biotina-avidina). O
bloqueio de reacdo inespecifica foi feito com soro normal de cabra a 1% e leite desnatado a
3% e anticorpo para VIP ou HSP-70 (1:100). Depois de lavados em solucdo salina tamponada
de fosfato (PBS 0,01mol/L, pH 7,4), os cortes foram incubados em anti-soro secundario.
Foram entdo enxaguados em PBS e incubados em ABC (kit ABC - Vector) e incubados em
reagéo de peroxidase (3,3’-diaminobenzidina tetracloridro- Sigma) contendo 0,01% de H>O>

em tampé&o PBS.

2.5. Determinacéo do envolvimento dos grupamentos sulfidrilicos (SH) na citoprotecao
Este método baseia-se na metodologia descrita por Matsuda et al. (1999). Ratos
machos Wistar (n=7) foram divididos em 4 grupos. Os ratos foram pré-tratados com salina ou

com NEM (N-ethylmaleimide, 10 mg/kg), um bloqueador dos grupamentos SH, por via
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intraperitoneal. Trinta minutos depois, receberam por via oral veiculo ou CC (100 mg/kg) e
apds 60 minutos todos os grupos foram tratados com 1 ml de etanol absoluto, via oral, para a
inducdo de Ulceras gastricas. Uma hora depois da administragdo do etanol, os animais foram

sacrificados para a determinacéo e comparacdo da rea das Ulceras gastricas.

2.6. Determinacéo do envolvimento do Oxido Nitrico (NO) na citoprotecéo

Este método baseia-se na metodologia descrita por Matsuda et al. (1999). Ratos
machos Wistar (n=7) foram divididos em 4 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 intraperitoneal. Trinta minutos depois, receberam por via oral veiculo ou CC
(100 mg/kg) e apds 60 minutos todos os grupos foram tratados com 1 ml de etanol absoluto,
via oral, para a inducdo de Ulceras gastricas. Uma hora depois da administracdo do etanol, os

animais foram sacrificados para determinacéo e comparacdo da &rea das Ulceras gastricas.

2.7. Determinacéo dos niveis de glutationa (GSH)

Este método baseia-se na metodologia descrita por Anderson et al. (1985) e tem como
objetivo verificar se ocorre dependéncia de GSH no efeito gastroprotetor de CC. Apos o
escaneamento dos estdbmagos no modelo de indugdo de Ulceras por etanol absoluto, foi
coletado um pequeno fragmento de cada estdbmago, que foi raspado, pesado e homogeneizado
em tampédo. As amostras foram aliquotadas e a determinagdo da concentracdo de GSH foi
feita através da reagdo com DTNB (4cido 5,5 -ditiobis-2-nitrobenzdico) e a absorbéancia foi

lida em espectrofotdmetro (412 nm).

2.8. Avaliagéo de CC na inibicdo do crescimento da bactéria Helicobacter pylori

A metodologia foi desenvolvida segundo modelos de Ellof (1998) e Palomino et al.
(2002), utilizando-se a cepa ATCC43629 isolada de duodeno de individuos ulcerados. Foram
utilizadas dilui¢fes seriadas de CC e se observou até qual diluigdo a bactéria se desenvolveu,
para assim determinar a sua concentracdo inibitoria minima (CIM). Esta etapa foi realizada no
laboratdrio da Profa. Dra. Tais Maria Bauab, da Faculdade de Ciéncias Farmacéuticas da
UNESP de Araraquara.

2.9. Analise Estatistica
Dados paramétricos foram expressos na forma de média + erro padrdo da média e

submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posteriori de
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Dunnett. Dados ndo-paramétricos (escore histoldgico) foram expressos na forma de mediana
(range) e submetidos ao teste de Kruskal-Wallis (ANOVA néo-paramétrico) seguido pelo
teste a posteriori de Dunn. Todas as andlises foram feitas pelo software GraphPad Instat com

nivel de significancia minimo de p < 0,05.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO

As lesbes gastricas induzidas por etanol sdo predominantes na parte glandular do
estdbmago. A administracdo de etanol aumenta a peroxidacéo lipidica, reduz os niveis de SOD
(superdxido dismutase), catalase e glutationa reduzida (fatores protetores da mucosa gastrica)
(Bafna & Balaramam, 2004), depleta 0 muco contido na parede gastrica (Al-Howiriny et al.,
2003), estimula a formacdo do leucotrieno C4 (LTC4), de produtos secretados por mastdcitos
(Oates & Hakkinen, 1988) e de espécies reativas de oxigénio (Mizui et al., 1987), causa
distarbios na microcirculagdo géstrica, isquemia e liberacdo de radicais livres, liberacdo de
endotelina e inibicdo da liberagdo de prostaglandinas (Abdel-Salam et al., 2001), resultando
em dano a mucosa gastrica. As doengas do trato gastrointestinal relacionadas ao alcool
possuem importante papel na gastroenterologia clinica (Siegmund et al., 2003).

