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Prologo
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LISTA DE ABREVIATURAS

Ach = acetilcolina

Al(OH)3 = hidroxido de aluminio

AMPc = adenosina monofosfato ciclica
ATP = adenosina trifosfato

CaCOs = carbonato de calcio

CAT = catalase

CCK = colecistoquinina

CCKA = colecistoquinina A

CCKB = colecistoquinina B

CO2 = gas carbonico

COX = isoenzima ciclooxigenase
DAINEs = Drogas antiinflamatoérias nao-esteroidais
DTNB = 5,5ditio-bis (2-acido nitrobenzobico)
ECL = células enterocromafins like

eNOS = NO sintase endotelial

ERNs = Espécies reativas de nitrogénio
EROs = Espécies reativas de Oxigénio

Gi = Proteina G inibitéria

GPx = Glutationa peroxidase

GSH = Glutationa total

GSSG = Glutationa reduzida

H+/ K+/ ATPase = bomba de protons
H207 = peroxido de hidrogénio

HCI1 = acido cloridrico

HCOs3 = bicarbonato

HTAB = tampao de reacao

iNOS = forma induzida da NO sintase
IR = isquemia-resperfusao

L-NAME = Ng-nitro-L-arginine methyl-ester
MDA = malonildialdeido

Mg(OH)2 = hidroxido de magnésio
MPO = mieloperoxidase

NADPH = Nicotinamida adenina dinucleotideo-P



NaH2COs3 = bicarbonato de s6dio
NaOH = hidréxido de sodio

NEM = N-etilmaleimida

nNOS = NO sintase neuronal

NO = Oxido Nitrico

NOS= No sintase

O = oxigénio

PACAP = Peptideo Ativador de Adenilato Ciclase Pituitario
PCNA = Proliferation cell nuclear antigen
PG = prostaglandina

PGE; = prostaglandina E,

PGH; = prostaglandina H»

PGI; = prostaglandina I

SHs = Compostos sulfidrilicos

SNC = Sistema Nervoso Central

SOD = superoxido dismutase

TCA = acido tricloroacético

TGI = Trato gastrointestinal

UD = Ulcera duodenal
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Resumo/Abstract

RESUMO

O estudo de novos compostos oriundos de plantas medicinais potencializa a
descoberta de novas substancias bioativas utilizadas na terapéutica. A
caracterizacao fitoquimica do oleo essencial de Citrus aurantium, uma
espécie medicinal que possui fortes indicativos de uso popular para gastrites
e disturbios do trato gastrintestinal (MORAES et al., 2009), apontou a
presenca do monoterpeno B-mirceno (1,43%) como um dos constituintes de
sua composicdo. O resultado mais surpreendente deste composto é com
relacdo a dose terapéutica de 7.5 mg/kg para a obtencdo desta acao
protetora gastrica em todos os animais avaliados. Os indices de protecao do
B-mirceno na dose de 7.5 mg/kg variam de 60 a 86% de protecao da mucosa
gastrica e duodenal o que representa uma equivaléncia a 13 vezes a acao da
cimetidina (dose 100 mg/kg) ou 4 vezes o efeito do lansoprazol (30 mg/kg),
duas drogas antiulcerogénicas padrao utilizadas em doses terapéuticas
muito superior ao [B-mirceno. Este monoterpeno mostrou-se efetivo no
modelo de inducao de ulcera por etanol absoluto com porcentagem de
protecao de 66% e o controle positivo, a cimetidina, com 67% de protecao
gastrica. Essa acao gastroprotetora ocorre devido a um aumento na
producao de muco gastrico (p<0,05) mesmo nao favorecendo a expressao de
PGE:; na mucosa gastrica. Além disso, a potente atividade gastroprotetora do
B-mirceno € completamente dependente da presenca de NO e dos
grupamentos sulfidrilicos (SHs) aliada a sua incrivel atividade antisecretoria
gastrica, sem, no entanto, alterar a motilidade intestinal dos animais sob
sua influéncia. Nossos resultados também apontam para uma potente acao
antioxidante do [-mirceno quando o mesmo exerceu efetiva acao
antiulcerogénica (86% de protecao) frente a lesdes gastricas induzida pelo
processo de isquemia e reperfusao da artéria celiaca que contribui para o
fluxo sanguineo da mucosa gastrica. Neste modelo experimental, foi possivel
observar a atuacao das espécies reativas de oxigénio (ERO) que promoveram
lesbes extremamente extensas na mucosa gastrica, mas que foram
minimizadas pela acdao do monoterpeno. Com isso conclui-se que o B-
mirceno apresenta um fabuloso potencial antiulcerogénico e antioxidante

enfatizando a fantastica dose utilizada em todos os modelos experimentais.
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Resumo/Abstract

ABSTRACT

The study of new compounds derived from medicinal plants enhances the
discovery of new bioactive substances used in therapy. The phytochemical
analysis of the essential oil of Citrus aurantium, a medicinal plant that has
strong indications of popular use for gastritis and disorders of the
gastrointestinal tract (MORAES et al., 2009), noted the presence of the
monoterpene [-myrcene (1.43%) as one of the constituents of its
composition. The most surprising result of this compound is in relation to
therapeutic dose of 7.5 mg/kg to obtain this protective action stomach in all
animals evaluated. The rates of protection of B-myrcene at a dose of 7.5
mg/kg range from 60 to 86% protection of gastric and duodenal mucosa
which represents an equivalent to 13 times the action of cimetidine (dose
100 mg/kg) or 4 times the effect of lansoprazole (30 mg/kg), two drugs
antiulcerogenic standard used in therapeutic doses that are higher than [3-
myrcene. This monoterpene was effective in the model of induction of ulcer
by absolute ethanol, whose percentage protection was 66%, and to positive
control, cimetidine, 67% of gastric protection. This gastroprotective action
occurs due to an increase in the production of gastric mucus (p<0.05)
although does not promote the expression of PGE; in the gastric mucosa.
Furthermore, the potent gastroprotective activity of B-myrcene is completely
dependent on the presence of NO and sulfhydryl groups (SHs) combined with
its incredible gastric antisecretory activity without, however, alter the
motility of the animals under its influence. Our results also point to a potent
antioxidant activity of f-myrcene when it exercised effective anti-ulcer action
(86% protection) against gastric lesions induced by the process of ischemia
and reperfusion of the celiac artery that contributes to the flow of the gastric
mucosa. In this experimental model, we could observe the action of reactive
oxygen species (ROS) that promoted very extensive lesions in the gastric
mucosa, but were minimized by the action of monoterpene. Thus it is
concluded that the B-myrcene has an awesome potential and antioxidant
antiulcerogenic emphasizing the fantastic dose used in all experimental

models.
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Introducdo

INTRODUCAO

O Trato Gastrointestinal é constituido pelo tubo digestivo e suas
glandulas secretoras anexas. E responsavel pela digestdo e absorcdo dos
nutrientes encontrados no bolo alimentar e funciona, ao mesmo tempo,
como barreira seletiva de protecao entre o meio externo e o interno
(SANIOTO, 1991). Quando existe falha nesta barreira de protecdo, ha o
desenvolvimento de lesdes nas paredes do trato gastrointestinal, conhecidas
como tlceras (SILVERTHORN, 2003).

As ulceras pépticas (figuras 1 e 2) sao lesdes na mucosa gastrica e
duodenal provocadas por um desequilibrio entre os fatores protetores
(secrecao de muco gastroduodenal, producdao de bicarbonato, fluxo
sanguineo adequado) e lesivos (excesso de pepsina ou acido cloridrico) da
mucosa gastrica e duodenal (SHICHIJO et al., 2003). Estas lesdoes podem ser
agravadas pelo consumo de bebidas alcodlicas, tabagismo, estresse, uso de
drogas antiinflamatérias nao-esteroidais (DAINEs), fatores dietéticos,
representados pelo consumo excessivo de café, refrigerantes e condimentos
(HIRUMA-LIMA, 1998), presenca da bactéria Helicobacter pylori, motilidade
gastroduodenal, presenca excessiva de acidos e pepsina (EASTWOOD, 1997).

1

FIGURA 1) Foto de um estdémago de rato sem lesdo ulcerativa. FIGURA 2) Foto de um
estdmago de rato com lesdes ulcerativas, indicadas pela seta.

A humanidade tem convivido com as ulceras pépticas desde tempos
remotos. Talvez a primeira descricao dessa doenca tenha sido inscrita nos
pilares do templo de Esculapio em Epidaurus por volta do século IV a.C.:
“um homem com tulcera no estéomago. Ele incubou e teve uma visdo; o Deus
pareceu ordenar a seus seguidores que o capturassem e o mantivessem
prisioneiro, que ele poderia operar o seu estomago. Assim, o mesmo fugiu mas

foi capturado e amarrado a uma aldraba. Em seguida Esculdpio abriu-lhe o
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estomago, retirou a ulcera, costurou-o novamente e soltou suas amarras’.
Muitas pessoas ilustres sofreram de indigestao e ulceras, inclusive o
imperador romano Marco Aurélio, cuja morte foi atribuida por alguns a uma
ulcera perfurada e cujo médico era o proprio Galeano. A neutralizacado acida
foi reconhecida como um tratamento eficaz ha mais de doze séculos por
Paulus Aeginata, o qual prescreveu uma mistura de solos de Samos, Lemnos
e leite, nao diferente dos esquemas terapéuticos com leite e antiacidos
usados em meados do século XX.

O paragrafo acima retirado de HOOGERWERF & PASRICHA em
“Goodman & Gilman's - The pharmacological basis of the therapeutic”
(2005), citando SMITH & RIVERS (1953), mostra o longo histérico das
ulceras pépticas e sua importancia na histéria da humanidade. Os mesmos
autores chamam a atencao para os enormes avan¢os no conhecimento da
patogénese e no tratamento dos quadros clinicos de ulceras pépticas, desde
entao. Entretanto a descoberta da Helicobacter pylori (TYTGAT & RAUWS,
1986) e dos inibidores protonicos (SIEPLER et al., 1986) sao os ultimos
grandes acontecimentos da patologia e ambos ocorreram no século passado.

Grande parte das pesquisas cientificas que envolvem ulceras pépticas
direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta
infeccao bacteriana e as DAINEs (Drogas antiinflamatorias nao-esteroidais)
como os maiores responsaveis pela incidéncia desta moléstia (WATANABE E
CHIBA, 2002). H. pylori (figura 3) esta presente em quase 50% da populacao
mundial e as DAINEs sao os farmacos de maior uso; porém, nem todos os
individuos infectados pela bactéria ou que se utilizam de drogas
antiinflamatérias manifestam gastrites ou desenvolvem tulceras pépticas
(GO, 1997; BAUER E MARKER-HERMANN, 2003; PEURA, 2004).

Terapias para erradicacao da Dbactéria Helicobacter pylori,
revolucionaram o curso natural dessa doenca. Tratamentos contra essas
infeccoes tém relativo €xito no organismo, sendo erradicado ao redor de 80%
dos pacientes. Numerosos estudos sugerem que a taxa de recaida anual - de
80% da tulcera duodenal e 60% para ulcera gastrica - € reduzida a menos de
5% depois do tratamento para erradicacao da bactéria (NERVI et al., 2006) e
isto € mais efetivo para a cura do que a utilizacao de drogas antisecretorias

(FORD et al., 2004).
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FIGURA 3) Bactéria Helicobacter pylori.

Sabe-se que a ulcera péptica € uma doenca comum na populacdo em
geral, com grande incidéncia clinica e chance de cura maior que 95%
durante o primeiro tratamento. Porém, as chances de reincidéncia estao
entre 65-80%, um ano apds a cura, e quase 100% depois de dois anos. O
tratamento e cura de recidivas ainda € um sério problema no campo médico,
pois causa morbidade e eleva os custos hospitalares. O tratamento e cura
das recidivas ainda € um sério problema de saude publica (SONE et al,
2008). As estimativas de gastos com faltas ao trabalho, hospitalizacao e
cuidados com pacientes, excluindo custos com medicamentos, somam mais
de US$ 5 bilhdes por ano nos EUA (WALLACE & DEVCHAND, 2005).

Estudos recentes realizados por LEONG (2009) demonstram que a
doenca ulcerosa péptica, afeta igualmente tanto populacdes de paises
ocidentais como orientais, porém a magnitude do problema € regional e tem
se agravado muito com o uso indiscriminado e cada vez mais frequiente das
DAINEs para diferentes finalidades.

A 1lcera duodenal (UD) (figura 4) € uma doenca que acomete 5-10%
da populacdao americana em ao menos uma vez em suas vidas, e esta forma
de ulcera € duas a até quatro vezes mais prevalente do que ulcera gastrica
(KROMENKO et al., 2009).

Essa doenca sempre representou um diagnostico endoscopico de alta
freqiéncia em qualquer servico de endoscopia digestiva. O estresse
emocional, o consumo de alcool, o uso de drogas antiinflamatorias nao

esteroidais (DAINEs), medicamentos imunosupressores, outras drogas e a
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queda dos niveis de prostaglandinas tém mostrado também serem fatores
contribuintes no aparecimento da ulcera (YUANG et al, 2006).

Nas duas ultimas décadas, importantes mudancas tém ocorrido na
epidemiologia da ulcera duodenal (UD) no Brasil (POST, 2006). Observou-se
decréscimo gradativo dos percentuais de prevaléncia da ulcera duodenal,
ano apos ano, onde em 1996 ocorreram com 8,6% de prevaléncia e em 2005

reduziu para 3,3% (SAUL, 2007).

FIGURA 4) Foto de um duodeno de rato com lesao ulcerativa perfurante, indicada pela seta.

SECRECAO ACIDA GASTRICA

Uma das mais importantes funcées do estomago € a producao de
acido. O acido gastrico facilita a digestao de proteinas e a absorcao de ferro,
calcio e vitamina B1l2. Ele também impede a entrada de bactérias no
organismo. Quando os mecanismos homeostaticos estao prejudicados o
volume e a acidez gastrica pode aumentar desproporcionalmente, superando
assim as defesas da mucosa gastrica, levando a formacao de ulcera
duodenal, ulcera gastrica e doenca do refluxo gastro-esofagico (SCHUBERT,
2004).

De acordo com KUTCHAI (1996), o estomago pode ser anatomicamente
e funcionalmente dividido em quatro regioes revestidas por mucosa: cardia,
fundo, corpo e antro. A mucosa gastrica, por sua vez, € constituida por uma
série de depressoes e glandulas (WOLFE e SOLL, 1988) (Figura 5). Nas
depressoes estao as células epiteliais superficiais, enquanto que a porcao
glandular contém as células mucosas cervicais, parietais, pépticas ou

principais e algumas endoécrinas (DOCKRAY et al., 1996).
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A secrecao acida gastrica € produzida pelas células oxinticas, um dos
diversos tipos de células presentes nas glandulas gastricas (YAO e FORTE,
2003). Essa secrecao € o aspecto mais importante da funcao gastrica
estudada na pratica médica. A influéncia de alteracdes nessa funcao tem

sido considerada no desenvolvimento de drogas (POHLE e DOMSCHKE,
2003).

Fossa gastrica

células mucosas
da superficie

lamina prépria
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- submucosa
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vasos sanguineos

camada muscular obliqua - muscular
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camada de tec. conjuntivo e
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Figura 5) Estruturas da mucosa gastrica (de SCHAUF, 1993 Guanabara Koogan (com modificac¢ées))
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MECANISMOS PERIFERICOS DE REGULAQAO DA SECREQAO ACIDA
GASTRICA

ESTIMULANTES
GASTRINA = Gastrina € um hormoénio descoberto por J.S. Edkins em
1905 como um secretagogo acido (MODLIN et al., 1997). Ela € produzida
pelas células G e é o principal hormonio estimulante de secrecao acida
durante a ingestdo de alimentos. A gastrina também regula o crescimento
normal de tecido e de células tumorais no TGI (SCHUBERT, 2004).

Este hormonio € liberado em resposta a produtos da digestao tais
como aminoacidos; sua inibicdo € promovida pela somatostatina (produzida
pelas células D) quando o pH cai abaixo de 3 no antro. O acido aplicado
diretamente a célula G inibe a secrecao de gastrina; ja na célula D, o mesmo
procedimento estimula a secrecdo de somatostatina, o que
consequentemente inibe a liberacao de gastrina (ZAVROS et al., 2002).

Os efeitos biologicos da gastrina sao encontrados nas células do
estdomago, pancreas, vesicula biliar e sistema nervoso central, através de sua
acao em dois subtipos de receptores, colecistoquinina A (CCKA) e
colecistoquinina B (CCKB) (MANTYH et al.,, 1994). Parte estrutural da
gastrina tem homologia com a colecistoquinina (CCK) no aminoacido 5-
terminal formando o local carboxiterminal; este dominio € necessario para a
ligacao com o receptor e, portanto, responsavel por sua atividade biologica.
Partes dos receptores CCKA e CCKB tém 48% de homologia e sao
conservados entre as espécies; no entanto as afinidades pela gastrina e CCK
a esses receptores sao diferentes. Receptor CCKA tem mais afinidade por
CCKS8 sulfatado que por gastrina. Ja o receptor CCKB/gastrina, no qual se
ligam gastrina e CCKS8 sulfatada e nao sulfatada, tem igual afinidade. A
gastrina €, portanto, capaz de estimular células parietais através de receptor
de gastrina (CCK) ou indiretamente pela ativacdo de células ECL (células

enterocromafins like) para liberacao de histamina (WANK et al., 1992).

HISTAMINA > A histamina € principalmente estocada em células do
tipo enterocromafim que residem na parte basal das glandulas oxinticas do

estomago. Os receptores de histamina tém sido classificados em quatro
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grandes subclasses: Hi, H2, H3 e Hs4. O hormonio antral gastrina e o
mediador neuronal simpatico Peptideo Ativador de Adenilato Ciclase
Pituitario (PACAP) estimulam a sintese de histamina, armazenamento e
secrecao pelas células do tipo enterocromafins (ECL). A histamina liberada
se difunde para as células parietais vizinhas e estimula a secrecao acida pela
interacdo com os receptores H> expressos na superficie da célula parietal

(PRINZ et al., 2003).

ACETILCOLINA = A acetilcolina, liberada do sistema nervoso entérico,
estimula diretamente a secrecao de acido através da ativacdo dos receptores
M3z nas células parietais, mediado pelo segundo mensageiro adenosina
monofosfato ciclica (AMPc). A acetilcolina também pode aumentar a secrecao
acida gastrica de maneira indireta, através da estimulacao de células ECL
secretoras de histamina. Receptores do tipo M: presentes nas células ECL
quando bloqueados por antagonistas especificos M; inibem a liberacao de

histamina, reduzindo a secrecao acida gastrica (YAMAJI et al., 2007).

INIBIDORES DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

SOMATOSTATINA = O principal efeito fisiologico da somatostatina no
sistema digestivo € a inibicao da secrecao acida gastrica. A somatostatina
pode inibir o peristaltismo do estomago, intestino, vesicula biliar e
proliferacao de células da mucosa; reduzir o fluxo sanguineo no TGI,
absorcao de agua, eletrodlito, glicose, aminoacido e triglicerideo no intestino
delgado; também deprime a secrecao de acido gastrico, pepsina, bile
hepatica e gastrina, além de outros hormoénios gastrointestinais (SUN et al.,
2002). O efeito inibitorio da somatostatina € devido mais ao bloqueio da
liberacao de histamina do que a inibicao direta da célula parietal

(KOMASAKA et al., 2002).

AMILINA = A amilina tem a mesma localizacdo que a somatostatina
em células endoécrinas do fundo gastrico. Em estomagos de ratos e
camundongos, a amilina, liberada de células D contendo somatostatina,

interage com receptores distintos de amilina para aumentar a secrecao de

34



Introducdo

somatostatina por uma via autécrina que leva a inibicao de histamina e da

secrecao acida (SCHUBERT, 2004).

PROSTAGLANDINAS = As prostaglandinas (PGs) exercem efeitos
inibitorios sobre a célula parietal, e a inibicdo da sua sintese pode resultar
em um aumento da secrecao acida gastrica (WALLACE, 2001). As PGs unem-
se ao receptor de PGE; na célula parietal e ativam uma proteina G inibitéria
(Gi), que inibe a enzima adenilato ciclase. As PGs endogenas modulam a
secrecao acida pelo bloqueio do aumento de AMPc estimulado por histamina

dentro da célula parietal (ATAY et al., 2000).

MECANISMOS CENTRAIS DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

O Sistema Nervoso Central (SNC) regula a atividade parassimpatica no
plexo mioentérico da parede gastrica. A regulacao € realizada por modulacao
da atividade dos nucleos do hipotalamo através de peptideos e transmissores
quimicos. A modificacao da atividade vagal afeta a secrecao acida por meio
de alteracoes nas complexas redes dos sistemas reflexos aferentes e
eferentes (TACHE et al., 1990).

O complexo dorsal vagal tem um importante papel na regulacao da
integridade da mucosa gastrica, envolvendo protecao da mucosa e formacao
de ulcera. O neuronio aferente tem funcao semelhante ao eferente no trato
gastrintestinal; neuropeptideos liberados a partir de terminacoes nervosas
periféricas de neuronios aferentes primarios podem induzir protecao da
mucosa gastrica (GYIRES, 2004).

Entretanto os mecanismos sensoriais nao participam somente da
secrecao, mas também da absorcao de alimento, motilidade, defesa do tecido
e perfusao vascular. Além disso, a fase cefalica da secrecao acida gastrica é
induzida pelos sinais sensoriais do pensamento, visao, olfato, sabor e
degluticao do alimento e isto € abolido pela vagotomia e pode contribuir em
mais de 50% de toda a producdao acida em resposta ao alimento

(SCHUBERT, 2004).
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MECANISMO DE ACAO GERAL DA SECRECAO ACIDA GASTRICA

A H+/K+/ATPase (a bomba protonica) € a enzima responsavel pela
secrecao acida gastrica. A subunidade a € a responsavel pela troca de H* por
K* com gasto energético fornecido pela catalisacdo do ATP. Nas células
parietais em repouso, a bomba de H+/K+/ATPase é armazenada em
tubulovesiculas citoplasmaticas. Quando os receptores das células parietais
sao estimulados por seus agonistas, sdo gerados segundos mensageiros, que
através de cascatas de fosforilacdo permitirdo com que as tubulovesiculas
contendo as enzimas se fundam com a membrana apical, permitindo com
que a enzima transmembranica se torna ativa. Na auséncia do estimulo, as
bombas sao recicladas de volta para o compartimento citoplasmatico.
Inibidores das bombas de proton sao pro-drogas que sofrem catalisacao
acida com um rearranjo quimico nos canaliculos secretorios, permitindo,
assim, a inibicao da H+/K+/ATPase através da ligacdo covalente a residuos
de cisteina na subunidade a (SCHUBERT, 2004).

Portanto, a secrecao acida gastrica € um processo continuo e complexo
(Figura 6), controlado por maultiplos fatores tanto centrais (neuronais),
quanto periféricos (endoécrino e paracrino). Cada fator se refere a um evento
fisiologico final comum - a secrecao de H* pelas células parietais, as quais
estdao localizadas no corpo e no fundo gastrico. Os fatores neuronais
(acetilcolina — Ach), paracrinos (histamina) e endocrinos (gastrina)
desempenham papéis importantes na regulacao da secrecao gastrica, como
ja vimos anteriormente. Seus respectivos receptores especificos (M3, Hz e
CCKy) foram identificados anatdomica e farmacologicamente na membrana
basolateral da célula parietal. Existem duas vias principais de sinalizacao na
célula parietal: via dependente do AMPc e a via dependente do Ca*2.
Enquanto histamina utiliza a primeira via, a gastrina e a Ach exercem seus
efeitos por meio da ultima. A via dependente de AMPc resulta na fosforilacao
das proteinas efetoras da célula parietal e a via dependente do Ca*? leva a
um aumento de Ca*? citosdlico. Ambas as vias ativam a H+/ K+/ ATPase
(bomba protonica). Essa bomba produz o maior gradiente idnico conhecido
nos vertebrados, com um pH intracelular de cerca de 7,3 e um pH

intracanalicular de mais ou menos 0,8 (HOOGERWERF & PASRICHA, 2005).
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Figura 6) Representacido esquematica da secrecao acida gastrica. Adaptado de OLBE et al., 2003.

IMPORTANTES FATORES PROTETORES DA MUCOSA GASTRICA

A mucosa gastrica mantém sua integridade estrutural e funcional
apesar de estar constantemente exposta a fatores nocivos como HCI e
pepsina, os quais sao capazes de digerir tecido. Sob condi¢cées normais, a
integridade da mucosa € mantida pelos mecanismos de defesa, os quais
incluem fatores pré-epiteliais, uma barreira epitelial (superficie das células
epiteliais justapostas secretando muco, gerando bicarbonato, peptideos e
prostaglandinas), renovacao continua de células, fluxo sanguineo continuo
através de microvasos da mucosa, além de barreira endotelial, geracao de
PGs e Oxido Nitrico (NO), além de mecanismos antioxidantes (LAINE et al.,

2008).

MUCO E BICARBONATO = A mucosa gastrica produz fatores de digestao
como acido gastrico e enzimas proteoliticas. Para manter a integridade da

mucosa, um sistema de defesa efetivo € necessario. A primeira linha de
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defesa contra o acido € a barreira do muco que vem sendo investigada por
varios grupos de estudo (PHILLIPSON et al., 2002).

O muco é um fator significativamente importante para a mucosa
gastrica, o qual se apresenta de forma viscosa, elastica, aderente, como um
gel transparente, que contém 95% de agua e 5% de glicoproteina, recobrindo
toda a superficie da mucosa gastrointestinal. O muco é capaz de agir como
antioxidante e reduzir danos da mucosa promovidos por radicais livres
(REPETTO et al., 2002). Quando células contendo muco sao danificadas por
radicais de oxigénio extracelular, o muco intracelular € liberado no tecido
gastrico prevenindo danos por varredura (SENO et al.,, 1995), protegendo a
mucosa gastrica, devido as glicoproteinas, sendo os acucares potentes
sequestradores de EROs ou espécies reativas de oxigénio (MOJZIS et al.,
2000).

O epitélio gastrico € recoberto por uma continua camada de muco
gastrico o qual adere na superficie da mucosa. Esse muco aderido,
juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio, serve como uma
barreira contra a autodigestao causada pelo acido e pepsina (ALLEN E
FLEMSTROM, 2005). Num estomago humano saudavel, o muco forma uma
cobertura continua de gel na mucosa gastrica de mais ou menos 0,1-0,2 mm
de espessura, cuja manutencao se da por equilibrio dinadmico entre sua
producao e secrecao pelas células epiteliais e sua erosao na porcao em
contato com o limen (JORDAN et al., 1998).

A secrecao do muco gastrico € controlada por varios fatores em
diferentes vias. Prostaglandinas (PGE:) e secretina, as quais sao inibidoras
da secrecao acida, estimulam a secrecao de muco (TANI et al., 1997). O
aumento da secrecao de HCO3 € regulado pelas PGE> através da interacao

com receptores especificos (TAKEUCHI et al, 2006).

OXIDO NITRICO (NO) = O o6xido nitrico (NO) é reconhecido como um
mediador fundamental nos mecanismos de defesa gastrica, devido a sua
habilidade de aumentar o fluxo sangliineo da mucosa gastrica e a producao

de muco e de inibir a aderéncia de neutrofilos as células endoteliais

(CORUZZI et al., 2000).
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Além disso, o NO tem um papel chave na perfusdo e regulacao
vascular por promover a vasodilatacdo pela sinalizacao da célula muscular
lisa via GMPc (SHAH et al.,, 2004). O principal fluxo sangiineo para o TGI
chega através da veia mesentérica, e a regulacdao do fluxo até as arteriolas
mesentéricas € um passo importante para a regulacao do fluxo sanguiiineo
intestinal geral e local (SHAH et al., 2002).

A producao constitutiva de NO é importante para manter a barreira
protetora da mucosa gastrointestinal. Esse mecanismo protetor do NO pode
ser devido a sua capacidade em aumentar do fluxo sangiineo da mucosa e
estabilizar a influéncia dos mastocitos (ALICAN et al., 1996). Entretanto, o
excesso na producdo de NO associado com estados inflamatérios €
caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da funcao da
barreira de muco. Assim, os niveis de producao de NO, a isoforma geradora
de NO e o estado redox das células epiteliais podem determinar os efeitos do
NO na permeabilidade da mucosa e protecao (SHAH et al., 2004).

O NO ¢ sintetizado pela NO sintase (NOS) a partir de oxigénio (O2) e L-
arginina. Existem trés isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida
(ou inflamatoria) - iNOS (expressa em macrofagos e células de Kupffer,
neutrofilos, fibroblastos, musculo liso vascular e células endoteliais em
resposta a estimulos patologicos como microrganismos invasores) e duas
dita constitutivas, que estao presentes em condicoes fisiologicas no endotélio
(eNOS) e nos neuronios (nNOS) (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001).

Estimulos apropriados, tais como respostas inflamatérias como por
exemplo a presenca de ulcera gastrica, aumentam a atividade da iNOS
(KRISTJANSSON et al., 2005). O bloqueio do NO aumenta o estresse
oxidativo, ativando mastoécitos, que sao células encontadas em grandes
quantidades no trato gastrointestinal, e que liberam mediadores como
histamina e fator ativador de plaquetas, causando aumento da

permeabilidade epitelial (KANWAR et al., 1994).

PROSTAGLANDINAS = As prostaglandinas (PGs) mantém a integridade
da mucosa gastrica pela inibicao da secrecao acida, estimulacao da secrecao
de muco e bicarbonato, inibicdo da ativacdao de mastocitos, diminuicao da

aderéncia leucocitaria ao endotélio vascular, inibicao da apoptose, aumento
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ou manutencao do fluxo sangiiineo da mucosa, assim prevenindo a isquemia
(ATAY et al., 2000).

A enzima ciclooxigenase (COX) converte o acido araquidonico em
prostaglandina G2 pela insercdo de duas moléculas de oxigénio e entao
reduzindo este intermediario a prostaglandina Ho (PGH2). A PGH2 € um
metabolito instavel que é convertido em outras espécies de prostaglandinas,
incluindo prostaglandina E., prostaciclina e tromboxanos (ATAY et al.,
2000). Esta bem estabelecido que existe pelo menos duas isoformas distintas
da COX, denominadas COX-1 e COX-2. A COX-1 €& expressa
constitutivamente na maioria dos tecidos (PESKAR, 2001) e esta isoforma
provavelmente promove a producdo de PG protetora da mucosa gastrica e
que possui um papel importante na manutencao da homeostase
(RODRIGUEZ-TELLEZ et al., 2001). Ao contrario, a expressdao da COX-2
geralmente € baixa sob condicdes basais. O aumento da expressao da COX-2
ocorre em certas condicoes patofisiologicas como a inflamacao, dano tecidual
e transformacao maligna (PESKAR, 2001).

Muitas prostaglandinas (PG) incluindo PGE> e PGI2 previnem a
formacao da ulcera por um mecanismo adicional a inibicao da secrecao
gastrica, chamado de citoprotecao gastrica (TAKEUCHI et al., 2001). A
secrecao de muco e bicarbonato, a vasodilatacao e a rapida regeneracao
epitelial sdo alguns dos componentes de defesa da mucosa que sao

regulados pelas PG (WALLACE & GRANGER, 1996).

GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS (SHs) = O papel gastroprotetor dos
grupamentos SH endodgenos (compostos sulfidrilicos), presentes no muco
gastrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, ja foi demonstrado
em diversos modelos de inducao de ulcera (etanol, DAINEs e estresse), nos
quais ocorre uma deplecao destes compostos (HERNANDEZ-MUNOZ et al.,
2000; BAYIR et al., 2006). O pré-tratamento com bloqueadores de grupos SH
como o N-ethylmaleimide demonstrou potencializar significativamente a
inducao de ulceras gastricas (HIRAISHI et al, 1994), enquanto que
aumentos significativos promovem gastroprotecao (SENER-MURATOGLU et
al., 2001).
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No processo inflamatério, espécies reativas de oxigénio (EROs) sao
geradas e iniciam uma reacdo em cadeia que culmina na peroxidacao
lipidica e morte celular (TARIQ et al., 2006). Os compostos sulfidrila ligam-se
aos radicais livres formados durante este processo ou produzidos apoés
exposicao a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa gastrica (AVILA et
al., 1996).

Estes agentes sao também importantes na producao (SALIM, 1992) e
manutencao do muco gastrico, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas
sdo unidas entre si por pontes dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o

muco hidrossoluvel (AVILA et al., 1996).

RADICAIS LIVRES E DEFESA ANTIOXIDANTE = Radicais livres sao
atomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons nao pareados em sua
ultima camada de valéncia. A presenca deste elétron nao pareado altera a
reatividade quimica dos atomos ou moléculas tornando-os mais reativos que
as espécies nao radicalares (aqueles com os elétrons pareados) (JUNIOR,
1998).

Na natureza existem duas importantes substancias que podem gerar
radicais livres, o oxigénio no estado fundamental (O2) e o 6xido nitrico (NO),
que ocorre como poluente atmosférico, mas que também é sintetizado em
diversas células e atualmente ¢é identificado como fator relaxante do
endotélio e um importante vasodilatador (JUNIOR, 2001). Estes radicais
livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos atomos de
oxigénio ou nitrogénio, sao denominados EROs (espécies reativas do
oxigénio) e ERNs (espécies reativas do nitrogénio) (BARREIROS et al., 2006).

Um radical livre € capaz de existir independentemente, apresentar
uma grande instabilidade, uma meia vida muito curta, reagir rapidamente
com diversos compostos e poder atacar alvos celulares (HALLIWELL, 1994).

A geracao destas espécies quimicas acontece naturalmente nos
sistemas vivos, ocorrendo por vias endoégenas, tais como; respiracao celular,
inflamacoes e transporte de oxigénio pela hemoglobina. As vias exdgenas que
geram estas espécies sao: ozonio, radiacdo gama e ultravioleta,

medicamentos, dieta e cigarro (HALLIWELL et al., 1994, 1995, 1998).
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Quando a concentracdao de radicais livres sobrepde-se a capacidade
antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipidios de membrana, a
proteinas estruturais e funcionais, e a acidos nucléicos. Este ataque é
denominado “estresse oxidativo” (McCORD, 2000; ANDREOLI, 2000;
ARUOMA, 1996).

As células que compoem a mucosa gastrica sdo ricas em mitocondrias
devido a sua alta atividade metabélica e producao de muco; por esta razao
tornam-se sitios onde ocorrem danos oxidativos nos processos de geracao de
lesdbes da mucosa gastrica (CABEZA E MOTILVA, 2001; DAS et al.,, 1997,
1998; DAS E BANERJEE, 1993; ITO et al., 1998).

O excesso de radicais livres no organismo € combatido por
antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta. De acordo com
HALLIWELL (2000) “Antioxidante é qualquer substdncia que, quando presente
em baixa concentracdo comparada a do substrato oxidavel, regenera o
substrato ou previne significantemente a oxidagcdo do mesmo”.

Obviamente o organismo possui varios sistemas de defesa antioxidante
que atuam na detoxificacdo das espécies reativas de oxigénio de formas
diferenciadas. Dentre eles, o sistema enzimatico antioxidante parece ser o
principal meio de remocadao de EROs formadas durante o metabolismo
intracelular (ZOPPI et al., 2003).

Os antioxidantes produzidos pelo corpo agem enzimaticamente, a
exemplo da GPx, SOD e catalase (CAT) ou nao enzimaticamente, a exemplo
da GSH (glutationa total). Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o
organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o a-tocoferol (vitamina-
E), B caroteno (pro-vitamina A), acido ascorbico (vitamina C) e compostos
fenodlicos, onde se destacam os flavonoides e os poliflavonéides (HUSAIN et

al., 1987; HALLIWELL, 1995).

FARMACOTERAPEUTICA DA ULCERA PEPTICA = Por mais de um
século, as ulceras pépticas foram controladas cirurgicamente, com altas
taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento farmacologico resumia-se
em neutralizar a acidez gastrica estomacal com a utilizacdo de antiacidos,

como bicarbonato de sodio (NaH2COs), carbonato de calcio (CaCOg3),

hidroxido de aluminio (Al(OH)3) e hidroxido de magnésio (Mg(OH)2) ou
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associacoes. Porém, por alterar o pH gastrico e urinario, os antiacidos tem a
capacidade de interagir com uma variedade de farmacos através de
interacoes farmacocinéticas de dissolucdo e absorcdo, biodisponibilidade e
eliminacao renal. Alguns podem também quelar outras drogas presentes no
trato gastrointestinal, formando complexos insoluveis que passam pelo TGI
sem serem absorvidos. Assim, a supressao farmacologica efetiva e mais
segura da secrecdo acida gastrica teve inicio com a introducado dos
antagonistas de receptores H> de histamina nos anos 70. Estes farmacos
inibem a producao acida por competirem de modo reversivel com a
histamina pela ligacdo aos receptores H> na membrana basolateral das
células parietais. Atualmente existem quatro diferentes antagonistas de
receptores Hp, a cimetidina, a ranitidina, a famotidina e a nizatidina e
possuem estruturas quimicas diferentes que possibilitam variacdo nas
interacoes com outros farmacos e alteram o perfil dos efeitos colaterais
(YUAN et al, 2006; BRUNTON et al, 2006).

Durante os anos 80, as cirurgias de ulceras pépticas diminuiram cerca
de 85%, o que pode ser atribuido ao uso de cimetidina (figura 7) e
ranitidina. A partir de 1980 foram lancados os farmacos que inibem a bomba
H+/ K+/ ATPase (bomba de protons) omeprazol, lansoprazol (figura 8),
rabeprazol e pantoprazol esomeprazol considerados, atualmente os farmacos
mais eficazes na supressao da secrecao de acido gastrico. O desenvolvimento
destes farmacos melhorou a inibicao da acidez gastrica, melhorando também
a cicatrizacao das ulceras gastricas e duodenais. Estes inibidores de bomba
sao pro-farmacos, necessitando ativacao em ambiente acido. Entram na
célula parietal a partir do sangue e, devido a sua fraca natureza basica,
acumulam-se em canaliculos secretores acidos da célula parietal, onde sao
ativados por um processo catalisado por protons que resulta na formacao de
uma sulfenamida tiofilica ou acido sulfénico. Esta forma ativada reage por
meio de ligacao covalente com o grupo sulfidril de cisteinas do dominio
extracelular da H+/ K+/ ATPase, resultando em uma inativacao irreversivel
da bomba. A secrecdo do acido s6 se reinicia apds a insercao de novas
moléculas de bomba na membrana luminal. (YUAN et al, 2006; BRUNTON et
al, 2006).
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Figura 7) Estrutura quimica da Cimetidina
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Figura 8) Estrutura quimica do Lansoprazol

Entretanto, estas duas classes de farmacos, principalmente quando
utilizados de forma cronica promovem varios efeitos colaterais, entre eles a
hipergastrinemia que pode estar associada ao desenvolvimento do cancer
gastrico. Os efeitos colaterais agravados pela utilizacdao prolongada levam ao
estudo para o desenvolvimento de alternativas que associem maultiplas
acoes, reduzindo os mecanismos reflexos compensatorios (YUAN et al,
2000).

Outra droga utilizada experimentalmente no tratamento de tulceras
gastricas e duodenais € a carbenoxolona (DOLL et al, 1968). Ela foi a
sintetizada em 1960 pela Biorex Laboratories e foi a primeira droga usada
para o tratamento de ulceras pépticas que possui um mecanismo que nao
envolve a inibicdo da secrecdo acida no estéomago (BARON, 1977). Ela foi
descoberta como resultados de estudos com Glycirrhiza glabra —alcacuz
(figura 9) comumente usada pelos indigenas no tratamento de ulceras
gastricas (AKTAR & MUNIR, 1989).
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Figura 9) Glycirrhiza glabra (alcaguz)

A carbenoxolona (figura 10) estimula a producdo de muco no
estdomago, promove a proliferacao celular, aumenta a taxa de incorporacao
de acucares na mucosa gastrica (glicoproteinas), inibe a esfoliacao celular da
mucosa, inibe a atividade péptica e, além disso, diminui a atividade das
enzimas que degradam a PGE;, aumentando o nivel de prostaglandinas

(citoprotetora da mucosa) no suco gastrico humano (FRANCO et al., 1992).