No modelo de inducéo de Ulceras por etanol absoluto, CC (100 mg/kg) demonstrou
100% de gastroprotecdo macroscopica, ou seja, auséncia de lesbes hemorragicas que
pudessem ser vistas macroscopicamente. O controle positivo Carbenoxolona exerceu 85,80%

de gastroprotecdo. A 4rea das lesées, expressa em mm?, pode ser vista na figura 2.

Figura 2: Area de Ulcera géstrica em ratos submetidos a induco de ulcera gastrica por etanol
absoluto apds tratamento com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg) ou Croton cajucara (100

mg/kg)
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Veiculo 156,60 + 36,30, Carbenoxolona 22,27 + 8,21 ** e Croton cajucara 0,00 + 0,00 **,

F(; 22= 4,863. Valores no gréafico indicam a porcentagem de gastroprotecéo.

Microscopicamente, CC apresentou boa manutencdo da integridade da mucosa
gastrica, apresentando pouca descamacdo e dano glandular e auséncia de infiltragdo
eosinofilica e hemorragia. J& a carbenoxolona, embora tenha apresentado bom efeito
gastroprotetor macroscépico, apresentou descamacdo, hemorragia e dano glandular
moderados e pouca infiltracdo eosinofilica.

O aspecto histologico das lesdes pode ser visto na figura 3 e o escore das lesbes

microscopicas, na figura 4.

Figura 4: Escore microscopico (0 — 12) das Ulceras gastricas induzidas por etanol absoluto
apos tratamento com veiculo, carbenoxolona (100 mg/kg) ou Croton cajucara (100 mg/kg).

14
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ma

Veiculo Carbenoxolona Croton cajucara

Escore microscépico

Veiculo 12(11-12), Carbenoxolona 6(5-7) e Croton cajucara 2(1-3)***. KW: 18,245,
p<0,001.

A barreira muco-bicarbonato fosfolipideos constitui a primeira linha de defesa da
mucosa (Lichtenberger, 1999; Atuma et al., 2001; Allen & Flemstron, 2005). O muco
secretado na superficie estomacal atua como lubrificante, para reduzir o dano fisico ao
epitélio causado pelos alimentos ingeridos, e como armadilha para as bactérias, diminuindo a
possibilidade de que a bactéria acesse o epitélio (Belley et al., 1999; Wallace, 2008).
Substancias ulcerogénicas dissipam 0 muco e a camada de fosfolipideos, levando a re-difusdo
de &cido e injuria a mucosa (Darling et al., 2004).
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O tratamento com CC gerou uma substancial camada de muco PAS-positiva cobrindo
a superficie da mucosa e as glandulas gastricas, indicando que CC estimulou a producgéo de
muco (figura 5). Este dado esta de acordo com Hiruma-Lima et al. (2002), que mostrou que o
tratamento com CC estimulou a produgdo de muco em camundongos e a secregdo de
prostaglandina E, em ratos, que também estimula a producdo de muco.

As anélises imunoistoquimicas sdo importantes para verificar o mecanismo de acdo
da substancia em questéo. Neste modelo, foram realizadas rea¢bes imunoistoquimicas para
HSP-70 e VIP.

Heat-shock protein 70 (HSP-70) € uma proteina das células de mamiferos, com 70
kDa de peso molecular, abundantemente produzida dentro das células em resposta a
diferentes formas de estresse (Shichijo et al., 2003; Chang et al., 2007), apresentando fungéo
importante na citoprotecdo adaptativa. Ela protege os processos homeostéticos celulares de
injurias fisiologicas e ambientais atraves da preservagdo de estruturas normais de proteinas e
reparo ou remocao de proteinas danificadas. Por isso, o acumulo intracelular de HSP-70
induzido fisiologicamente, farmacologicamente, geneticamente ou por administracdo direta,
protege o organismo de uma grande variedade de condi¢des patoldgicas, incluindo a Ulcera
gastrica (Tytell & Hooper, 2001). Ainda, a acupuntura em determinados pontos induz a
expressdo de HSP-70 e acimulo de prostaglandina E», gerando efeito gastroprotetor (Chang
et al., 2007). Entretanto, 0s mecanismos responsaveis por esse fendmeno ndo sdo bem
conhecidos. Ele pode ocorrer por um mecanismo citoprotetor que aumenta o fluxo sanguineo
e divisdo celular na mucosa gastrica (Shichijo et al., 2003) ou atraves de protecéo
mitocondrial e interferéncia no programa de apoptose celular estresse-induzido. A indugdo de
Ulcera é uma situacdo de estresse celular, entdo, drogas que induzem acimulo de HSP-70
exercem beneficios para prevencéo e tratamento de Ulceras (Rokutan, 2000). A expressdo de
HSP-70 est4 associada a protecdo celular adaptativa a ingestdo de etanol (Tsukimi & Okabe,
2001; Al Moutaery, 2003).