Ela ja foi amplamente usada na Europa para o tratamento de ulceras
gastricas. Entretanto, seus efeitos benéficos sdo acompanhados por graves
efeitos colaterais em um numero significativo de pacientes. Estudos in vitro
demonstraram que a Carbenoxolona inibe a enzima Cortisona S@-redutase e
a 11PB-hidroxiesterdéide desidrogenase responsaveis pela regulacdao do
metabolismo do cortisol e da aldosterona (BAKER, 1994; DZUBAK et al.,
2006). Essa inibicao aumenta a meia-vida do cortisol, o que leva a um
prolongamento de sua atividade biolégica. Consequentemente, os pacientes

podem desenvolver um quadro de hiper-aldosteronismo, responsavel pela
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encefalopatia hipertensiva, ganho de peso, edema e hipertensao (LEWIS E

HANSON, 1991; FARINA et al., 1998; DZUBAK et al., 2006).
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Figura 10) Estrutura quimica da Carbenoxolona

Para o tratamento de infeccoes por H. pylori, as diretrizes estao
mudando progressivamente. Em geral, a erradicacao das infeccoes por H.
pylori utiliza uma terapia tripla, incluindo um IBP e dois antibi6ticos
(MALFERTHEINER et al, 2006), claritromicina e metronidazol ou
claritromicina e amoxilina, sendo que a opcao por um ou pelo outro € devido
a resisténcia a algum desses antibioticos e, assim sendo, a taxa de
erradicacao da bactéria chega a 97% (GISBERT et al., 2005). A duracao do
tratamento da terapia tripla € controverso. Na Europa a duracao do
tratamento € de uma semana, considerando que as diretrizes dos Estados
Unidos recomendam 10 dias de terapia (VAKIL, 2006). Muitos estudos
mostram ser igualmente efetiva a terapia tripla feita em 7 ou 10 dias
(CALVET et al., 2005), e prolongar a terapia com IBP para 2-4 semanas, nao

melhoraram a taxa curativa das ulceras pépticas (GISBERT et al., 2005).

PRODUTOS NATURAIS = Ha uma grande variedade de substancias
quimicas isoladas de plantas, mistura de plantas e extratos vegetais cujas
atividades terapéuticas foram comprovadas em modelos experimentais de

inducao de ulcera, indicando, portanto, o importante potencial das plantas e
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de seus principios ativos na descoberta de novas terapéuticas para as
ulceras pépticas (SCHMEDA-HIRSCHMANN & YESILADA, 2005; MOTA et al.,
2009).

Estes compostos obtidos de plantas com atividade antiulcerogénica
apresentam estruturas quimicas diversas e distintos mecanismos de acao.
Dentre as principais classes de compostos relacionados a essa atividade
tém-se os terpenos, triterpenos, flavonodides, alcaldides, glicosideos,

saponinas e polissacarideos (LEWIS & HANSON, 1991).

O desenvolvimento da quimica organica e de produtos sintéticos para
tratamentos farmacologicos deu-se com a Revolucao Industrial (RATES,
2001). A facil aceitacao e a preferéncia pelas drogas sintéticas se devem em
partes a acessibilidade, eficacia e seguranca desses produtos. Dentre os
fatores que definem o emprego popular das plantas nos cuidados com a

saude, esta o alto preco dos medicamentos industrializados (RATES, 2001).

A pesquisa sistematica para a obtencao de novas substancias com
finalidade terapéutica pode ser executada por meio de varios processos (DI
STASI, 1996). Os mais utilizados sao a sintese de novas moléculas, a
modificacao molecular de substancias naturais e/ou sintéticas com
propriedades farmacologicas definidas, extracao, isolamento e purificacao de
novos compostos de fontes naturais, especialmente de origem vegetal, a qual
se caracteriza como uma fonte inesgotavel de substancias potencialmente
ativas como medicamento. Por outro lado, as plantas medicinais devem ser
consideradas nao apenas como matéria-prima, ponto de partida para a
descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso natural
potencialmente ativo na forma de fitoterapico padronizado e eficaz (DI STASI,

1996).

Em termos historicos, a pesquisa de plantas medicinais tomou
impulso apos o isolamento da morfina no século XIX (BALUNAS et al., 2005).
De acordo com NEWMAM 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 entao moléculas sintetizadas tomando como modelo,

de estruturas de origem natural. Além disso, das drogas descobertas em
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estudos com produtos naturais, 25% pertencem ao grupo das plantas

superiores (GURIB-FAKIM, 2006).

Substancias com atividade antiulcerogénica, obtidas a partir de
plantas, exercem seus efeitos estimulando os fatores de protecao da mucosa
gastrica, aumentando a sintese de prostaglandinas e/ou estimulando a
secrecao de muco e bicarbonato, ou ainda, inibindo a secrecao acida e
atuando como potente antioxidante (BEIL et al., 1995; BORRELLI & IZZO,
2000; LEWIUS & SHAW, 2001).

OLEOS ESSENCIAIS E MONOTERPENO B-MIRCENO =

Os oleos essenciais sdo encontrados em aproximadamente 60 familias
de plantas, mas apenas 150 espécies sao exploradas comercialmente para
producao de oleo (LAVABRE, 2001; SIMOES & SPITZER, 2003). Entre as
familias, espécies € nomes comuns citados , as mais conhecidas como
fornecedoras de o6leos sao: ASTERACEAE (Artemisia canfhorata Vill/
canfora); APIACEAE (Foeniculum vulgare Mill. / funcho); CYPERACEAE
(Cyperus articulata L. | priprioca); LABIATEAE (Hyptis martiusii Benth [
cidreira-do-mato); LAMIACEAE (Ocimum basilicum L. / manjericao);
LAURACEAE (Ocotea odorifera (Vell.) Rohwer / sassafras); MYRTACEAE
(Eucalyptus citriodora Hook / eucaliptus); PIPERACEAE (Piper aduncum L. /
falso-jaborandi); PUNICACEAE (Punica granatum L. / roma); RUTACEAE
(Citrus limon / limao); ZINGIBERACEAE (Alpinia zerumbet |/ alpinia) e a
VERBENACEAE (Lippia alba / erva-cidreira) (SIMOES & SPITZER, 2003).

Na industria farmacéutica ou na farmacognosia os 6leos essenciais sao
amplamente utilizados em funcao de suas propriedades farmacologicas, ou
seja: antiespasmodicos, cardiovascular, antisecretorios, anestésicos,
antiinflamatoérios e anti-sépticos (SIMOES & SPITZER, 2003).

A maioria dos compostos presentes nas plantas faz parte do
metabolismo primario. Esses compostos sdo polissacarideos, acucares e
proteinas, substancias essenciais a sobrevivéncia e desenvolvimento das
plantas (VERPOORTE & MEMELINK, 2002). Aléem desses metabolitos as
plantas produzem uma grande variedade de metabdlitos secundarios. Esses

compostos, nao necessariamente essenciais ao organismo produtor, tém um
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papel importante na sobrevivéncia da planta em seu ecossistema. (SANTOS,
2003).

Os metabodlitos secundarios encontrem-se presentes em concentracoes
bem menores nas plantas a maioria deles tais como os alcaldides,
terpenodides, antocianinas, esterodides, flavonodides, quinonas e ligninas tém
encontrado aplicagdes comerciais como farmacos, corantes, aromas,
inseticidas etc. Esses compostos apresentam uma ampla diversidade em
estruturas e tamanhos sendo encontrados e distribuidos por todo o reino
vegetal (COLLIN, 2001; VERPOORTE & MEMELINK et al, 2002).

Os terpenos sao um enorme grupo de produtos naturais, formados a
partir do hidrocarboneto isopreno. Sao classificados de acordo com o
numero de carbonos, em multiplos de cinco (C5= isopreno), monoterpenos
(C10) (GRAYSON, 2000), sesquiterpenos (C15) (FRAGA, 2005), diterpenos
(C20) (HANSON, 2005), sesterpenos (C25) (HANSON, 1996) e triterpenos
(C30) (CONNOLLY et al., 2007). Desse modo, ja foram identificadas mais de
23000 combinacoes conhecidas de terpenos (WANG et al., 2005).

A producao de terpenos nas plantas esta relacionado a uma funcoes
ecologicas. Eles sao encontrados abundantemente em frutas, legumes, e
plantas aromaticas e medicinais onde a funcao importante deles € protecao
contra infeccoes, parasitas e outra condicao de stress (BAKALLI et al., 2008),
aléem de serem responsaveis por atrair polinizadores e por poder agir na
prevencao contra o ataque de herbivoros em algumas espécies de plantas
(CARRO, 1996; MATEO & JIMENEZ, 2000; CAMARA et al., 2004; FLAMINI,
20095)

Constituem uma classe de produtos naturais que podem ser
transformados em combinacdes comercialmente importantes para a
producao industrial (MIMOUN, 1996; BAUER et al., 1997; PYBUS, 1999). Os
terpenos sao extensamente utilizados como aditivos condimentares em
comidas e bebidas, em cosméticos como fragrancias e como intermediarios
na fabricacdo de substancias quimicas de perfume. Eles também sao
empregados como aroma em produtos domésticos (ex: detergentes, sabdes e
em repelentes de inseto) e como ingredientes ativos em algumas drogas

(STICHER, 1977; LEUNG, 1980).
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Monoterpenos sdo combinacdes naturais de dez carbonos (C10)
constituidas de duas moléculas de isopreno (C5H8, ou hemiterpeno) que é a
base de cinco carbonos de todos os terpenos (STICHER, 1977). Ha estudos
que relaciona monoterpenos e atividades terapéuticas tais como o cancer por
exemplo (CROWELL, 1999). Eles sao encontrados em plantas comestiveis,
medicinais e aromaticas e sdo os componentes quimicos principais dos seus
6leos essenciais (STICHER, 1977; ERICKSON, 1976).

O mirceno, ou p-mirceno, € um composto organico natural,
proveniente de 6leos essenciais de muitas plantas como o capim-limao, e em
plantas do género Verbena. Ha muitos estudos em relacao a seus efeitos na
saude humana (DELGADO, 1993; DE OLIVEIRA, 1997; FREITAS, 1993),
porém seus mecanismos de acao ainda nao foram investigados. Ele é
classificado como um monoterpeno (C10) poliinsaturado aciclico natural que
contém trés ligacoes duplas de carbono-carbono, dois deles sendo
conjugados (ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989).

O B-mirceno (figura 11) € um dos mais importantes produtos quimicos
utilizados na industria de perfumaria. Ele participa da producao comercial
de geraniol, nerol e linalol, além de aromas sintéticos (citral, citronelal,
hidroxicitronelal, mentol e mircenol). Também pode ser usado como ponto
de partida para a sintese de vitaminas A e E (KIRK, 1981; ALMEIDA, 1994;
FOCA et al., 2004; GUEVARA DOS SANTOS, 2005).

Este monoterpeno € também facilmente disponivel pelas pirolises
industriais de p-pineno (um dos componentes principais da aguarras)
(ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989) a temperaturas acima de 773 K
(GOLDBLATT, 1950; BURWELL JR, 1952; STAINBACH et al.,, 1964; YIN et
al., 1999; SCHERR et al, 2002).
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FIGURA 11) Estrutura quimica do monoterpeno -mirceno

51



Introducdo

JUSTIFICATIVA DA DISSERTACAO

Nosso laboratoério tem concentrado esforcos para realizacdo de ensaios
biologicos que estao relacionados com as ulceras pépticas, fazendo uso de
extratos padronizados e fracoes obtidas a partir de plantas com potencial
medicinal, buscando em modelos experimentais, mimetizar as ulceras
pépticas (gastricas e duodenais) por meio das frequentes lesdes induzidas
por etanol, drogas antiinflamatorias nao-esteroidais (DAINEs), secrecao
gastrica ou cicatrizacao.

Em estudos anteriores neste mesmo laboratoério — Laboratorio de
Ensaios Biologicos com Produtos Naturais — foi descoberta a atividade
antiulcerogénica (MORAES et al.,, 2008) de uma espécie medicinal que é o
0leo essencial de Citrus aurantium (laranja-amarga) (figura 12) e de seu
constituinte majoritario, o limoneno (90% da constituicdo) em modelos
experimentais de ulceras gastricas induzidas in vivo por diferentes agentes.
A caracterizacao fitoquimica desse o6leo apontou a presenca de outros dois
constituintes majoritarios em sua composicao sendo que o monoterpeno -
mirceno € um deles, com 1,43% do 6leo. A partir destes estudos, observou-
se que, tanto o o6leo essencial quanto o limoneno (dose de 250 mg/kg),
possuem expressivas acoes gastroprotetoras sobre a mucosa gastrica de
ratos submetidos a fatores lesivos como etanol absoluto e DAINE. Esta acao
protetora da mucosa gastrica se deve ao fortalecimento dos fatores
protetores tais como a producao elevada de muco, bicarbonato e PGE»
(prostaglandina E3) que sao ativados pela acao tanto do 6leo essencial como
do limoneno (MORAES et al., 2009). Outros estudos mais aprofundados com
este oleo essencial na dose de 250 mg/kg apontam que além da acao
protetora gastrica, esta também possui uma acao cicatrizante em mucosas
lesadas que foram submetidos a lesao intragastrica com acido acético
(agente lesivo). Analises morfométricas e imunohistoquimicas de animais
submetidos ao tratamento diario com o 6leo essencial apontam que a
cicatrizacao do estdmago ocorre principalmente por aumento da area de
regeneracao da mucosa gastrica ativado por fatores de proliferacao celular
(PCNA) e reestruturacao da matriz tecidual (COX-2) que restabeleceram a

arquitetura da mucosa gastrica destruida pelo acido acético (MORAES,

2008).
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A curiosidade investigativa nos instigou a avaliar também os demais
constituintes do 6leo essencial de C. aurantium, tais como o B-mirceno, que
além de fazer parte da composicao do 6leo de C. aurantium, também possui
acao analgésica (LORENZETTI et al., 1991) e sobre o sistema nervoso central

(GURGEL DO VALE et al., 2002).

Figura 12) Foto de Citrus aurantium
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OBJETIVOS GERAIS E ESPECIFICOS

Nosso objetivo geral € o de encontrar novas substancias
farmacologicamente ativas com potencial terapéutico para o combate e/ou
prevencao das ulceras gastricas e duodenais e oferecer novas opcoes
terapéuticas antiulcerosas que promovam uma melhor eficacia e auséncia de

efeitos adversos.

Sendo assim, os objetivos especificos deste projeto foram:

1) Avaliacdao da atividade antiulcerogénica do monoterpeno B-mirceno
em modelos experimentais de ulcera induzida por diferentes agentes em
animais;

2) Estudar os mecanismos de acao antiulcerogénicos, em modelos
experimentais diversos, que caracterizaram os efeitos: gastroprotetor,

antioxidante e antisecretor do monoterpeno B-mirceno.

Para a construcao do artigo (proxima sessao) foram selecionados
somente alguns experimentos — com os resultados mais marcantes, no
entanto, os resultados que fazem parte do anexo 1 serviram como base para

este.
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ATIVIDADE GASTROPROTETORA E ANTIOXIDANTE DO
MONOTERPENO B-MIRCENO EM MODELOS EXPERIMENTAIS
DE ULCERA PEPTICA
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RESUMO

O estudo de novos compostos oriundos de plantas medicinais potencializa a
descoberta de novas substancias bioativas utilizadas na terapéutica. A
caracterizacao fitoquimica do 6leo essencial de Citrus aurantium, uma
espécie medicinal que possui fortes indicativos de uso popular para gastrites
e disturbios do trato gastrintestinal (MORAES et al., 2009), apontou a
presenca do monoterpeno B-mirceno (1,43%) como um dos constituintes de
sua composicao. Em vista disso, foram realizados ensaios biologicos in vivo e
in vitro com o B-mirceno, a fim de avaliar suas propriedades gastroprotetoras
e antioxidantes. Este monoterpeno na dose de 7.5 mg/kg, mostrou-se
intensamente efetivo em proteger a mucosa gastrica frente a agentes
indutores de lesdo como o etanol (p<0,01), indometacina (DAINE) (p<0,01),
isquemia-reperfusao (p<0,01) e na ulcera duodenal (p<0,01). Esta
gastroprotecao nao € mediada pela expressdao de PGE> na mucosa gastrica,
mas o B-mirceno agiu como um surpreendente “varredor” de radicais livres
através da acao da glutationa total dos tecidos dos animais submetidos aos
diferentes tratamentos. Com isso, conclui-se que o B-mirceno apresenta uma
potente acao antiulcerogénica e antioxidante em dose muito inferior as
demais drogas antiulcerogenicas disponiveis no mercado.

Palavras-chave: 3-mirceno; ullcera; monoterpeno; antioxidantes
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INTRODUCAO

A tulcera péptica pode ser definida como um desequilibrio entre fatores
protetores (bicarbonato, muco, prostaglandina, etc.) e fatores agressores
(acido e pepsina) da mucosa gastrica. Outros fatores como Helicobacter pylori
e antiinflamatérios nao esteroidais (AINES) também podem ocasionar
ulceras. Aproximadamente 60% das ulceras pépticas estao relacionadas com
infeccao estomacal por H. pylori (BRUNTON et al, 20006).

Outro agente responsavel por danificar as células sao as espécies
reativas de oxigénio (EROs). A geracdao de EROs & apontada como um dos
fatores mais importantes envolvidos no desenvolvimento da ulcera gastrica,
sendo induzida por diversos fatores, como: etanol, drogas antiinflamatorias
nao-esteroidais, estresse e isquemia e reperfusdao (DE LA LASTRA et al.,

1997; EL-ABHAR et al., 2003; KWIECIEN et al., 2002).

Uma alternativa para impedir esses processos oxidativos pode ser por
meio da modificacao das condicoes ambientais ou pela utilizacao de
substancias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o

desencadeamento das reacoes oxidativas (ALLEN E HAMILTON, 1983).

Estima-se que 50% do total dos farmacos mundialmente utilizadas na
clinica sao derivados de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006), sendo que
substancias com atividade antiulcerogénica, obtidas a partir de plantas,
exercem seus efeitos estimulando os fatores de protecao da mucosa gastrica,
pelo aumento da sintese de prostaglandinas e/ou estimulando a secrecao de
muco e bicarbonato. Além disso, algumas dessas substancias agem inibindo
a secrecao acida e atuam como potente antioxidante (BEIL et al.,, 1995;
BORRELLI & 1ZZO, 2000; LEWIUS & SHAW, 2001).

Os terpenos sao substancias extensamente utilizadas como aditivos
condimentares em alimentos e bebidas, em cosméticos como fragrancias e
como intermediarios na fabricacdo de substancias quimicas que comporao
os perfumes. Além disso, sdo também empregados como aroma em produtos
domésticos (ex: detergentes, sabdes e em repelentes de inseto) e como
ingredientes ativos em algumas drogas (STICHER, 1977; LEUNG, 1980). Eles
sdo um enorme grupo de produtos naturais, formados a partir do
hidrocarboneto isopreno (WANG et al., 2005).
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Estudos relacionam os monoterpenos e as suas potenciais atividades
terapéuticas tais como na prevencdo da cura do cancer, por exemplo
(CROWELL, 1999). Eles sao encontrados em plantas comestiveis, medicinais
e aromaticas e sao os componentes quimicos principais dos seus Oleos

essenciais (STICHER, 1977; ERICKSON, 1976).

O Mirceno, ou f-mirceno, € um composto organico natural,
proveniente de 6leos essenciais de muitas plantas como o capim-limao e em
plantas do género Verbena. Ha muitos estudos em relacdo a seus efeitos na
saude humana (DELGADO, 1993; DE OLIVEIRA, 1997; FREITAS, 1993),
porém seus mecanismos de acao ainda nao foram investigados. Ele é
classificado como um monoterpeno (C10) poliinsaturado aciclico natural que
contém trés ligacoes duplas de carbono-carbono, dois deles sendo

conjugados (ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989).

Frente a isso, os objetivos deste estudo foram a avaliacao da atividade
gastroprotetora e também a avaliacao da atividade antioxidante do

monoterpeno B-mirceno em modelos experimentais de Ulceras pépticas.

MATERIAL E METODOS

f - MIRCENO

O B-mirceno foi adquirido pelo laboratoério Acros Organics, U.S.A.