Analisando as l1aminas histoldgicas, é possivel perceber que houve imunomarcagdo
em todos os grupos (figura 6) e a imunomarcacdo ficou concentrada nas areas lesadas. A
medida da area marcada para cada grupo (figura 7) mostra que tanto o controle positivo
quanto CC estimularam significativamente a protecdo celular adaptativa induzida pelas
proteinas HSP-70; este sendo entdo um dos mecanismos de acdo pelos quais essas drogas

atuam no processo gastroprotetor.
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Figura 7: Area de imunomarcagdo (um?) para HSP-70 em estdmagos de ratos submetidos a
inducdo de Ulcera gastrica por etanol absoluto apds tratamento com veiculo, carbenoxolona

(100 mg/kg) ou Croton cajucara (100 mg/kg)

200 **
~ 180

a *%

» 100 ~

Area marcada por H
N
o
‘

Veiculo Carbenoxolona Croton cajucara

Veiculo 34,3 + 6,3, Carbenoxolona 168,9 + 19,4 ** e Croton cajucara 105,1 £ 9,4 **. F(,.
22): 29,063.

O Peptideo Intestinal Vasoativo (VIP) foi descoberto por Said & Mutt (1970). Ele
apresenta muitas fungdes fisioldgicas, envolvendo atividades nos sistemas digestivo,
respiratdrio, circulatorio, urogenital e nervoso (lwanaga, 2002; Groneberg et al., 2004). Ele
atua como molécula sinalizadora entre o sistema nervoso e o sistema imune, e pode regular a
funcdo dos mastdcitos da mucosa intestinal através da regulacdo da secre¢do neuroenddcrina e
paracrina (Wu et al., 2008). VIP previne a formagao de Ulceras gastricas, inibindo a
degranulacdo de mastocitos e protegendo o tecido gastrico da peroxidacdo lipidica. O
mecanismo de acdo do VIP nos niveis de histamina no tecido gastrico pode ser explicado por
seu efeito inibitorio sobre a liberagdo do horménio gastrina (que estimula liberacdo de
histamina) e sobre a atividade de mastocitos e células ECL, compartimentos que armazenam
histamina no tecido gastrico. Regulando sintese e inativacdo de histamina, VIP equilibra os
efeitos benéficos e prejudiciais dela, que € um importante mediador para reparo e cicatrizacdo
dos tecidos, apesar de estimular a secrecdo acida gastrica. Ainda, VIP atua como antioxidante
e anti-inflamatorio, potencializando seu efeito gastroprotetor (Tuncel et al., 2003).

Novamente, pode-se notar imunomarcacdo em todos 0s grupos, concentrada nas areas
lesadas (figura 8). A medida da area marcada para cada grupo (figura 9) mostra que, embora a
area marcada de CC tenha sido um pouco menor, ndo houve diferenca estatistica entre os trés
grupos, o que leva a conclusdo de que o mecanismo de a¢éo de CC ndo envolve aumento dos

niveis de VIP para prevencéo da formacéo de Ulceras gastricas.
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Figura 9: Area de imunomarcagio (um?) para VIP em estdmagos de ratos submetidos a
inducdo de Ulcera géstrica por etanol absoluto apds tratamento com veiculo, carbenoxolona

(100 mg/kg) ou Croton cajucara (100 mg/kg)
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Veiculo 118,5 + 28,7, Carbenoxolona 114,8 + 24,5 e Croton cajucara 45,7 + 10,6. Fp. 19)=
2,655, p>0,05.