Para a realizacao de todos os modelos experimentais, foi realizada
previamente uma curva dose-resposta, no intuito de caracterizar a melhor
dose-efetiva deste composto para esta atividade antiulcerogénica. As doses
do B-mirceno utilizadas foram de 3,75 mg/kg, 7,5 mg/kge 11,25 mg/kg que
obedeceram a relacdao de proporcionalidade presente no oOleo essencial de
Citrus aurantium ja avaliada pelo nosso grupo de pesquisa. Para tanto, a

dose escolhida foi a de 7,5 mg/Kg para todos os experimentos.

ANIMAIS
Para os experimentos de inducao de lesdes gastricas experimentais,
foram utilizados ratos machos linhagem Wistar (150 a 200g) provenientes do
Biotério Central da UNESP - Botucatu, aclimatados as condicoes do biotério
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setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu) por pelo menos sete
dias antes da manipulacdo experimental, sob temperatura (21 + 2°C) e ciclo
claro-escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados com racdo Guabi®
destrusada e agua ad libitum. A morte dos animais foi realizada em camara
de CO.. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais
n°17, 18, 19, 20, 21 e 22/04-CEEA e aprovados pela Comissado de Etica em

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

LESOES ULCEROSAS

Nos testes de atividade antiulcerogénica do monoterpeno -mirceno, as
drogas-padrao cimetidina, carbenoxolona ou lansoprazol foram usadas como
controles positivos e indicadas em cada modelo de lesao gastrica, sempre
administradas por via oral, em dose-volume de 10 ml/kg. Foi utilizado ainda
um grupo controle (negativo) que recebeu um volume equivalente de uma
solucao salina 0.9% ou Tween 80® a 8% na qual foi solubilizado o 6leo ou as
drogas-padrao. Para ensaio in vitro a concentracao de Tween 80® foi reduzida

para 2% para evitar interferentes.

Ratos ou camundongos foram mantidos em gaiola especial sem
maravalha e submetidos a jejum de no minimo 12 horas, dependendo do
modelo. Para a quantificacdo das lesdes gastricas, os estomagos foram
colocados em placa de vidro, as quais foram escaneadas para realizacao da
quantificacao, através do aplicativo AVSoft® (mm?). A analise da lesao
duodenal foi realizada através de SCORE (descrito detalhadamente no

modelo experimental).

ATIVIDADE FARMACOLOGICA GERAL

ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL

Os ratos foram tratados, apés 12 h de jejum, com o monoterpeno [3-
mirceno na dose de 7,5 mg/Kg, com 100 mg/kg de cimetidina ou veiculo
(controle negativo — Tween 80® a 8%), uma hora antes da inducao das lesoes

gastricas pela administracao, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto
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(MORIMOTO et al.,, 1991). Apos 1 h da inducao, os animais foram mortos e os
estomagos retirados para contagem e classificacao das lesdes, como descrito

anteriormente.

INDUCAO DE LESAO GASTRICA POR INDOMETACINA EM RATOS

Foi adotado o modelo descrito por GUIDOBONO (1997). Ratos foram
aleatoriamente separados em grupos (n=7), privados de comida por 24h, com
agua ad libitum. Apos 30 min. decorridos da administracdo oral de Tween
80® a 8% (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg (como controle positivo),
B-mirceno (7,5 mg/kg), o agente lesivo indometacina (50 mg/kg solubilizada
em Carbonato de So6dio 0,5% - ALLEN & HAMILTON, 2000) foi administrado
oralmente para todos os grupos. Apos 6 horas da administracdo do agente
lesivo (indometacina), todos os animais foram mortos e os estdmagos
retirados para leitura das lesoes gastricas. Tiras do estomago foram retiradas
e pesadas para posteriores procedimentos bioquimicas. Para este modelo,
utilizou-se também um grupo denominado SHAM, que foi submetido ao
mesmo estresse dos demais grupos, sem a utilizacao de agentes indutores de

lesao.

DETERMINACAO DOS NiVEIS DE PROSTAGLANDINA (PGE:).

Com a finalidade de se observar a producao deste composto nos
animais tratados com o [-mirceno, foi realizado um ensaio para a
quantificacao de PGE2 com base no meétodo descrito por CURTIS et al.,
(1995). Grupos de ratos (n=6) foram divididos aleatoriamente nos grupos
veiculo, veiculo + indometacina, B-mirceno, f-mirceno + indometacina. Apos
os procedimentos, os animais foram mortos e tiveram os estémagos
retirados, as mucosas raspadas e os orgaos foram picotados e suspensos em
1 mL de tampao fosfato de so6dio a 10 mM, pH 7,4. A solucao obtida foi
incubada a 37°C por 20 minutos. A PGE2 no tampao foi mensurada com um
“kit” de dosagem imunoenzimatico (RPN222-Amersham) e a leitura realizada

em leitor de ELISA Biossistem a 480 nm.
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ULCERAS PEPTICAS INDUZIDAS POR ISQUEMIA E REPERFUSAO

Os ratos foram divididos em diferentes grupos tratados somente com
veiculo, Lansoprazol (30 mg/Kg) e o monoterpeno B-mirceno na dose de 7,5
mg/Kg. Em seguida, os animais foram anestesiados com Ketamina e
Xilazina (via intramuscular) e permanecidos sedados durante todo o
procedimento (UEDA et al., 1989). Foi feita uma incisdo de aproximadamente
3 cm, do lado esquerdo do abdomen onde a aorta e a veia cava sao
primeiramente identificadas para facilitar a localizacao da artéria celiaca.
Apobs a identificacao, a artéria celiaca foi isolada, submetida a um processo
de limpeza e eliminacao de aderéncias e eventual tecido adiposo. Um clamp
microvascular foi colocado nessa artéria e permaneceu clampado durante 30
min. Apos este periodo de isquemia, o clamp foi removido (para permitir a
reperfusao) permanecendo assim os 60 min. subsequentes. No final desse
periodo, os animais foram mortos e uma porcao do tecido gastrico de cada
rato foi removida para exame das lesdes como descrito anteriormente e o

tecido foi armazenado para a caracterizacao enzimatica descritas.

ULCERAS DUODENAIS INDUZIDAS POR CISTEAMINA

A ulcera duodenal em ratos foi induzida por administracao oral de
cisteamina hidrocloridrica (300 mg/Kg de peso corporal) em 19% de solucao
aquosa em intervalos de 4 horas, num total de 2 administracoes (dose final
de cisteamina: 600 mg/kg) (SZABO, 1987). Os ratos, apos jejum de 2 horas,
foram pré-tratados com lansoprazol (30 mg/kg — controle positivo), com o
veiculo tween 80® a 8% (como controle negativo) e o monoterpeno [3-mirceno
(7,5 mg/kg) trinta min. antes da primeira administracdo de cisteamina.
Decorridas 24h do inicio do jejum, os animais foram mortos, os duodenos
foram retirados e abertos para classificacdo e analise da lesao. Tiras do
duodeno foram retiradas, pesadas e armazenadas para posteriores
procedimentos bioquimicos (glutationa total - GSH e MPO). Para este
modelo, utilizou-se também um grupo denominado SHAM, que foi submetido
ao mesmo estresse dos demais grupos, sem a utilizacao de agentes indutores

de lesao duodenal.

62



Artigo

DETERMINACAO DE GLUTATIONA TOTAL - GSH

As tiras retiradas nos procedimentos experimentais mencionados
anteriormente, foram pesadas e armazenadas em 1 mL de solucédo de acido
tricloroacético a 5% (TCA). O conteudo de glutationa total do estomago foi
determinado utilizando a substancia 5,5’ditio-bis (2-acido nitrobenzoéico)
(DTNB) (ANDERSON et al., 1985). A reacao enzimatica & constituida de 200
pl da amostra contendo 2mg/ml de proteina, 0,2 M de tampao fosfato pH
8,0; 0,5mM DTNB (2mg em 10ml de citrato de s6dio 1%) em um volume final
de 2mL. A absorvancia foi determinada em 412 nm utilizando um
espectrofotometro. A concentracao de glutationa total foi expressa utilizando

o coeficiente de extincao de 13,6 mM.

DETERMINACAO DA MIELOPEROXIDASE - MPO

Tiras armazenadas dos modelos experimentais descritos anteriormente
foram pesadas e congeladas a -80°C até o momento da utilizacado. Foi
utilizado o tampao de reacao HTAB (a 0,5% em tampao fosfato sédico 50
mM, pH 6,0) que atua como detergente lisando os granulos dos neutrofilos
que contém a enzima, que entao foi liberada. A atividade enzimatica foi
determinada seguindo a cinética da reacao da enzima com agua oxigenada
do tampao de reacao, sendo que 1 unidade de MPO determinada € capaz de
degradar 1 nmol/minuto de agua oxigenada a 25°C (KRAWISZ et al., 1984).
A atividade da MPO é proporcional ao numero de neutrofilos infiltrados na
mucosa. A absorvancia foi determinada em 450 nm utilizando um

espectrofotometro.

INIBICAO DA LIPOPEROXIDACAO (LPO) INDUZIDA POR SULFATO
FERROSO E ACIDO ASCORBICO

A avaliacao da atividade antioxidante foi realizada segundo método
descrito por STOCKS et al., (1974). A metodologia se baseia na determinacao
colorimétrica da formacado de malonildialdeido (MDA) apés a peroxidacao

lipidica induzida por sulfato ferroso e acido ascorbico em membranas
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lipidicas de encéfalo de rato. A peroxidacao lipidica é classicamente
determinada pela reacao do MDA com o acido tiobarbiturico. A atividade
antioxidante do -mirceno foi determinada utilizando-se uma curva de diluicao.
A medicao da atividade antioxidante do calculo da ICso (concentracao inibitéria

de 50% da peroxidacao lipidica).

ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos na forma de média + erro padrao da
meédia (e.p.m.) dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram
submetidos a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguido pelos testes
de Dunnet em experimentos com mais de dois grupos de tratamento. Para
modelos nos quais foi empregada classificacdo por score, foi utilizado teste
nao parameétrico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn. A analise estatistica dos

resultados considerou como nivel de significancia minima de p < 0.05.

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mucosa gastrica esta sujeita a continuas mudancas de agentes
agressores endogenos e exogenos. Para combater esse ataque, a mucosa
possui mecanismos de defesa interativa que protegem o tecido de danos e
eventuais ulceracoes (WHITTLE, 2003).

O alcool possui um papel muito importante nas doencas do trato
gastrointestinal. A lesdo da mucosa gastrica ocorre devido a uma diminuicao
de funcao da barreira de muco, a principal protecao contra o acido gastrico.
Altas concentracoes de etanol levam a um aumento da permeabilidade
epitelial, como conseqiiéncia de mudancas da diferenca de potencial celular
que € causado pela re-difusao de ions H+ através da mucosa lesada, e danos
da mucosa principalmente devido aos disturbios vasculares e diminuicao do
fluxo sanguineo local (SIEGMUND et al, 2003). O etanol também induz
estresse oxidativo, danos ao DNA e diminuicado dos grupamentos sulfidrilicos
nao-protéicos (GSH) das células que € um dos mais importantes fatores de
protecao da mucosa gastrica (REPETTO & LLESUY, 2002).

O “estresse oxidativo” € um termo dado quando a concentracao de
radicais livres sobrepode-se a capacidade antioxidante da célula, ocorre

ataque oxidativo a lipidios de membrana, a proteinas estruturais e
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funcionais, e a acidos nucléicos. (ARUOMA, 1995; MCCORD, 2000;
ANDREOLI, 2000).

Na Figura 1 estdao demonstrados valores de % de inibicao das lesoes
gastricas dos animais tratados com o monoterpeno -mirceno frente a lesoes
gastricas induzidas por um agente lesivo de maxima severidade que € o
etanol absoluto administrado na mucosa gastrica de ratos. A partir desses
resultados, € inegavel a intensa acdo protetora da mucosa gastrica que este
monoterpeno exerce. Esse resultado é muito promissor, pois com uma dose
consideravelmente baixa (7,5 mg/Kg), foi possivel constatar uma protecao
gastrica de 66% (p<0,01) quando comparado com a droga-padrao cimetidina

(67% - p<0.01) e o veiculo.

Figura 1) Atividade antiulcerogénica do p-mirceno no modelo de

inducao de ulcera por etanol em ratos

150 -
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105 ~
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45 +
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Weiculo Cimetidina E-mircenc 7, 5magiKg

Efeito gastroprotetor do monoterpeno B-mirceno no modelo de ulcera gastrica induzida por
etanol absoluto em ratos. Dados expressos como média + e.p.m. ANOVA, com teste a

posteriori de Dunnett, ** p<0.01,comparados ao veiculo (Tween 80% a 8%).

Os radicais livres sdo atomos ou moléculas que contém um ou mais

elétrons nao pareados em sua ultima camada de valéncia. A presenca deste
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elétron nao pareado altera a reatividade quimica dos atomos ou moléculas
tornando-os mais reativos que as espécies nao radicalares (aqueles com os
elétrons pareados) (JUNIOR, 1998). Eles sao capazes de existir
independentemente, apresentar uma grande instabilidade, uma meia vida
muito curta, reagir rapidamente com diversos compostos e poder atacar

alvos celulares (HALLIWELL, 1994).

Dentre as principais fontes endogenas geradoras de espécies reativas
de oxigénio estdo as mitocondrias e a atividade de algumas enzimas como:
xantina oxidase, citocromo P450-oxidase, monoaminooxidases, enzimas
envolvidas na via de producdo de prostaglandinas e tromboxanos, e a
NADPH-oxidase da membrana plasmatica de macrofagos, as quais produzem
uma grande quantidade de EROs (espécies reativas de oxigénio) em resposta
ao estimulo fagocitario (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1991).

No entanto, os processos oxidativos podem ser evitados por meio da
modificacao das condicoes ambientais ou pela utilizacao de substancias
antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento

dessas reacoes oxidativas (ALLEN E HAMILTON, 1983).

A glutationa esta presente no organismo em suas formas; reduzida
(GSH) e oxidada (GSSG), atuando direta ou indiretamente em muitos
processos biologicos importantes, incluindo a sintese de proteinas,
metabolismo e protecao celular (MEISTER & ANDERSON, 1983). Ela € um
marcador da saude celular e sua queda € indicativa de lesao oxidante. Seu
déficit acarreta diminuicao da resisténcia as drogas e radiacoes, da
capacidade de reversdo de tumores e da sintese do ascorbato em animais. E
um consenso, atualmente, que o efeito lesivo promovido pelo etanol sobre a
mucosa gastrica € consequéncia do aumento da peroxidacao lipidica e

diminuicao do nivel de glutationa (RODRIGUEZ, 2007).

O GSH atua como um varredor de radicais livres e substancias toxicas
ingeridas com a comida ou produzidas diretamente no Trato gastrointestinal
(SHIRIN et al., 2001). Sob condicoes de estresse oxidativo, as espécies
reativas de oxigénio sao reduzidas pelo GSH com a concomitante formacao

de glutationa oxidada, GSSG. Além da sua acao como um antioxidante
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quimico, o GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como
um cofator da glutationa peroxidase na reducao de peroxidos, também
resultando na formacao de GSSG. Em circunstancias fisiolégicas normais, o
GSSG é reduzido a GSH pela glutationa redutase as custas de NADPH
(Figura 2) (CNUBBEN et al., 2001).

DTNB DTNB reduzido

N SNy ¥ s
GSH = » GSSG

-

/7 GssGred N\

A

NADP" NADPH

Figura 2: Esquema das reacdes que ocorrem na determinacédo do
conteudo de glutationa total nas amostras de estdmago

Ao quantificar os niveis de glutationa total no tecido dos animais
tratados com o B-mirceno, a cimetidina (antagonista de receptor Hz) e com o
veiculo (Tween 80® a 8%) no modelo de inducao de ulcera por etanol
absoluto (figura 3), verificou-se que os niveis de glutationa total
(apresentados pela linha verde no grafico) apresentaram-se elevados na
presenca do monoterpeno em comparacao aos niveis encontrados tanto no
grupo controle negativo (veiculo) quanto no controle positivo (neste também
se mantiveram altos os niveis de glutationa total). Este resultado demonstra
que o B-mirceno aciona esta via para proteger a mucosa gastrica contra os
danos causados pelo etanol, enfatizando a relacdo dose-efeito deste
monoterpeno em relacao a cimetidina, sendo esta ultima 13 vezes maior do

que a droga teste.
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Figura 3) Efeito do P-mirceno nos niveis de glutationa total e de
mieloperoxidase no modelo de etanol

Area de Lesdo (mm2)
Unidade de Mieloperoxidase/g de tecido

**

Ghrtationa total (nmolig de tecido)

|
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Veiculo Cimetidina (100 mafka) B-mirceno (7.5 malka) Sham
pré-tratamentos (v.o.)

As barras representam os valores de média * erro padrao da média. (++) Para glutationa
total (p<0,01); (*) para MPO (p<0.05) e (**) para MPO (p<0,01) em reacéo ao veiculo.

A mieloperoxidase (MPO) €& descrita como marcadora da
infiltracao/agregacao de neutroéfilos e esta elevada em lesdes ulcerogénicas
(GUHA et al.,, 2009) sendo um marcador sensivel e especifico da inflamacao

aguda e reflete infiltracao celular no tecido (DENGIZ et al., 2007).

Ao proceder com a quantificacdo de mieloperoxidase (MPO) verificou-
se que a prévia administracao de B-mirceno foi capaz de inibir a formacao
das lesoes, mantendo baixos os niveis de MPO (p<0,05). O mesmo resultado
pode ser observado para os animais tratados com lansoprazol, indicando que
MPO participa da protecao da mucosa gastrica, tanto do monoterpeno

quanto da droga cimetidina.

Além do alcool, o uso cronico de drogas antiinflamatérias nao

esteroidais (DAINEs) é outra causa muito freqientemente envolvida na
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etiologia das patologias gastricas no homem (RAIHA et al, 1998;
SCHMASSMANN, 1998; LEVENSTEIN, 1998).

As DAINEs como a indometacina e o piroxicam sao um dos agentes
farmacologicos mais utilizados para o tratamento de inflamacoes em geral
(GARNER, 1990). Porém, essa classe de substancias pode causar ulceracao
gastrointestinal, devido a habilidade desses agentes em suprimir a sintese de
prostaglandinas, as quais protegem o estomago contra agentes lesivos
(WALLACE, 2001).

Clinicamente as DAINEs induzem significamente ulceracao,
hemorragia, e/ou obstrucao de 1- 4% dos pacientes que utilizam estas
drogas cronicamente (SILVERSTAIN et al., 2000). Altas taxas de ulceracao
sdo vistas em pacientes com historico de uUlceras pépticas, em pacientes que
utilizam simultaneamente anticoagulantes, baixas doses de aspirina ou
glicocorticoides, e também em idosos (SILVERSTAIN et al.,, 2000; LAINE et
al., 2002).

Os mecanismos pelos quais as DAINEs produzem danos no estomago
podem ser divididas em acoes locais (topica) e acodes sistémicas. As acoes
topicas no epitélio gastrico podem envolver mecanismos severos. Algumas
DAINES, particularmente as de natureza acida, podem matar diretamente as

células do epitélio (ALLEN et al., 1993; TARNAWSKI et al., 1988).

DAINES também podem reduzir localmente a secrecao de muco e de
bicarbonato, desse modo, diminuindo a efetividade do gradiente de pH da
mucosa na protecao do epitélio (ALLEN et al., 1993; PHILLIPSON et al.,
2002; BAUMGARTNER et al., 2004; JAWORSKI et al., 2005), além disso, o
efeito sistémico mais importante do uso de antiinflamatérios € a habilidade
de suprimir a sintese de prostaglandinas (RAINSFORD et al, 1983;
WALLACE et al., 1993).

O modelo de inducao de ulceras gastricas pelo uso de indometacina foi
realizado para se avaliar a acao antiulcerogénica do B-mirceno na dose de
7,5 mg/kg e utilizando a cimetidina (100 mg/Kg) como controle positivo
(Figura 4). O monoterpeno foi capaz de inibir intensamente a formacao de

lesoes gastricas induzidas por indometacina, protegendo o estémago em 74%
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quando comparado ao veiculo (Tween 80® a 8%) e a droga padrao cimetidina,

a qual protegeu o estomago em 99% em relacdo ao veiculo.