Compostos sulfidrilicos enddgenos ndo-protéicos (NP-SH) também sdo importantes
agentes na gastroprotecdo contra Ulceras induzidas por etanol absoluto (Szabo & Vattay,
1990). Geralmente, o aumento no dano é acompanhado por queda na concentracdo de
compostos NP-SH, porque os grupos SH se ligam aos radicais livres formados por acdo dos
agentes nocivos. Compostos NP-SH devem estar envolvidos na remocéo de radicais livres
derivados de oxigénio e na producao de muco (Salim, 1993). O pré-tratamento com NEM, um
bloqueador de compostos SH, aumentou significativamente a &rea das lesdes géstricas dos
animais tratados com CC, e seu efeito gastroprotetor (99,6%) foi parcialmente revertido pela
administracdo de NEM (71%) (tabela 1). Esses resultados comprovaram que ha envolvimento
dos compostos enddgenos NP-SH no efeito gastroprotetor de CC. Muitos produtos naturais
apresentam dependéncia de compostos SH em seu efeito gastroprotetor. Entre eles, estdo o
extrato metanolico das folhas de Byrsonima fagifolia (Lima et al., 2008 a), extrato da casca de
Hancornia speciosa (Moraes et al., 2008) e até um diterpendide isolado do extrato das folhas
de Croton reflexifolius (Reyes-Trejo et al., 2008).

O Oxido nitrico (NO) também tem importante fungdo em manter a integridade da
mucosa gastrica e na regulacdo da secrecao de &cido, bicarbonato, muco e do fluxo sanguineo
na mucosa (Chandranath et al., 2002). Estudos mostraram que o NO é um importante fator
gastroprotetor, que é liberado em alta quantidade e contribui para a reducdo da area e nimero

das lesdes (Kwiecien et al., 2008). Os mecanismos através dos quais ele protege a mucosa
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géstrica e promove cicatrizacdo de Ulceras ndo sdo inteiramente compreendidos, mas acredita-
se que seja através da manutencdo do fluxo sanguineo gastrointestinal e inibindo aderéncia e
ativacdo de leucdcitos na microcirculagdo géstrica (Tadic et al., 2008). Porém, o pré-
tratamento com L-NAME, um bloqueador da enzima NO-sintase, precursora do NO, ndo
alterou significativamente a &rea das lesdes gastricas dos animais tratados com CC (tabela 1),
ndo havendo grande queda na porcentagem de gastroprotecdo (92,2%). Assim, foi possivel
concluir que ndo ha envolvimento do NO no efeito gastroprotetor de CC. Resultado
semelhante foi obtido por Leite et al. (2009) com 6leo essencial de Vanillosmopsis arborea
Baker e por Dias et al. (2001) com as partes aéreas de Artemisia annua, cujo potencial

gastroprotetor ndo foi atenuado com a administragdo de L-NAME.

Tabela 1: Efeito do 6leo essencial de Croton cajucara (100 mg/kg) em Ulceras induzidas por
etanol absoluto em ratos pré-tratados com NEM (bloqueador de SH) ou L-NAME (inibidor de
NO)

Pré-tratamento (i.p) Salina NEM L-NAME
Tratamento (p.o) Veiculo Veiculo Veiculo
Area lesada (mm?®) 139.05+19.21 1229.7 +141.25b 511.94 +80.96 b
Tratamento (p.o) Croton cajucara Croton cajucara Croton cajucara
Area lesada (mm?) 0.55+0.30a 356.63 +53.69 a, c 40.08 +18.23 a
Gastroprotegéo (%) 99.6 71 92.2

Teste t ndo-pareado. a indica p < 0,01 na mesma coluna (entre 0 mesmo pré-tratamento). b
indica p < 0,01 na mesma linha (entre 0 mesmo tratamento oral - veiculo). ¢ indica p < 0,01

na mesma linha (entre o mesmo tratamento oral - Croton cajucara).

Outro mecanismo de agressdo da mucosa gastrica pelo etanol é a diminuicdo dos
niveis de glutationa (GSH) (Szabo & Brown, 1987). GSH é um importante antioxidante
encontrado na maioria das células dos mamiferos (Devi et al., 2007). Ela € essencial para a
manutengdo da integridade da mucosa gastrica, prevenindo lesdes causadas por agentes
nocivos. GSH protege a célula dos danos induzidos pelos radicais livres atraves de protecéo
contra peroxidacdo lipidica ou protegendo grupamentos sulfidrilicos de se tornarem
irreversivelmente oxidados apds injuria oxidante. A habilidade das células de manter seu

estado reduzido deve-se, em parte, a sua habilidade de sintetizar GSH (Mehta et al., 1998;
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Matthews & Butler, 2005). Estudos revelam que os niveis de GSH sdo reduzidos no processo
ulcerativo (Ozbakis Dengiz et al., 2007).

O resultado da determinacdo dos niveis de GSH para CC pode ser visto na figura 10.
O tratamento ndo foi capaz de manter a GSH em niveis pr6ximos ao grupo Branco apds
administracdo de etanol absoluto, que depletou os niveis de GSH. Isso significa que o efeito

gastroprotetor de CC n&o atua por essa via antioxidante.

Figura 10: Determinagdo dos niveis de Glutationa (GSH, em pg/ml) na mucosa gastrica de

ratos tratados com veiculo, Carbenoxolona (100 mg/kg) ou Croton cajucara (100 mg/kg).
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Branco 1704,30 + 149,03, Veiculo 982,8 + 79,07**, Carbenoxolona 1195,60 + 37,57** e
Croton cajucara 1286,5 + 93,15*. Fs. 15= 10,421, p<0,05.

Helicobacter pylori é uma bactéria espiroqueta gram-negativa que coloniza o
estbmago de mais de 80% da populacdo de paises em desenvolvimento e quase 40% em
paises industrializados. A infeccdo por H. pylori é reconhecida como o maior agente
etiolégico da gastrite crénica e carcinoma gastrico. Estima-se que pacientes portadores da
infeccdo apresentam 10% a 20% de risco de desenvolver Ulcera e 1% a 2% de risco de
desenvolver cancer géstrico distal (Kusters et al., 2006). A crescente resisténcia da bactéria
aos antibidticos demanda a procura por novos compostos baseados em fontes vegetais
(Velazquez & Feirtag, 1999; Ndip et al., 2007).

CC apresentou excelente atividade anti-Helicobacter pylori, com concentragdo
inibitéria minima de 125 pg/ml. A literatura tem mostrado que CIM igual ou menor a 250
pg/ml ¢ interessante para produtos naturais (Lima et al., 2008 a, 2008 b; Moraes et al., 2008).

Entdo, CC apresenta excelente atividade antimicrobiana contra um dos mais importantes
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fatores causadores de Ulcera géstrica, e pode ser administrado como um suplemento para

aumentar a eficacia das terapias antibacterianas atuais.

4. CONCLUSOES

- O oleo essencial de Croton cajucara apresentou atividade gastroprotetora contra
Ulceras induzidas por etanol absoluto;

- Esse 6leo exerceu boa preservagdo histoldgica da mucosa, prevenindo totalmente a
formacéo de hemorragia e infiltracdo eosinofilica na mucosa e atenuando o dano glandular e a
descamagéo promovidos pelo etanol;

- Seu mecanismo de acéo esta relacionado a producéo de muco pelas células epiteliais
da mucosa géstrica, a ativacdo de proteinas heat-shock 70, & manutencdo dos compostos
sulfidrilicos ndo-protéicos da mucosa;

- Entretanto, seu mecanismo de agdo ndo inclui a liberagdo do peptideo intestinal
vasoativo, nem a ativacdo do 6xido nitrico nem a manutencdo dos niveis de glutationa;

- A unido desses novos resultados com os resultados j& descritos na literatura confirma
a eficacia da atividade do 6leo essencial de Croton cajucara no tratamento e prevencdo de

Ulceras géstricas indicada pela etnofarmacologia.
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2

Figura 3: Fotomicrografia de estdbmagos submetidos a indugdo de Ulceras por etanol absoluto apds tratamento com (A) Veiculo, (B)
Carbenoxolona (100 mg/kg) ou (C) Croton cajucara (100 mg/kg). Coloracdo HE. * indica descamacdo e # indica dano glandular.

2

Figura 5: Fotomicrografia de estdbmagos submetidos a indugdo de Ulceras por etanol absoluto apds tratamento com (A) Veiculo, (B)

Carbenoxolona (100 mg/kg) ou (C) Croton cajucara (100 mg/kg). Coloracdo PAS. A cor pdrpura indica 0 muco.
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Figura 6: Imunoistoquimica para HSP-70 em estdmago de ratos submetidos a inducdo de Ulcera por etanol absoluto apds tratamento com (A)
Veiculo, (B) Carbenoxolona (100 mg/kg) ou (C) Croton cajucara (100 mg/kg). Setas indicam imunomarcacao.

Figura 8: Imunoistoquimica para VIP em estdbmago de ratos submetidos a inducdo de Ulcera por etanol absoluto ap6s tratamento com (A)
Veiculo, (B) Carbenoxolona (100 mg/kg) ou (C) Croton cajucara (100 mg/kg). Setas indicam imunomarcagao.