Figura 4) Atividade antiulcerogénica do p-mirceno no modelo de

inducao de tilcera por indometacina (DAINE) em ratos
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Figura 3) Efeito gastroprotetor do monoterpeno [3-mirceno no modelo de ulcera gastrica
induzida por DAINE em ratos. Dados expressos como média * e.p.m. ANOVA, com teste

a posteriori de Dunnett, ** p<0.01,comparados ao veiculo (Tween 80® a 8%).

Ao proceder com a quantificacao de glutationa total (figura 5), nao se
verificou alteracdoes nas concentracoes quando comparado ao veiculo, no
entanto, a prévia administracao de B-mirceno foi capaz de manter os niveis

de MPO significantemente (p<0.05) mais baixos que o veiculo.

Esta bem determinado que a atividade da MPO esta aumentada no
tecido, apos inducao de lesao gastrica por DAINEs e os aumentos nos niveis
dessa enzima podem estar associados com o aumento nos niveis de
infiltracdo de neutrofilos e H2O2 no tecido danificado pré-tratado com
indometacina (WHITTLE, 2004). Desta forma, o B-mirceno foi capaz de inibir

a formacao de lesoes gastricas induzidas por indometacina, com reducao nos
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niveis de MPO que neutralizam os efeitos deletérios das DAINEs nas células

da mucosa gastrica.

Figura 5) Efeito do P-mirceno nos niveis de glutationa total e de
mieloperoxidase no modelo de indometacina
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As barras representam os valores de média * erro padrdo da média. Para MPO (*)p<0.05 e
(**) p<0,0lem reacdo ao veiculo.

As prostaglandinas sdo um grupo de acidos graxos que foram
primeiramente isolados do fluido seminal por Von Euler (VON EULER, 1936).
Varios estudos indicam que elas aceleram a cura das ulceras gastricas

(HAWKEY et al., 1998; SONTAG et al., 1994).

Um dos principais tipos de prostaglandinas produzidas tanto pelos

humanos quanto por roedores na mucosa gastrica € a PGE, (KNAPP et al.,

1978; PESKAR et al., 1980).

A acao protetora das prostaglandinas envolve aumento do fluxo
sanguineo, diminuicao da secrecao acida gastrica, estimulacdo de muco,
secrecao de bicarbonato (HAWKEY, 2000) e aumento da resisténcia de

células epiteliais contra danos causados por citotoxinas (HAWKEY e
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RAMPTON, 1985). Um dos mecanismos através do qual a prostaglandina
diminui a resposta inflamatoria e reduz a gravidade do dano na mucosa € a
modulacao da atividade de imunécitos na mucosa.

A importancia das prostaglandinas (PGs) na defesa da mucosa é
evidenciada pela capacidade das DAINEs induzirem danos na mucosa
gastrica, dano esse correlacionado com sua habilidade em suprimir a sintese
de prostaglandinas gastricas (WALLACE, 2001).

O efeito deletério de DAINEs classicas na cicatrizacdo da ulcera pode
ser reproduzido por inibidores seletivos de COX-1 e COX-2, sugerindo que
ambas isoformas de COX sao importantes fontes de prostaglandinas durante
a cicatrizacao de ulcera (BRZOZOWSKI et al., 2000).

Dessa forma, a PGE.; € um fator importante na protecao da mucosa
gastrica, pois tanto ela quanto o NO atuam na homeostasia vascular e estao
intimamente ligados a producao de muco gastrico (LAINE et al., 2008).

A figura 6 demonstra que a administracao da indometacina, o inibidor
da sintese de PGE: foi capaz de reduzir significativamente a sintese deste
prostanoide. A administracao de p-mirceno isoladamente nao promove
estimulacao da sintese de PGE;, mas mantém os niveis proximos aos
animais tratados somente com o veiculo. Ja a administracdao de B-mirceno
(dose de 7,5 mg/kg) em associacao com indometacina nao foram capazes de
manter os niveis de PGE; elevados. Em vista disso, o j-mirceno nao € capaz
de interferir na acao inibitéria da PGE; pelas DAINEs, mas mesmo assim
apresenta potente atividade antiulcerogénica por manter os niveis elevados

de PGE> na mucosa gastrica.
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Figura 6) Quantificaciao de PGE: na mucosa gastrica de ratos tratados

com [-mirceno
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Valores expressos em média + erro padrao da quantificacdo de PGE, (picogramas)
dividido pelo peso do raspado de mucosa (em miligramas). Analise entre os grupos
com o mesmo pré-tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. Letras
diferentes representam diferencas estatisticas p<0,05.

Ja o modelo de ulcera por isquemia e reperfusao (IR) € utilizado para
avaliar resposta de farmacos em um processo de ulcerogénese sem utilizacao
de agentes quimicos, patogenos ou estresse somatico, como nos modelos de
etanol, H. pylori e estresse por contencao e frio, isolando os fatores
ulcerativos relacionados a radicais livres formados por processos
inflamatorios e vasculares (CABEZA et al., 2001; ZIMMERMAN & GRANGER,
1994).

Para reverter o estado isquémico, ha necessidade de restauracao de
fluxo sanguineo. Entretanto, o restabelecimento do suprimento vascular
normal paradoxalmente pode ser responsavel por lesdes ainda mais graves
do que as da isquemia per se (CAMPOS & YOSHIDA, 2004).

A isquemia por si s60 € capaz de provocar lesdes no tecido gastrico;
entretanto, € apos a reperfusdo que ocorrem os principais eventos lesivos.
KITANO e colaboradores (2005) mostraram que apos a reoxigenizacao da
mucosa gastrica as lesdes sdao aumentadas em cerca de trés vezes em
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relacao a aquelas ocasionadas no periodo de isquemia (CAMPOS &
YOSHIDA, 2004).0 processo de reperfusdo, apos periodo de isquemia, inicia
com um aumento na concentracao de calcio interno e abertura dos canais
inespecificos na membrana interna mitocondrial, acompanhado por uma
perda de proteinas da matriz com alteracdo na densidade plasmatica.
Também ocorre uma despolarizacado da membrana mitocondrial com
inchamento (swelling) das mitocondrias e diminuicdo da atividade da
ATPase. Assim, os danos causados a mitocondria durante a isquemia-
reperfusdo podem ser irreversiveis e induzir a morte celular por apoptose ou
por necrose do tecido (GRIFFITHS & HALESTRAP, 1995). A utilizacdo de
compostos antioxidantes e “scavengers” de radicais livres tém se mostrado
benéfica em animais expostos a este processo (DERIN et al., 2004; DERIN et
al., 2005; NAITO et al., 1999; SAKURAI et al., 1994).

Os resultados encontrados com o B-mirceno no modelo de inducao de
ulcera gastrica por isquemia-reperfusao (IR) foram muito expressivos (Figura
7). Com a administracado de uma dose reduzida de 7.5 mg/kg de
monoterpeno foi possivel constatar a diminuicao significativa das lesdes
ulcerativas com uma protecao gastrica de 86% quando comparadas ao grupo
controle negativo (Tween 80® a 8%) e ao lansoprazol (controle positivo) com
protecao de 91%, sendo que este apresenta dose 4 vezes maior que o 3-

mirceno.
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Figura 7) Atividade antiulcerogénica do p-mirceno

inducao de tulcera isquemia-reperfusao em ratos
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no modelo de

Efeito gastroprotetor do monoterpeno B-mirceno no modelo de tlcera gastrica induzida
por Isquemia-reperfusdo em ratos. Dados expressos como média * e.p.m. ANOVA, com

teste a posteriori de Dunnett, ** p<0.01,comparados ao veiculo (Tween 80® a 8%).

Ao quantificar a glutationa total (GSH) e MPO no tecido dos animais

submetidos ao modelo de isquemia-reperfusao (figura 8), os resultados

foram ainda mais surpreendentes levando em consideracao a baixa dose do

B-mirceno. Os niveis de glutationa total se mostraram significantemente

aumentados para o monoterpeno em relacao ao veiculo (Tween 80® a 8%) e

visivelmente mais altos em relacao ao encontrado com o Lansoprazol

(controle positivo), dose 4 vezes mais alta que a do B-mirceno. Da mesma

forma, porém com a quantificacao de MPO no tecido,

oS niveis de

mieloperoxidase no grupo B-mirceno foi significantemente menores (p<0,01)

do que os niveis encontrados no veiculo e também no grupo lansoprazol

(p<0,05).
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Figura 8) Efeito do P-mirceno nos niveis de glutationa total e de
mieloperoxidase no modelo de inducao de tlcera por isquemia-
reperfusao
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Estes resultados ressaltam o pressuposto de que o tratamento com o -
mirceno exerce fantastica acao protetora sobre a mucosa gastrica em modelo
de liberacao de radicais livres, conferindo-lhe uma poderosa acao
antioxidante.

Além das ulceras gastricas, outra doenca que tem merecido destaque €
a ulcera duodenal. A ulcera duodenal (UD) se apresenta em duas a até
quatro vezes mais prevalente do que ulcera gastrica (KROMENKO et al.,
2009), sendo que ela sempre representou um diagnostico endoscopico de
alta freqiiéncia em qualquer servico de endoscopia digestiva. Nas duas
ultimas décadas, importantes mudancas tém ocorrido na epidemiologia da
ulcera duodenal (UD) no Brasil (POST, 2006). Observou-se decréscimo
gradativo dos percentuais de prevaléncia da ulcera duodenal, ano apoés ano,
onde em 1996 ocorreram com 8,6% de prevaléncia e em 2005 reduziu para

3,3% (SAUL, 2007).

76



Artigo

O estresse emocional, o consumo de alcool, o uso de DAINEs,
medicamentos imunosupressores, outras drogas e a queda dos niveis de
prostaglandinas tém mostrado também serem fatores contribuintes no
aparecimento da ulcera (YUANG et al, 2006).

De acordo com CHAN & LEUNG (2002) e SONNENBERG & EVERHART
(1997) a ulcera duodenal apresenta forte associacao com infeccao por H.
pylori e muitos estudos tem se baseado na inducdo da tulcera duodenal
utilizando a cisteamina (HS-CH2-CH>-NH>, mercaptoetilamina) que produz
ulceras perfurantes no duodeno do animal dentro de 24-48h apods sua
administracdo (SELYE & SZABO, 1973; SZABO, 1987; SZABO & PIHAN,
1987). No entanto, o mecanismo molecular pelo qual a cisteamina induz
ulceracao duodenal nao esta completamente entendido.

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com [-mirceno foi
surpreendentemente capaz de inibir a formacdo de lesdo duodenal pela
cisteamina (figura 9). Esta inibicao encontrada pelo monoterpeno foi
significantemente maior do que a observada com o controle positivo
lansoprazol, obtendo 80% de protecao gastrica com a mesma dose de outros
experimentos contra apenas 67% encontrada com o controle positivo (dose 4

vezes maior), todos comparados com o veiculo (Tween 80® a 8%).

Na figura 10 estdao expressos os resultados das quantificacoes de
glutationa total e de MPO do modelo de inducao de ulcera duodenal por
cisteamina. Os niveis de glutationa total se mostraram significantemente
aumentados (p<0,01) tanto para o B-mirceno, lansoprazol como também
para o Sham em relacao aos niveis de glutationa total encontrados no
veiculo (Tween 80%® a 8%). Isto indica mais uma vez, a poderosa atividade
antioxidante deste monoterpeno sobre as ulceras pépticas. Além disso, os
resultados da quantificacdo de mieloperoxidase destes mesmos tecidos
indicam a queda de seus niveis nos trés grupos em relacao ao controle

negativo, confirmando assim sua acao antioxidante.
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Figura 9) Atividade antiulcerogénica do B-mirceno no modelo de ilcera

duodenal em ratos
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A peroxidacao lipidica mediada por espécies reativas de oxigénio € uma
importante causa da destruicao e lesdo nas membranas celulares e esta
envolvido na patogénese de injurias na mucosa induzidas por etanol,
isquemia/reperfusdao e indometacina (KVIETYS et al, 1990; SALIM et al.,
1990).

Apesar de apresentar elevacdo de fatores antioxidantes pelo pré-
tratamento com o B-mirceno, este mesmo monoterpeno nao possui atividade
antioxidante direta no tecido ao nao exercer efeito inibitério sobre a
lipoperoxidacdo em homogenato de cérebro de rato in vitro (dados nao
apresentados). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam a
inegavel acao gastroprotetora do 3-mirceno que exerce sua acao via elevacao
dos niveis de glutationa total e queda consideravel de mieloperoxidase nos

tecidos.
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Conclusdes

CONCLUSOES E PERSPECTIVAS FUTURAS

O B-mirceno € um importante agente gastroprotetor, pois € capaz de exercer
acao gastroprotetora frente a indutores de lesdes gastricas através da
diminuicdo da secrecao de H* na mucosa gastrica, apresentando assim,

atividade antisecretoria.

O monoterpeno B-mirceno apresentou indiscutivel atividade antiulcerogénica
nos modelos de inducado de ulcera gastrica por etanol, indometacina
(DAINE), isquemia/reperfusao e ulcera duodenal por meio da inibicao das
lesdes ulcerativas com significante aumento da producdao de muco, um fator

protetor da mucosa gastrica.

Além disso, este monoterpeno apresentou atividade antioxidante por manter
elevados os niveis de glutationa total (GSH) e baixos os niveis de
mieloperoxidase (MPO) nos tecidos analisados em varios modelos

experimentais de inducao de ulcera péptica.

A descoberta de atividade antiulcerogénica e o potencial antioxidante do
monoterpeno P-mirceno sao inéditos. Este trabalho abre as portas para
futuros estudos mais aprofundados destas atividades biologicas, envolvendo
mecanismos estimulatorios da producdao de muco, antioxidantes,

antiinflamatorios, antisecretorios e cicatrizantes.
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Anexo 1

ATIVIDADE FARMACOLOGICA GERAL

ULCERAS GASTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL

Os diferentes grupos de ratos (n=7) foram tratados, apos 12 h de jejum,
com o monoterpeno [-mirceno nas 3 doses (3,75 mg/Kg; 7,5 mg/Kg e 11,25
mg/Kg), 100 mg/kg de cimetidina (controle positivo) ou veiculo (controle
negativo — Tween 80® a 8%), uma hora antes da inducdo das lesdes gastricas
pela administracdo, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto
(MORIMOTO et al.,, 1991). Apos 1 h da inducao, os animais foram mortos e os
estdmagos retirados para contagem e classificacdo das lesdes, como descrito

anteriormente.

AVALIACAO DOS PARAMETROS DO SUCO GASTRICO E DOSAGEM DE
MUCO PELO MODELO DE LIGADURA DO PILORO
Foi adotado o modelo descrito por SHAY et al. (1945) com modificacoes
onde os parametros do suco gastrico foram avaliados pelo efeito dos
diferentes tratamentos administrados oral ou intraduodenalmente, no
intuito de avaliar o efeito local ou sistémico do B-mirceno. Apos 24 horas de
jejum os ratos foram anestesiados, sofreram uma incisao longitudinal logo
abaixo da apofise xiféide para a amarradura de piloro. A administracao das
drogas foi realizada logo apos a amarradura, por via intraduodenal ou oral.
As incisoes foram suturadas e quatro horas apods a cirurgia os ratos foram
mortos € a incisao reaberta. Logo em seguida, foi realizada uma ligadura da
cardia (para preservacao do conteudo gastrico) e o estdomago foi retirado. O
conteudo estomacal foi coletado e, em seguida determinado o volume do
suco gastrico, o pH e a concentracao de ions hidrogénio na secrecao gastrica
através de titulacado com NaOH O0,01N em bureta digital (modelo EM,
Alemanha). A concentracao total de acido foi expressa em mEq/mL/4h e o

pH foi determinado em pHmeétro modelo PA 200.

DETERMINACAO DE MUCO ADERIDO A PAREDE GASTRICA.
Seguindo a metodologia descrita por RAFATULLAH et al., (1990), apos
24 horas de jejum, os grupos de ratos (n=8) sob anestesia, sofreram uma
incisdo longitudinal, logo abaixo da apofise xifoide para a amarradura de

piloro. A administracao das doses do B-mirceno, carbenoxolona (200mg/kg)
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e do veiculo, todos em dose volume final de 10 ml/kg, foi realizada 1 hora
antes da amarradura do piloro. Apdés 4 horas, os animais foram mortos, a
porcao glandular do estomago separada, pesada e imersa em solucao de
Alcian Blue para o procedimento de quantificacdo do muco. As absorvancias
foram lidas em espectrofotometro a 598 nm. A leitura foi feita apos
realizacao de uma curva padrao com varias concentracoes de Alcian blue. Os

resultados foram expressos em ug de Alcian blue/ml/g de tecido.

DETERMINACAO DO PAPEL DO OXIDO NITRICO (NO) NA
CITOPROTECAO GASTRICA
Grupos de ratos (n=6) submetidos a jejum por 24 horas foram
divididos em grupos de acordo com os respectivos tratamentos. O grupo
controle recebeu injecao intraperitoneal de solucado salina e os demais
tratamentos com L-NAME (inibidor da NO-sintase), pela mesma via
(MATSUDA & YOSHIKAWA, 1999; MORIMOTO et al., 1991). Apo6s 30 min, os
grupos receberam por via oral os respectivos tratamentos (Veiculo,
carbenoxolona na dose de 100 mg/Kg e B-mirceno na dose de 7,5 mg/kg).
Apoés uma hora, os animais foram submetidos a administracao oral com
etanol (1ml/animal) e decorrido 1h do tratamento com o agente lesivo, os
animais foram mortos, seus estomagos foram removidos e abertos ao longo
da grande curvatura, colocados em placas de vidro e escaneadas para

posterior avaliacao macroscopica das lesoes.

DETERMINACAO DO PAPEL DOS GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS NA
CITOPROTECAO GASTRICA
Apos 24 horas de jejum, grupos de ratos (n=6) foram submetidos ao
tratamento onde o grupo controle recebeu uma injecdo subcutanea de
solucao salina e os demais grupos experimentais, uma injecao de N-
etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg), um bloqueador dos grupos sulfidrilicos
(MATSUDA & YOSHIKAWA, 1999; MORIMOTO et al.,1991). Ap6és 30 min,
todos os grupos de animais receberam os respectivos tratamentos orais com
o veiculo, B-mirceno (7,5 mg/kg) ou carbenoxolona (controle positivo na dose
de 100 mg/kg). Apos uma hora, os animais foram submetidos a

administracao oral de 1 ml de etanol por animal e decorrido 1h da
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administracao do agente lesivo etanol, os animais foram mortos, seus
estomagos foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura,
colocados em placas de vidro e escaneadas para posterior avaliacao

macroscopica das lesoes.

QUANTIFICACAO DE GLUTATIONA TOTAL DO TECIDO DE ANIMAIS
PRE-TRATADOS COM NEM, UM BLOQUEADOR DOS GRUPAMENTOS
SULFIDRILICOS

Neste experimento foram utilizados grupos de ratos com peso entre
130 - 200 g, submetidos a jejum de 12 h e com livre acesso a agua. Os
animais foram divididos ao acaso em grupos de pelo menos 7 animais/cada,
tratados com uma injecao subcutanea de solucao salina (controle negativo)
ou 10 mg/kg de N-etilmaleimida, um bloqueador dos grupos sulfidrilas
(MATSUDA et al.,, 1999). Trinta min. apds o pré-tratamento, os grupos
receberam por via oral veiculo, carbenoxolona (controle positivo — 100mg/Kg)
ou o monoterpeno p-mirceno (7,5 mg/Kg). Trinta minutos apos o tratamento,
todos os grupos de animais receberam uma administracao oral de etanol
absoluto; uma hora apés a administracdo do etanol os animais foram
mortos, seus estomagos removidos e abertos ao longo da grande curvatura
para a coleta de amostras do tecido gastrico de cada grupo. Estas amostras
foram armazenados a -80°C para a quantificacao de glutationa total — GSH
do tecido como descrito a seguir.

As tiras retiradas nos procedimentos experimentais mencionados
anteriormente, foram pesadas e armazenadas em 1 mL de solucao de acido
tricloroacético a 5% (TCA). O conteudo de glutationa total do estéomago foi
determinado utilizando a substancia 5,5’ditio-bis (2-acido nitrobenzoéico)
(DTNB) (ANDERSON et al., 1985). A reacao enzimatica & constituida de 200
pl da amostra contendo 2mg/ml de proteina, 0,2 M de tampao fosfato pH
8,0; 0,5mM DTNB (2mg em 10ml de citrato de s6dio 1%) em um volume final
de 2mL. A absorvancia foi determinada em 412 nm utilizando um
espectrofotometro. A concentracao de glutationa total foi expressa utilizando

o coeficiente de extincao de 13,6 mM.
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DETERMINAQAO DA MOTILIDADE INTESTINAL

Seguindo a metodologia de BAGGIO (2003), camundongos Swiss (n=7),
em jejum de 6h foram divididos em grupos, que receberam seus respectivos
tratamentos orais: veiculo (controle negativo), atropina 5 mg/kg (i.p.,
controle positivo) e PB-mirceno (7,5 mg/kg). Apos trinta min., todos os
animais receberam carvao ativado 10% (p.o.) em volume de 10 ml/kg. Meia
hora apos a administracdo do carvao, todos os animais foram mortos. O
passo seguinte foi a remocado de todo intestino delgado juntamente com o
estdmago, para a realizacao da medicao do comprimento total do intestino e
a distancia percorrida pelo carvao ativado, para a obtencao da relacao entre
a distancia percorrida e comprimento total do intestino. Os dados obtidos
dessa relacdo foram corrigidos em arcoseno para posterior analise

estatistica.

ANALISE ESTATISTICA
Os resultados foram expressos na forma de média * erro padrao meédio
(e.p.m) dos parametros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos
a analise de variancia de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posterior de

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

RESULTADOS E DISCUSSAO

A mucosa gastrica esta sujeita a continuas mudancas de agentes
agressores endogenos e exogenos. Para combater esse ataque, a mucosa
possui mecanismos de defesa que protegem o tecido de danos e eventuais
ulceracoes (WHITTLE, 2003).

A administracao topica do etanol absoluto causa edema no tecido,
hemorragia subepitelial, esfoliacao celular e infiltracao de células
inflamatéorias que podem contribuir para inducao dos danos na mucosa e
geracao de espécies reativas de oxigénio (KOUNTOURAS et al, 2001). As
ulceras aparecem devido a sua acado necrotizante na mucosa gastrica, com
menor participacao da secrecao gastrica (LEWIS e HANSON, 1991; EVANS,
1996). A menor participacdo da secrecao gastrica € devido ao
desaparecimento do acido no lumen gastrico (KIVILAAKSO et al., 1978) que
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tem sido atribuido a uma retro-difusdo do acido direto na barreira gastrica
rompida (DAVENPORT, 1972). Esse acido no lumen gastrico € um dos
muitos fatores que levam ao rompimento celular (JACOBSON, 1992).

Na Figura 1 estao demonstrados valores de % de inibicao das lesoes
gastricas dos animais tratados com 3 doses diferentes (curva dose—efeito) do
monoterpeno B-mirceno frente a lesdes gastricas induzidas por um agente
lesivo de maxima severidade que é o etanol absoluto administrado na
mucosa gastrica de ratos. A partir desses resultados, € inegavel a grande
acao protetora da mucosa gastrica que este monoterpeno exerce. Esse
resultado € muito promissor, pois com uma dose de 3,75 mg/Kg, foi possivel
constatar uma protecao gastrica de 30% (p<0,05) quando comparado com a
droga-padrao cimetidina (71% - p<0.01) na dose de 100 mg/Kg. No entanto,
a maxima protecao foi alcancada com a dose de 7,5 mg/kg (60% - p<0,01) ou

seja, uma protecao equivalente em dose 13 vezes menor do que a cimetidina.

Figura 1) Curva dose-efeito do B-mirceno em modelo de ulcera gastrica

induzida por etanol absoluto

160 %
30%
& 130 -
g T
— i § o o2
o 100 -+ -
@ X 60%
%, T0.7 71%
-U X
b4 1
g 407 \\
1 0 — & ™ 'y ™ 'y T S—
Veiculo Cimetidina B-mirceno B-mirceno 7.5mg/Kg  B-mirceno 11,25

100mq/Kag 3.75maKa ma/Kq

tratamentos
Efeito gastroprotetor do monoterpeno B-mirceno no modelo de ulcera gastrica induzida por

etanol absoluto em ratos. Dados expressos como média * e.p.m. ANOVA, com teste a
posteriori de Dunnett, ** p<0.01,comparados ao veiculo (n=7)
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Apdos a constatacao da acao do [-mirceno como aquela capaz de
proteger a mucosa gastrica, frente a um dos indutores mais severos de lesao,
avaliou-se os mecanismos de acao que podem estar envolvidos na protecao
da mucosa gastrica. Assim, passou-se a investigar de que forma este
monoterpeno estaria interferindo sobre a secrecao acida gastrica, ja que este
efeito (reducado da secrecdao acida) poderia também ser responsavel pela
protecao gastrica, visto que os protetores do estdomago mais prescritos na
terapia da ulcera/gastrite sdo os bloqueadores de receptores Hz e inibidores
de bomba de protons, e ambos drogas que atuam diminuindo a acidez
gastrica.

A secrecao acida gastrica € finamente regulada por vias
interdependentes que incluem o sistema nervoso central, o sistema nervoso
entérico e uma intrincada rede de células neuroendoécrinas e imunes, que
atuam na modulacao paracrina e hormonal (SCHUBERT, 2004). A interacao
da histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células
parietais sdo os principais responsaveis pela ativacao da bomba de proétons,
enzima secretora de H+ que confere o pH acido ao suco gastrico. Assim, uma
acao inibidora do B-mirceno em qualquer nivel da estimulacdao da secrecao
acida, poderia estar levando a protecao gastrica por diminuir os fatores
agressores da mucosa.

As ulceras induzidas por ligadura de piloro sao formadas devido a
auto-digestao da mucosa gastrica e ao colapso da barreira dessa mucosa
provavelmente devido a producao excessiva e acumulacao de HCl no
estomago (SAIRAM et al., 2003). O aumento da acidez gastrica € considerado
um fator que contribui na patogénese da ulcera gastrica (GOA & MONK,
1987; TARIQ et al.,, 2007). Além disso, a migracao de neutroéfilos na mucosa
apos a ligadura do piloro poderia estar envolvida no dano causado a mucosa
do estdomago possivelmente por liberar radicais livres que causam
peroxidacao lipidica e danos para a membrana da célula (RASTOGI et al.,
1998).

Acredita-se que esta hipersecrecao acida seja estimulada por reflexo
vago-vagal, em decorréncia da distensao gastrica provocada pelo aumento do

volume gastrico devido a obstrucao do piloro. Este procedimento estimula a
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secrecao do hormonio gastrina, cuja funcado no trato gastrico € estimular as

células parietais a secretar em HCl (BAGGIO et al., 2003).

Figura 2) Efeito do B-mirceno em ratos submetidos a ligadura de piloro

e avaliacao dos parametros do suco gastrico.

Via Tratamento Dose Volume Concentracao
S (mg/kg suco de Hidrogénio
) gastrico [H]* (mEq/L)
(mL/4h)
Veiculo - 6,430,522 13,33 £+ 1,23
Oral Cimetidina 100 5,0+0,49 0,63 £ 0,07**
B-mirceno 7,5 6,510,43 9,11 £ 0,96**
Veiculo - 7,6 £ 0,60 19,20 £ 1,24
Intraduodenal Cimetidina 100 7,0+0,45 3,20 £ 0,20**
B-mirceno 7,5 6,4 + 0,51 6,40 £ 0,24**

Valores expressos em média + erro padrdo. Analise estatistica entre os grupos: ANOVA de
uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01 (n=7).

O PB-mirceno na dose de 7,5 mg/kg diminuiu significativamente a
concentracao hidrogenionica do suco gastrico (p<0,01) tanto no tratamento
oral quanto no tratamento intraduodenal (figura 2). Foi possivel observar
que os animais tratados com o B-mirceno (7,5 mg/kg), administrados local
ou sistemicamente, diminuem a secrecao H* na mucosa gastrica sem alterar
o volume do suco gastrico. Portanto, a administracdo desse monoterpeno
promove relevante acao antisecretoria e com uma dose 13 vezes menor que a
cimetidina.

O muco contribui para a defesa da mucosa por promover uma barreira
fisica contra bactérias; age como lubrificante reduzindo os efeitos abrasivos
na mucosa, além de participar na protecao contra danos causados por
acidos e toxinas no luimen (WALLACE et al, 2000; NAM et al, 2005;
WALLACE, 2007). Sua forma viscosa, elastica, aderente, como um gel
transparente, que contém 95% de agua e 5% de glicoproteina, recobre toda a

superficie da mucosa gastrointestinal sendo capaz de agir como antioxidante
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e reduz danos da mucosa promovidos por radicais livres (REPETTO et al.,
2002).

Por meio da quantificacao de muco aderido a mucosa gastrica de
animais submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 3) foi possivel
observar que os animais tratados com -mirceno foram capazes de aumentar
significantemente a quantidade de muco gastrico secretado no estomago
quando comparado ao veiculo e com o controle positivo, a carbenoxolona, a
qual estimula a producdo de muco no estomago, confirmando assim a
surpreendente atividade gastroprotetora desse monoterpeno com uma dose
tdo baixa em relacao ao controle positivo (27 vezes menor que a

carbenoxolona).

Figura 3) Determinacao de muco aderido a mucosa gastrica
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ANOVA: Muco aderido expresso em mg de Alcian Blue/ g de tecido. Teste de Dunnet
**p<0,05.

O proximo passo foi investigar a participacao do 6xido nitrico (NO) e dos
grupamentos sulfidrilicos (SHs) da gastroprotecao do B-mirceno. Estes dois
compostos sao outros importantes mecanismos de defesa da mucosa

gastrica.
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Estudos realizados por CHO (2001) e ANCHA et al., (2003) indicam o

envolvimento de NO na preservacao da mucosa em modelos experimentais
de ulcera pois o NO promove vasodilatacao, reducao da peroxidacao lipidica
e também existem relatos de seu envolvimento como agente antiinflamatorio
nos tecidos. De acordo com WALLACE & MILLER (2000), o NO € também um
importante regulador da secrecao de muco no estomago e seus efeitos sao
produzidos pela estimulacdo da guanilato ciclase nas células epiteliais.
Assim, NO parece ser produzido na célula epitelial em resposta a ativacao de
receptores colinérgicos e provoca a liberacao de muco para essas células,
garantindo assim, a integridade da mucosa.

O NO é responsavel tanto pela mediacao das funcoes teciduais normais,
quanto pelas lesdes na mucosa gastrica. O NO, portanto, € um mediador das
defesas e do reparo na mucosa gastrointestinal, porém NO também pode
contribuir com as injurias teciduais em algumas doencas do trato digestorio
e alterar a motilidade gastrica (WALLACE, 1999; CHO, 2001), além de
promover ou iniciar respostas inflamatorias quando combinado com outras
espécies reativas de oxigénio (CHO, 2001).

No modelo experimental em que foi avaliado o papel de NO como fator
protetor ativado pelo B-mirceno, foi utilizado o inibidor de NO (L-NAME). O
pré-tratamento com o inibidor L-NAME reverteu significantemente a
gastroprotecao exercida pelo B-mirceno, demonstrando dessa forma, que
existe um grande envolvimento desta via no mecanismo de acao

gastroprotetora desse monoterpeno como demonstrado na figura 4.
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Figura 4) Efeito do B-mirceno frente ao inibidor de NO (L-NAME) em

modelo de dlcera induzida por Etanol em ratos.
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tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. * p<0,05; ** p<0,01. As barras
transversais representam os valores de média e e.p.m e as diferencas significantes (* p<0,05 e
*** p<0.0001) sdo comparacgdes entre os diferentes pré-tratamentos (salina + tratamento e L-
NAME + tratamento).

Outro fator que contribui para a integridade da mucosa gastrica é a
formacao de compostos SH que tem como finalidade basica o fortalecimento
das pontes de dissulfeto e reducao da formacao de radicais livres derivados
de oxigénio, relacionando-se com a protecao celular (KONTUREK et al,
1990; MATSUDA, 1999).

Os efeitos gastroprotetores dos compostos SH incluem também
processos redutores e de protecao celular frente ao estresse oxidativo
induzidos por diversos agentes e circunstancias, como aqueles que ocorrem
com as exposicoes toxicas como o proprio etanol na mucosa gastrica
(TAKEUCHI et al., 1988, KONTUREK et al.,, 1990). Em contrapartida, a
reducao dos niveis normais de SH tem impacto significativo na mucosa,
tornando-a susceptivel ao ataque de substancias ulcerogénicas, afetando o
mecanismo defensivo da mucosa e dessa forma, facilitando a formacao de

lesoes gastricas (GLAVIN & SZABO, 1992; KO & CHO, 1995).
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A administracao do inibidor de formacdao dos compostos sulfidrilicos
endogenas (NEM - N-etilmaleimida) para os grupos tratados, provocou um
aumento expressivo das lesdes gastricas induzidas pelo etanol (figura 5).
Porém, o aumento significativo das lesées dos animais pré-tratados com o
bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos e tratados com o [-mirceno,
evidenciou a importancia deste fator na gastroprotecao deste monoterpeno
indicando, portanto, a forte participacao deste componente no seu

mecanismo de acao antiulcerogénico.

Figura 5) Efeito do P-mirceno frente depletor de sulfidrila endogena

(NEM) em modelo de ulcera induzida por Etanol em ratos.
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Valores expressos em média + erro padrdo. Analise entre 0S grupos com 0 mesmo pré-
tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey. * p<0,05; ** p<0,01. As barras
transversais representam os valores de média e e.p.m e as diferencas significantes (***
p<0.0001) sdo comparacOes entre os diferentes pre-tratamentos (salina + tratamento e NEM +
tratamento).

A glutationa total € um componente antioxidante endégeno e sua
propriedade antioxidante esta relacionada com a presenca do grupo tiol em
sua estrutura. A glutationa reage com peroxidos e radicais de oxigénio

toxicos para proteger células contra danos e também mantém grupamentos
110



Anexo 1

SH de proteina em sua forma reduzida, protegendo da oxidacao (WALKER et
al., 1995). O tratamento agudo com etanol induz ao estresse oxidativo, dano
no DNA, queda da atividade da xantina oxidase e dos niveis de
malondialdeido e diminuicdo do contetido de glutationa total em células da
mucosa gastrica (MAROTTA et al, 1999). Quando a defesa do sistema
antioxidante é insuficiente, radicais livres sdo acumulados causando injurias
na membrana celular, danos oxidativos e morte celular se o dano for
continuo (REPPETO & LLESUY, 2002).

Ao quantificar a glutationa total (GSH) no tecido dos animais
submetidos ao modelo de inducdo de tulceras por NEM, um inibidor da
sintese de SHs, os resultados foram surpreendentes levando em
consideracao a baixa dose do B-mirceno (figura 6). A prévia administracao
do bloqueador dos grupamentos sulfidrilicos, além de reverter o efeito
gastroprotetor conferido ao monoterpeno, diminuiu os niveis de glutationa
total dos tecidos quando comparado aos animais previamente tratados com o
B-mirceno. Os niveis de glutationa total se mostraram visivelmente
aumentados para o monoterpeno em relacao ao veiculo e também mais altos
em relacao ao encontrado com o lansoprazol (controle positivo), com niveis
de glutationa total semelhantes ao Sham (animais que nao receberam
qualquer agente lesivo). Este resultado € um indicativo de uma possivel
atividade antioxidante deste monoterpeno, sendo que sua atividade
gastroprotetora possa ser proporcionada pelo aumento dos niveis de

glutationa total no tecido.
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Figura 6) Quantificacao de Glutationa total na mucosa gastrica de

animais submetidos a etanol
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Figura 7) As diferencas observadas foram em relacdo ao grupo controle (veiculo);
+p<0.05; ++p,0.01. As barras transversais representam os valores de média e e.p.m e
sdo comparacoes entre os diferentes pré-tratamentos (Salinattratamento e
NEM+tratamento); *p<0.05, ***p<0.001. Teste de Dunnett.

Outro resultado importante conseguido com o B-mirceno, foi com
analises sobre a motilidade intestinal.

A motilidade intestinal esta relacionada com a velocidade de
esvaziamento gastrico em continuo estado de contracdo, relaxamento e
secrecao. Essas funcoes sao controladas pelo sistema neuromotor, que €
regulado por varios sistemas de receptor, entre eles o opioidérgico, bem como
o colinérgico, adrenérgico e serotonérgico (KANUM, 2000). Varias drogas
afetam o transito gastrointestinal pela acdo de agonistas ou antagonistas no
receptor celular especifico (GHOSH, 2005). A atropina, antagonista de
receptor muscarinico, tem acao sobre a regido antral do estdémago, podendo
assim reduzir a contratilidade e o esvaziamento gastrico (PARKMAN et al.,
1999), além de ser usada frequentemente como uma ferramenta para
identificacao de mecanismos envolvendo a via colinérgica (GHOSH, 2005). No
experimento de determinacdo da acao do monoterpeno B-mirceno sobre a
motilidade, nao foi observada alteracao dos padroes normais de motilidade.

Na Figura 7 foram apresentados os dados de transito intestinal dos
animais previamente tratados com p-mirceno. Os resultados indicam que
nao houve interferéncia do monoterpeno na motilidade intestinal (p>0.05)

quando comparado com o grupo controle negativo tratado com o veiculo.
112

~#- Glutationa tots [ nmolf de tecido)



Anexo 1

Somente os animais tratados com atropina reduziram de modo significativo o

transito intestinal.

Figura 7) Avaliacao da motilidade gastrica do B-mirceno no modelo de

carvao ativado
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Teste de Dunnett. **p<0.01. As barras transversais representam os valores de média +
erro padrao da média.

A partir de todos estes dados levantados, podemos concluir que o B-
mirceno € um interessante adjuvante gastroprotetor, pois ele € capaz de
exercer acao gastroprotetora frente ao etanol absoluto, um poderoso agente
indutor de ulceras gastricas. Aliado a isso, a atividade gastroprotetora deste
monoterpeno € totalmente dependente de NO e dos compostos sulfidrilicos,
mantendo alto os niveis de glutationa total na mucosa, sendo um indicativo
de uma possivel atividade antioxidante deste monoterpeno. Além disso, o B-
mirceno €& capaz de diminuir a secrecao de H* na mucosa gastrica,

conferindo-lhe a importantissima atividade antisecretoria.

113



Anexo 1

REFERENCIAS

ANDERSON, M. (1985). Determination of glutathione disulfide in biological
samples, Methods Enzymmol., v. 113, p.548-555.

ANCHA, H.; OJEAS, H.; TEDESCO, D.; et al.. (2003). Somatostatin-induced
gastric against ethanol: involvement of nitric oxide and effects on gastric
mucosal blood flow. Regulatory Peptides, v. 110, p.107-113.

BAGGIO, C.H.; FREITAS, C.S.; RIECK, L.; et al. (2003). Gastroprotective
effects of a crude extract of Baccharis illinita DC in rats.
Pharmacological Research, v 47, p 93-8.

CHO, C. H. (2001). Current roles of nitric oxide in gastrointestinal disorders.
J. Physiology, p. 253-256.

CURTIS, G.H.; MACNAUGHTON, W.K.; GALL, D.G.; WALLACE, J.L. (1995).
Intraluminal pH modulates gastric prostaglandin synthesis. Can. J.
Physiol. Pharmacol., 73: 130-134.

DAVENPORT, H. (1972). The gastric mucosal barrier. Digestion. 5: 162-165.

EVANS, F. (1996). The gastro-intestinal Tract. Selection, Preparation and
Pharmacological Evaluation of plant Material. 25-45.

GLAVIN G.; SZABO S. (1992). Experimental gastric mucosal injury:
laboratory models reveal mechanism of pathogenesis and new
therapeutic strategies. Faseb J. v. 6, p. 825-831.

GOA, K.L.; MONK, J.P. (1987). Emprostil: a preliminary review of its
pharmacodynamics and pharmacokinetic properties and therapeutic
efficacy in the treatment of peptic ulcer disease. Drugs; 3: 539-559.

GOSH, M.N. Quantitative study of anyagnoists on isolated preparations. Ed.
Fundamentals of experimental pharmacology, 3% Ed., p. 121-133, 2005.

HAWKEY C.J.; KARRASCH, J.A.; SZCZEPANSKI, L.; WALKER, D.G;
BARKUN, A.; SWANNELL, A.J.; YEOMANS, N.D. (1998). Omeprazole
compared with misoprostol for ulcers associated with nosteroidal
antiinflamatory drugs. Omeprazole versus misoprostol for NSAID-
induced ulcer management (OMNIUM) study group. N Engl J Med 338:
727-734.

HAWKEY, C. J. (2000) Nonsteroidal anti-inflammatory drug gastropathy.
Gastroenterology 119: 521-535.

HAWKEY, C.J., RAMPTON, D.S. (1985). Prostaglandins and the
gastrointestinal mucosa: are they important in its function, disease, or
treatment? Gastroenterology 89: 1162-1188.

114



Anexo 1

HIRAISHI, H.; SHIMADA, T.; IVEY, K.J; ET AL. (1999). Role of antioxidant
defenses against ethanol-induced damage in cultured rat gastric
epithelial cells. J Pharmacology Exp Ther., v. 289, p. 103-109.

JACOBSON, E. (1992). Circulatory mechanism of gastric mucosal damage
and protection. Gastroenterol. 102: 1778-1800.

KANUM, M.A. Why the enteric nervous system is important to clinicans. Gut,
v. 47, Suppl4: iv8-iv10 , 2000.

KIVILAAKSO, E., FROM, D., SILEN, W. (1978). Relationship between
ulceration and intramural pH on gastric mucosa during haemorragis
shock. Surgery. 84: 70-78.

KNAPP, H.R.; OELZ, O.; SWEETMAN, B.J.; OATES, J.A. (1978). Syntesis and
metabolism of prostaglandins E2, F2alfa and D2 by the rat
gastrointestinal tract. Stimulation by a hypertonic environment in vitro.
Prostaglandins 15:751-757.

KONTUREK, P. K ; BRZOZOWSKI, T.; KONTUREK, S.J.; DEMBINSKI, A.
(1990). Role of epidermal growth factor, prostaglandin and sulfhydryls
in stress-induced gastric lesions. Gastroenterology. v. 99, p. 1607-1615.

KO, J. K. S.; CHO, C. H. (1995). The role of non-protein sulfhydryl
compound in gastric adaptative cytiprotections against ethanol-induced
mucosal damage in rats. Inflamm. Res. v. 44, p242-244.

KOUNTOURAS, J., CHATZOPOULOS, D., ZAVOS, C. (2001). Reative oxygen
metabolites and upper gastrointestinal diseases.
Hepatogastroenterology. 48: 743-751.

LAINE, L.; TAKEUCHI, K.; TARNAWASKI, A. (2008). Reviews in basic and
clinical gastroenterology. Gastric mucosal defense and cytoprotection:
bench to beside. Gastroenterology, 135: 135-141.

LEWIS, D.A., HANSON, P.J. (1991). Anti-ulcer drugs of plant origin In: G. P.
Ellis; G. B. West. Progress Medicinal Chemistry. Amsterdam: Elsevier
Science Publishers, 28: 201-231.

MAROTTA, F.; TAJIRI, H.; SAFRAN, P.; et al. (1999). Ethanol related gastric
mucosal damage: evidence of a free radical-mediated mechanism and
beneficial effect of oral supplementation with bionormalizer, a novel
natural antioxidant. Digestion, v. 60, p. 538-543.

MATSUDA, H.; LI, Y.; YOSHIKAWA, M. (1999). Roles of capsaicin-sensitive
sensory nerves, endogenous nitric oxide, sulphydryls, and
prostaglandins in gastroprotection by mormodin Ic, na oleanolic acid

oligoglycoside, on ethanol-induced gastric mucosal lesion in rats. Life
Sciences, 65, 27-32.

MORAES, T.M.; KUSHIMA, H.; MOLEIRO, F.C.; SANTOS, R.C.; ROCHA,
L.R.M.; MARQUES, M.O.; VILEGAS, W.; HIRUMA-LIMA, C.A. (2009).
Effects of limonene and essential oil from Citrus aurantium on gastric

115


http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Hiraishi+H%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Shimada+T%22%5BAuthor%5D
http://www.ncbi.nlm.nih.gov/entrez/query.fcgi?db=pubmed&cmd=Search&itool=pubmed_Abstract&term=%22Ivey+KJ%22%5BAuthor%5D
javascript:AL_get(this,%20'jour',%20'J%20Pharmacol%20Exp%20Ther.');

Anexo 1

mucosa: Role of prostaglandins and gastric mucus secretion Chemico-
Biological Interactions 180 499-505.

MORIMOTO, Y.; SHIMOHARA, K.; OSHIMA, S.; SUKAMOTO, T. (1991).
Effects of the new anti-ulcer agent KB-5492 on experimental gastric
mucosal lesions and gastric mucosal defensive factors, as compared to
those of terprenone and cimetidine. Jap. J. Pharmacol. 57: 495-505.

NAM, S.Y.; KIM, N.; LEE, C.S.; CHOI, K.D.; LEE, H.S.; JUNG, H.C.; SONG,
[.S. (2005). Gastric mucosal protection via enhancement of MUCSAC
and MUC6 by geranylgernylacetone. Digestive Diseases and Sciences,
50(11), 2110-2120.

PARKMAN, H. P.; TRATE, D. M.; KNIGHT L. C.; et al. (1999). Cholinergic
effects on human gastric motility. Gut. v. 45, p. 346-354.

PESKAR, B.M., GUNTER B.; PESKAR B.A. (1980). Prostaglandins and
prostaglandin metabolites in human gastric juice. Prostaglandins
20:419-427.

RAFATULLAH, S.; TARIQ, M.; AL-YAHYA, M.A.; MOSSA, J.S. AGEEL, A.M.
(1990). Evaluation of tumeric (Curcuma longa) for gastric and duodenal
antiulcer activity in rats. J. Ethnopharmacology, 29: 25-34.

RASTOGI, L., PATNAIK, G. K., DIKSHIT, M. (1998). Free radicals and
antioxidant status following pylorus ligation induced gastric mucosal
injury in rats. Pharmacological Research. 38 (2), 125-132.

REPETTO, M. G.; LLESUY, S. F. (2002). Antioxidant properties of natural
compounds used in popular medicine for gastric ulcers.
Braz.J.Med.Biol.Res., v. 35, n. 5, p. 523-534.

SAIRAM, K., PRIYAMBDA, S., ARYYA, N.C,, GOEL, R.K. (2003).
Gastroduodenal ulcer protective activity of Asparagus racemosus: na
experimental, biochemical and histological study. Journal of
Ethnopharmacology 86, 1-10.

SCHUBERT, M. L. (2004). Gastric secretion. Current Opinion in
Gastroenterology. v.20, p.519-525.

SHAY, H. (1945). A simple for the uniform production of gastric ulceration in
rat. Gastroenterol. 5: 43-61.

SONTAG, S.J.; SCHNELL, T.G.; BUDIMAN-MAK, E.; ADELMAN, K
FLEISCHMANN, R.; COHEN, S.; ROTH, S.H.; IPE D, SCHWARTZ K.E.
(1994). Healing of NSAID-induced gastric ulcers with a synthetic
prostaglandin analog (enprostil). Am J Gastroenterol 89: 1014-1020.

STOCKS, P., AND DAVIES, R. 1. Investigation of a localised high incidence of
gastric cancer. Publ. Hlth. (Lond.), 74, 404-412, (1960).

116



Anexo 1

TAKEUCHI, K.; MEGUMU, O.; HIROMICHI, M.; OKABE, S. (1988). Role of
suphydryls in mucosa injury caused by ethanol. Relation to
microvascular permeability, gastric motility a cytoprotection. J
Pharmacology. Exp. Ther. v. 48 p. 836-839.

TARIQ, M.; KHAN, H.A.; ELFAKI, I.; ARSHADUDDIN, M.; MOUTAERY, M.;
RAYES, H.; SWAILAM, R. (2007). Gastric antisecretory and antiulcer

effects of simvastatin in rats. Journal of Gastroenterology and Hepatology.
22:2316-2323.

VON EULER, U.S. (1936). On the specific vasodilating and plain muscle
stimulating substances from accessory genital glands in man and
certain animals (prostaglandin and vesiglandin). J. Physiol. 88:213-234.

WALKER, M.W.; KINTER, M.T.; ROBERTS, R.J.; et al. (1995). Nitric oxide-
induced cytotoxicity: involvement of cellular resistance to oxidative
stress and the role of gluthatione in protection. Pediatr Res., v.37, p. 41-
49.

WALLACE, J. L. (1999). Mechanisms of protection a heaking: current
knowledge and future research Amer. J. Med. v. 110, p. 19S-23S.

WALLACE, J. L.; MILLER, M. J. (2000). Nitric oxide in mucosal defense: a
little goes a long way. Gastroenterology, v. 119, n. 2, p. 512-520.

WALLACE, J.L. (2007). Building a better aspirin: gaseous solutions to a
century-old problem. British Journal of Pharmacology, 152(4), 421-428.

WHITTLE, B.J. (2003). Gastrointestinal effects of nonsteroidal anti-
inflammatory drugs. Fudam. Clin. Pharmacol. 17: 301-313.

117






Vo LUCUIUT LN IVidl L., Vds LOLHICULOWU 1] IvIdE UL SU U, Q11 LT Ldlll=
pus of the S3o Paulo State University (UNESP), Bauru-SP, Brazil, and

* Corresponding author. Tel.: +55 1438116077 ; fax: +55 1438153744,
E-mail address: hiruma@ibb.unesp.br { CA. Hiruma-Lima).

0378-8741(% - see front matter. Published by Elsevier Ireland Ltd
doi:10.1016/j.jep.2008.11.013

Anexo 2

Journal of Ethnopharmacology 121 (2009) 466-471

Contents lists available at ScienceDirect

Journal of Ethnopharmacology

journal homepage: www.elsevier.com/locate/jethpharm

Ethnopharmacological communication

Antioxidative action of methanolic extract and buthanolic fraction of Vochysia
tucanorum Mart. in the gastroprotection

Renata de Camargo Gomes?, Flavia Bonamin?, Denise Delabio Darin®, Leonardo Noboru Seito<,
Luiz Claudio Di Stasi<, Anne Ligia Dokkedal ®, Wagner Vilegas9, Alba Regina Monteiro Souza Brito®,
Clélia Akiko Hiruma-Lima®*

3 Physiology Department, Sdo Paulo State University-UNESE, c.p. 510, 18618-000 Botucatu, SP. Brazil

P Biology Department, 5d0 Paulo State University-UNESF, c.p. 473, 17033-360 Bauru, 5P, Brazil

¢ Laboratory of Phytomedicine, Pharmacology Department, Sdo Paulo State University-UNESF, c.p. 510, 18618-000 Botucatu, SF, Brazil
d Organic Chemisiry Department, Sdo Paulo State University-UNESP, c.p. 355, 14800-900 UNESF, Araraquara, SF, Brazil

2 Physiology and Biophysics Department, Campinas State University-UNICAMPE, c.p. 6109, 13083-970 Campinas, SF, Brazil

ARTICLE INFO ABSTRACT

Article history:

Received 7 May 2008

Received in revised form

12 Movember 2008

Accepted 16 November 2008
Available online 24 November 2008

Keywords:

Vochysia tucanorum
Vochysiaceae
Gastric ulcer
Triterpencids

Aim of the study: Vochysia tucanorum is an impoertant medicinal plant used in the Cerrado of Brazil against
gastric disorders and this study reveals the pharmacological action of this traditional medicine use.
Materials and methods: The methanolic extract (E-MeOH ) and buthanolic fraction (Fr-Bu) ebtained from V.
tucanorum were challenged by different necrotizing agents in rodents. NO-synthase inhibitor {L-NAME)
and SH blocker (NEM) were used to evaluate the participation of cytoprotective factors in E-MeOH and
Fr-Bu gastroprotection. Antiulcerogenic action of V. tucanorum was evaluated in rats and mice at doses
250, 500 or 1000 mg'kg (E-MeOH) and 37.5, 75 or 150 mg/kg (Fr-Bu).
Results: Both E-MeOH and Fr-Bu present elevated gastroprotective action in all in vivo experimental mod-
els, without signs of acute toxicity. The mechanisms involved in the gastroprotective action of E-MeOH
and Fr-Bu are related tothe antioxidant activity and pretection to gastric mucosa NO levels. Phytochemical
investigations of Fr-Bu identified different pentacyclic triterpenoids such as betulinic acid, erythrodiol,
epi-betulinic acid and mixtures of ursolic acid and cleanolic acid derivatives as the majer constituents.
The presence of such triterpenoids in Fr-Bu is probably related to the potent gastroprotective action of
this medicinal plant species.
Conclusion: Effectiveness in gastroprotection and the absence of acute toxicity indicate this species as a
promising herbal drug that is in accordance with ethnopharmacological use against gastric diserders.
Published by Elsevier Ireland Ltd

1. Use in traditional medicine

Vochysia tucanorum (Vochysiaceae) is called “pau-tucano” or
“pau-doce™ and several species of the genus are used by tradi-
tional communities in South America to relieve ailments linked to
inflammation such as skin sores, asthma or pulmonary congestion
(Schultes and Raffauf, 1990). V. tucanorum is a Cerrado medicinal
species commonly used as tea from leaves and barks to gastric
pain and to clarify wounds (Guarim Neto and Moraes, 2003 ). The
genus Vochysia seems to be an abundant source of polyphenols and
triterpenes (Zucaro et al., 2000), but the absence of phytochemical
and pharmacological/toxicological studies with V. tucanorum led us
to investigate its safety, effectiveness in gastroprotection and the

* Corresponding author. Tel.: +55 1438116077 ; fax: +55 1438153744,
E-mail address: hiruma@ibb.unesp.br (C.A. Hiruma-Lima).

0378-8741/% - see front matter. Published by Elsevier Ireland Ltd
doi:10.1016/}.jep.2008.11.013

possible mechanisms and compounds related to gastroprotective
activity.

2. Materials and methods
21. Animals

All experiments were performed on male Swiss mice (25-40g)
or male Wistar rats (150-250g) obtained from the UNESP Ani-
mal House, Botucatu, SP, Brazil. Experimental protocols meet the
“Guidelines of Animal Experimentation” approved by the Com-

mission of Ethics in Animal Experimentation of the Institute of
Biosciences, UNESP.

2.2, Plant material, extracts and fractionation

V. tucanaorum Mart. was collected in March/2004, in the Cam-
pus of the 530 Paulo State University {(UNESP), Bauru-SP, Brazil, and
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was identified by Dr. A.L. Dokkedal. Voucher specimens have been
deposited at the Herbarium of the UNBA/UNESF, Bauru-SF, under
the number ALD 146. Air-dried and pulverized leaves (1.0 kg) were
exhaustively extracted at room temperature with chloroform and
the same plant material was further subjected to methanol extrac-
tion. The solvent was evaporated under vacuum and the yields
{w/w) of the chloroform (E-CHCl3) and the methanol (E-MeOH)
extracts were respectively 2.78% and 3.67%. Further phytochemical
and pharmacological steps were only developed with the E-MeOH,
which presented a higher yielding compared to the E-CHCl3. A
sample of 21 gofdried E-MeOH was re-suspended in water and par-
titioned with equal volume of buthanol, resulting in 6 g of buthanol
fraction (Fr-Bu) after solvent elimination. Thereafter the Fr-Bu was
fractionated by droplet counter-current chrematography for com-
pounds determination. The fractions were analyzed by TLC on
silica gel 60 (Merck) using CHCl3:MeOH (9:1 and 8:2) as mobile
phase, sprayed with anysaldehyde reagent and visualized under
UV light (254-363 nm). They were screened and grouped and the
presence of terpenoids was detected. Repeated chromatography of
fraction mixtures yielded betulinic acid, epi-betulinic acid, mix-
ture of oleanolic and ursolic acid derivatives and erythrodiol, which
were characterized by 1D and 2D NMR experiments at 500 MHz and
compared to those in literature (Mahato and Kundu, 1994).

2.3. Acute toxicity studies

Acute toxicity studies were performed on male Swiss mice as
described by Souza Brito (1994). The control and treated groups
consisted of 10 animals each. The treated group received E-MeOH
at a single oral dose of 5000 mg/kg and the control group received
saline (10 mL/kg). The animals were observed carefully at 30, 60,
120, 240 and 360 min after the treatment based on Hippocratic
screening (Souza Brito, 1994). The mortality, body weight, and
behavioral observations were recorded daily for 14 days after the
treatment. Possible macroscopic alterations and the weight of vital
organs (liver, kidney, heart, spleen and lung) of the treated group
were compared with those of control group.

24. Gastroprotective effect against different ulcerogenic agents

HCI/EtOH (Mizui and Douteuchi, 1983)—Mice were divided into
five groups (n=5-6), which were fasted for 24 h prior to oral admin-
istration of saline (10 mL/kg), lansoprazole (30 mg/kg) or E-MeOH
{250, 500 and 1000 mg/kg). Fifty minutes after the treatments, all
animals orally received 0.2ml of a 0.3 M HCl/60% EtOH solution.
Animals were killed by €O, gas 1h after the administration of
HCI/EtOH solution. The stomachs were remaved, opened along the
greater curvature and fixed between 2 glass plates. The ulcerative
lesion index (U.L.L) was calculated according to the methodology
described by Szelenyi and Thiemer (1978). Non-steroidal anti-
inflammatory drug (Puscas et al., 1997)—Mice (n=5) were orally
treated with E-MeOH from V. tucanorum (250, 500 and 1000 mg/kg),
cimetidine (100 mg/kg) or saline 30 min before the administra-
tion of the ulcerogenic agent piroxicam (30mg/kg s.c.). The animals
were killed by CO; gas 4 h after treatment with piroxicam. The
stomachs were removed and ulcerative index was calculated as pre-
viously described. Abselute Ethanol (Morimoto et al.,, 1991 )—After
24h of fasting, eight groups of rats (n=6) received oral adminis-
tration of E-MeOH (250, 500 and 1000 mg/kg), Fr-Bu (37.5,75 and
150 mg/kg), carbenoxolone (100 mg/kg) or saline (10 mL/kg). One
hour after treatment, all rats received 1mL of 99.5% ethanol to
induce gastric damage. The animals were killed 1 h after treatment
with the ulcerogenic agent and the stomachs were removed and
opened along the greater curvature to determine the lesion index.
Intestinal Motility (Stickney and Northup, 1959)—Mice were fasted
for 12h with free access to water. They were randemly divided

and placed in five cages with five animals per cage. Groups were
orally treated with E-MeQH (250, 500 or 1000 mg/kg), atropine
(5 mg/kg) or saline {10 mL{kg). After 30 min, each mouse received
activated charcoal 10% (10 mL/kg. p.o.). All animals were killed
30 min thereafter by CO; gas and the small intestine rapidly dis-
sected out; the distance traversed by the charceal meal from the
pylerus to the ileocaecal junction was measured and expressed
as a percentage of the total distance between the two organs
and the values were transformed to arcsine for statistical anal-
yses. Shay ulcer—Male Swiss mice (n=8) were randomly divided
into three groups which were fasted for 24h with free access
to water prior to the experiment. Thirty min after oral admin-
istration of E-MeOH (250 mg/kg—the lowest anti-ulcer effective
dose), cimetidine (100 mg/kg) or saline (10 mL/kg), pylorus ligature
was performed as described by Shay (1945). Four hours later the
animals were killed, the abdomen was opened and another lig-
ature was placed around the esophagus close to the diaphragm.
The stomachs were removed and the gastric juice volume and pH
were recorded before the U.LIL determination. The gastric con-
tents were collected in graduated tubes and then centrifuged at
3000 x g for 10min. The total acid content of gastric secretion
was determined by titration to pH 7.0 with 0.01 N NaOH using
a digital burette (E.M., Hirschmann Technicelor, Germany). Gas-
tric lesions were evaluated by examining the inner gastric surface
whereas the mucosal lesions were counted and scored as described
above.

2.5. Gastroprotective mechanism of action

Determination of gastric secretion—All groups of mice (n=8) were
fasted for 24 h with free access to water. Immediately after pylorus
ligation, E-MeOH (250 mg/kg), cimetidine (100mg/kg) or saline
(10 mL/kg)was administered intraduodenally (Shay, 1945). The ani-
mals were killed 4h later, the stomachs were removed and the
gastric contents were collected to total amount of gastric secre-
tion and pH values determination. Distilled water was added and
the resultant selution was centrifuged at 3000 x g for 10 min. Total
acid in the gastric secretion was determined in the supernatant
volume by titration to pH 7.0 with 0.01 N NaOH. Evaluation of NO
and SH groups involvement in gastroprotection. Rats were divided
into groups of 5-6 animals and were fasted for 24 h. Prior to treat-
ment with E-MeOH, Fr-Bu or reference drugs, animals were treated
with 10mg/kg (i.p.) of NEM [N-ethylmaleimide, Sigma, USA, an SH
blocker), 70 mg/kg (i.p.) of L-NAME (NG-nitro-L-arginine methy]
ester, Sigma, USA, an inhibitor of NO synthase) or saline. Thirty
minutes thereafter the different groups received an oral dose of
saline, carbenoxolone (100 mg/kg), E-MeOH (250 mg/kg) or Fr-Bu
(37.5 mg/kg—the lowest effective dose in ethanol-induced gastric
damage model). Sixty minutes after treatment, all animals received
1 mL of absolute ethanol ( p.o.) for gastric-ulcer induction {Arrieta et
al., 2003). Animals were killed 1 h thereafter and the stomachs were
excised for gastric damage determination. Antioxidant activity—An
in vitro antioxidant assay was performed with the Fr-Bu isolated
from the V. tucanorum E-MeOH. Buthanaolic fraction was evaluated
at the concentrationsof 31.25,62.50, 125, 250, 500 and 1000 pg/mL
for inhibition of lipid peroxidation in rat liver membrane enriched
fraction F-2 as previously described by Gailvez et al. {1995). The
flavoneid quercetin was used as the antioxidant reference com-
pound in the same assay conditions.

2.6. Statistical analysis
The statistical analysis was aided by the program Instat®,
The results are presented as mean=+S.EM; Student's t test was

employed to compare the 2 groups, whereas one-way analysis of
variance {ANOVA) followed by Dunnett's test or Tukey's test was
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used for comparing 3 or more groups. Statistical significance was
considered for p<0.05.

3. Results and discussion

A single oral administration of 5000 mg/kg of V. tucanorum
methanolic leaf extract (E-MeOH) did not produce any sign of acute
toxicity in the animals. Along the following 14 days after the admin-
istration of E-MeOH, none animal died or significant changes in
daily body weight and organs weight were observed until the end
of this period (data not shown). Loomis and Hayes (1996) described
the classification of some chemical agents in categories of toxicity.
Accordingly, they stated as practically nontoxic-substances those
tested until dose of 5000 mg/kg without significant signs of toxic-
ity. These data allowed the continuation of further pharmacological
studies with this medicinal plant.

Considering the interference of the intestinal traffic in studies
with the gastrointestinal tract, we evaluated the effect of the E-
MeOH in the intestinal motility. The velocity of intestinal traffic
is one of the factors that affects the luminal absorption, induces
peptic ulcer and probably regulates the bioavailability of the orally
administered drugs (Lee et al., 2000). We found that all tested doses
ofthe E-MeOHwere notable to change the intestinal transport (data
not shown).

Taking into account the dosage employed in anti-ulcer thera-
peutics, Souza Brito (1996) considered that a dose of 1000 mg/kg
of crude extract presuppaoses the presence of the active principle at
concentrations of 10% for substances like cimetidine (100 mg/kg)
or 2% for those similar to omeprazole (20 mg/kg). Thus, we defined
the doses of 250, 500 and 1000mg/kg in the E-MeOH preliminary
anti-ulcer experiments, which allowed us to determine the lowest
effective and safe dose of 250 mg/kg to evaluate the V. tucanorum’s
gastroprotective action using different standard experimental mod-
els of induced gastric ulcer.

The mucosal barrier's ability to resist gastric injury requires
the integrity of cytoprotective factors such as the pre-epithelial
mucus bicarbonate layer, the intercellular tight junctions connect-
ing the epithelial cells, the submucesal acid sensors, the presence
of prostaglandins, cytokines, enteric nerves and blood flow (Ham
and Kaunitz, 2007). The formation of gastric mucosal lesions by
necrotizing agents such as HCl and EtOH has been reported to
involve the depletion of gastric defensive mechanisms (Kinoshita et
al., 1995). The combination of HCl/EtOH induces gastric lesions by
promoting stasis in gastric blood flow that contributes to the devel-
opment of the hemorrhagic and necrotic aspects of tissue injury
(Konturek et al,, 1998). The treatment with E-MeOH significantly
inhibited ulcerative lesions at all tested doses (Table 1), suggest-
ing that E-MeOQH’s gastroprotective effect is probably related to
cytoprotection.

Non-steroidal anti-inflammatory drugs (NSAIDs) such as
aspirin® and piroxicam remain among the most commonly used
pharmacological agents (Garner, 1992). However, topical effects of
NSAIDs can cause submucosal erosions by inhibiting the cyclooxy-
genase (COX)-mediated effects in gastric cytoprotection. COX
is constitutively expressed in the gastrointestinal tract in large
amounts and has been reported to maintain mucosal integrity
through continuous generation of prostaglandins (Halter et al.,
2001). The COX-produced prostaglandins promote enhancement
of gastric mucosal protection by stimulating mucus and bicarbon-
ate secretion, epithelial cell proliferation and increasing mucosal
blood flow. The presented results (Table 1) show that all the doses
of V. tucanorum E-MeOH had a pronounced anti-ulcerogenic effect
against piroxicam-induced gastric lesions. According to literature
reports (Bortalanza et al., 2002; Weniger et al., 2005), phyto-
chemical constituents from V. tucanorum, mainly betulinic acid
and tormentic acid, presents anti-inflammartory effects. Our results

indicate that the presence of those compounds did not interfere
with the gastroprotective action of V. tucanorum.

Ethanol is a closely related factor to gastric mucosal damage.
Intragastric absolute ethanol administration to 24 h-fasted rats pro-
duced linear hemorrhagic lesions, extensive submucosal edema,
mucosal friability, inflammatory cells infiltration, and epithelial
cell loss in the stomach, which are typical characteristics of alco-
hol injury {Park et al,, 2004). The pathogenesis of ethanol-induced
gastric mucosal damage is still unknown, but the damage occurs
both directly and indirectly through various mechanisms involv-
ing COX, lipoxygenase (LOX), cytokines, and oxygen-derived free
radicals (Tarnawski et al., 1988). The treatment with E-MeOH sig-
nificantly prevented the ethanol-induced gastric lesions (45-68%)
in all tested doses (Table 1).

The E-MeOH (20g) was partitioned between water and
buthanol. The buthanelic fraction (Fr-Bu) weighted 6g and was
determined to be essentially composed by triterpenoids such as
betulinic acid {0.52%), erythrodiol (2.0%), epi-betulinic acid (0.52%)
and mixtures of ursolic and oleanolic acid derivatives (2.2%). This
fraction was also evaluated in the model of ethanol-induced gastric
ulcers and we observed that the doses of 37.5-150 mg/kg were as
effective as the doses of the E-MeOH (250-1000 mg/kg) in the gas-
troprotection (Table 1), indicating that Fr-Bu was enriched with the
active compounds present in the E-MeOH.

With the purpose of investizgating possible antiulcerogenic
mechanisms of V. tucanorum, we chose the E-MeOH lowest effec-
tive dose (250 mg/kg) in further tests. Gastric secretion obtained
from pylorus-ligated mice was used to analyze the gastric pH,
gastric juice volume, and total gastric acid, additionally to the ulcer-
ative index. It is well known that pylorus ligature causes gastric
hypersecretion, but the reasons are not yet completely explained.
Brodie (1966) described that due to the surgery the stomach gets
larger, the pressure on sensitive receptors in the antral gastric
mucosa increases and activates the vagus-vagal reflex, causing
increased gastric secretion. Furthermore, neutrophil migration in
the mucosa following pylorus ligature suggests that these cells
might be invelved in gastric mucosal injury, possibly by releas-
ing free radicals that cause lipid peroxidation and damage to
the cell membrane {Rastogi et al., 1998). Animals pretreated by
intraduodenal route with E-MeQH presented significant decrease
in ulcerative index (49%), increase of pH (2.87 £ 0.12 from control
vs. 4.62 £0.95 from E-MeOH) and decrease in the total gastric acid
value (9.49 4+ 0.60 from control vs. 6.44 + 1.07 from E-MeOH) with-
out altering the gastric volume (p>0.05). Oral administration of
the E-MeOH did not change any biochemical parameter of the gas-
tric juice but was able to significantly decrease the ulcerative index
(45%). Therefore, the extract did not simply act as an antacid or
buffer solution in contact with gastric mucosa since there is no
antisecretory property when this extract was orally administered.

Non-protein sulphydryl (NP-SH) compounds are important
components of the gastric mucus. The NP-SH exert functions in gas-
troprotection by maintaining the integrity of the mucosal barrier
and binding free radicals formed due to the action of noxious agents
like the ethanol {Szabo and Vattay, 1990). The raise in mucosal
damage by noxious agents is usually accompanied by a decrease
in NP-5H compaounds amaunt. In this way, we investigated the pos-
sible involvement of endogenous NP-SHs in the gastroprotective
effect of the E-MeOH and the Fi-Bu by pretreating animals with
NEM in ethanol-induced gastric lesions. Pretreatment with NEM
did not alter the protection induced by either E-MeOH or Fr-Bu
(Table 2). Thus, the absence of NP-SH involvement and the unal-
tered gastric secretion parameters (as seen in pylorus-ligated mice)
indicate the absence of mucus involvement in the gastroprotection
of V. tucanorum.

Considering the role of free radicals in gastric damage, we eval-
uated the in vitro effect of V. tucanorum in lipid peroxidation assay.
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Table 1

Effects of methanalic extract (E-MeOH) and butanolic fraction (Fr-Bu) from V. tucanorum leaves on different models of acute gastric lesion induced in rodents. Data are

presented as mean £ 5.EM.

Gastric lesion models Treatment | p.o.) Dose (mg/kg) ULL (mm) Inhibition (%)

HClethanol {mice) Saline - 95.50 & 10.86 -
Lansoprazole 30 33.17 + 4767 65
E-MeOH 250 4533 + 4947 53
E-MeOH 500 49.00 + 5487 449
E-MeOH 1000 50.33 £ 7.59" 47

Piroxicam (mice) Saline = 7160 + 3.83 =
Lansoprazole 30 32.40 + 237 55
E-MeOH 250 37.40 £ 426" 48
E-MeOH 500 31.40 £ 407 56
E-MeOH 1000 18.00 £ 1.707 75

Ethanol (rats) Saline = 119.33 + 6.06 =
Carbencxolone 100 74.00 £ 6727 38
E-MeOH 250 65.50 £ 7.83" 45
E-MeOH 500 4133 + 723" 55
E-MeOH 1000 3824 £ 6467 68
Saline - 25111 £ 3.23 -
Carbenaoxolone 100 10.60 + 2.09™ 96
Fr-Bu 37.5 88.80 + 3.67 55
Fr-Bu 75 78.22 & 3.29" 59
Fr-Bu 150 98.81 £ 2.317 &1

AMNOVA followed by Dunnett’s test.

" p<0.05.
* op=0.01.

The Fr-Bu presented an ICsq value of 92.08 £2.92 ug/ml whereas
quercetin was 6.75 £0.19 lLg/ml. The result indicates a significant
antioxidant property of Fr-Bu, which suggests an involvement of
protective mechanisms against oxidative stress induced by dam-

Table 2

age agents in the gastric mucosa. Indeed, triterpenes such as
betulinic acid (identified in V. tucanorum) present antioxidative
activity and are related to inhibition of ethanol-induced production
of superoxide anions and hydrogen peroxide (Szuster-Ciesielska

Effects of methanolic extract (E-MeOH) and butanolic fraction (Fr-Bu) from V. tucanorum on gastric lesions induced by ethanal in rats pretreated with NEM (an SH blocker)

or L-NAME (an inhibitor of MO synthase).

Pretreatment (i.p.) Treatment (p.o.) Dose (mgfkg) LLL.I (mm) Inhibition? (%) Statistical analyses (Fisher's test)

Saline + Saline - 195.0 £ 22.0 - Saline + E-MeOH vs. NEM + E-MeOH no
significant difference (p> 0.05)

Saline + Carbenoxolone 100 5111 + 4937 73

Saline + E-MeOH 250 75.50 £ 15.64™ 61

NEM + Saline - 186.0 £ 18.18 -

NEM + Carbenoxolone 100 126.40 + 14.69 32

MEM + E-MeOH 250 10933 + 26.06 41

Saline + Saline - 266.61 £ 16.62 - Saline + Fr-Bu vs. NEM + Fr-Bu no
significant difference (p> 0.05)

Saline + Carbenaxolone 100 26.10 + 5.87" a0

Saline + Fr-Bu 3.5 101.80 £ 12,36~ 62

NEM + Saline - 288.24 4+ 48.39 -

NEM + Carbenoxolone 100 90.20 + 57.397 69

MNEM + Fr-Bu 375 93.12 + 33397 68

Saline + Saline - 170.28 £ 22.32 - Saline + E-MeOH vs. L-MAME + E-MeOH
significant difference (p<0.05)

Saline + Carbenoxolone 100 32.86 £ 9.24" 81

Saline + E-MeOH 250 69.43 + 7.49° 59

L-NAME + saline = 216.86 & 26.83 =

L-NAME + Carbenoxolone 100 1171 + 18.92° 49

L-NAME + E-MeOH 250 138.86 + 10.87 36

Saline + Saline - 174.71 £ 24.08 - Saline + Fr-Bu vs. L-MAME + Fr-Bu
significant difference (p<0.05)

Saline + Carbenoxolone 100 19.57 + 12.368" 89

Saline + Fr-Bu 37.5 8114 £ 971" 54

L-NAME + Saline - 199.86 + 22.60 -

L-NAME + Carbenoxolone 100 9315 £ 1275 54

L-NAME + Fr-Bu 375 179.86 £ 24.74 -

Data are presented as mean £ S.EM.

2 Percentage of inhibition in relation to respective contral group treated with saline {ANOVA followed by Dunnett's test).

" p<0.05.
T p=0.01.

g
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and Kandefer-Szerszen, 2005). In gastric mucosa the free radical-
induced lipid peroxidation also result from the stasis on blood flow
and the local neutrophil infiltration. Therefore, the antioxidative
action of E-MeOH might be accounted to the observed gastropro-
tective effect.

It is well known that NO is involved in the modulation of gas-
tric mucosal integrity and is important in the regulation of acid
and alkaline secretion, mucus secretion and gastric mucosal blood
flow (Chandranath et al., 2002). We observed that pretreatment
with L-NAME (NO-synthase inhibitor) significantly reverted the
E-MeOH gastroprotection when compared to the respective saline-
pretreated E-MeOH group (Table 2). The E-MeOH of V. tucanorum
reduced gastric lesion by protecting endogenous NO, which prob-
ably accounted to cytoprotective actions in the gastric mucosa.
Considering the previous results with Fr-Bu we evaluated the role of
endogenous NO in the cytoprotection premoted by this triterpene
enriched-fraction. We found that the cytoprotection was more evi-
dentwith Fr-Bu, which presented effective dose almost 5-fold lower
than E-MeOH, and 2.5-fold lower than carbenoxolone (Table 2). This
gastroprotective action of Fr-Bu was completely abolished by the
pretreatment with NO-synthase inhibitor (p< 0.05), evidencing the
important role of NO in the gastroprotective effects of V. tucanorum.

The therapeutic potential of the triterpene erythrodiol was
reported by Rodriguez-Rodriguez et al. (2004). They described the
NO-dependent vasodilation promoted by erythrodiol. Thus, the
erythrodiol present in the Fr-Bu could be related to the gastro-
protective action of V. fucanorum. Another pentacyclic triterpene
presentin the Fr-Bu is the betulinic acid, which presents free radical
scavenging, anti-inflammatory and immunomodulatory activities
(Liby et al., 2007). The Fr-Bu also presents a mixture of ursolic and
oleanolic derivates in its composition, and such triterpenes could
alsohave arole inthe fraction’s effect. Sanchez et al. (2006 ) reported
the gastroprotective effect of oleanolic acid and its derivatives in
the HCI/EtOH-induced ulcer model and in vitro superoxide anions
scavenging activity. Additionally, Farina et al. {1998) reported the
ursolic acid derivatives as anti-ulcer compounds providing better
effect than other gastroprotective drugs.

4. Conclusion

The obtained data demonstrated the gastric anti-ulcer activ-
ity of V. tucanorum methanelic leaf extract. This effect seems to
involve an increase in gastrointestinal mucosa defensive mecha-
nisms against aggressive factors, since we observed participation
of NO in preventing or attenuating the ulcer process. Phytochemi-
calevaluation demonstrated the presence of pentacyclic triterpenes
like betulinic acid, epi-betulinic acid, erythrodiol and mixtures of
ursolic and oleanolic derivates in the buthanolic fraction obtained
from the methanolic extract. All these secondary metabaolites play
their own substantial role supporting the pharmacelogical activ-
ity and effectiveness of V. tucanorum. The data set allied with the
absence of acute toxicity indicates a promising herbal drug that is
in accordance with the ethnopharmacological use of this medicinal
plant against gastric disorders.
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Anexo 3

Abstract The aim of the present study is to elucidate the mechanism of the healing process

mediated by the methanolic extract (ME) and enriched alkaloid fraction (EAF) from S. pseudoquina in
chronic gastric ulceration induced by 5% acetic acid in rats. The ME and EAF was administered orally in
a single dose for 14 days after chronic ulceration was induced in rats. The healing effect of ME and EAF
was evaluated by macroscopic and morphometric analyses, immunohistochemical assay (PCNA and
SOD) and antibacterial effect was also evaluated against a standard strain of Helicobacter pylori. Our
results demonstrated that EAF significantly reduced border internal (42%) and external (38%) lesion
area (mm2) by macroscopic analyses (P < 0.05). Animals treated with EAF stimulated some proliferative
factors by increasing the height of epithelial regenerative area and the expression of PCNA-positive
nuclei. The number of vessels in gastric mucosa of rats treated with EAF reveals an expressive increase
(4 times more than vehicle treatment) of vessels that stimulate cells proliferation in the healing region.
EAF also was quite effective in the process of SOD release that is an important protective factor against
bacterial agents. The MIC of 75 pg/ml from EAF showed an effective in vitro anti-H. pylori action of this
fraction. EAF efficacy was accomplished safely without presenting any alteration of toxicological
parameters. These results suggest that the recovery of vascularization of the ulcerated area is involved
in the healing action of alkaloid fraction of S. pseudoquina. The expressive gastric healing effect by
increasing cellular proliferation together with antioxidant action through expression of SOD activity and

antibacterial action against H. pylori suggest the efficacy of this species in heal gastric mucosa.

Keywords Strychnos pseudoquina St. Hil. Loganiaceae . healing ulcer . PCNA . SOD . angiogenesis

Introduction

The genus Strychnos includes more than 200 species distributed among tropical areas of the globe [1].
Many of these species are known by their medicinal properties and for the powerful toxicity character

among their phytocompounds, such as strychnine, one of the poisonous alkaloids produced by the
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species from this genus [2]. Among the medicinal species, a folk medicine from Cerrado region of Brazil,
there is the species named Strychnos pseudoquina St. Hil. Known popularly as "quina-quina”, "quina-
branca" or “casca aromatica’, this plant was very commonly used in folk medicine in tea form obtained
from the bark and/or leaves as tonic, antipyretic, antimalarial and mainly against diseases of the liver,
spleen and stomach [3-6]. This medicinal plant was one of the Brazilian native species described in the
first edition of the Brazilian Official Pharmacopoeia in 1929 as intermittent fevers, liver and spleen
disorders and as digestive [7] but even eighty years afterwards few pharmacological studies have been
developed with this species. Andrade-Neto et al [6] showed that crude ethanol extract from the bark of
this species presents weak antiplasmodial activity. Honorio-Franga et al [8] demonstrated that aqueous
extract from S. pseudoquina bark provides hypoglycemic action but did not heal wounds in diabetic rats.
Silva et al [9] showed the protective action of methanolic extract (ME) and enriched alkaloid fraction
(EAF) from leaves of S. pseudoquina to the gastric mucosa against injurious agents such as non-
steroidal anti-inflammatory drugs (NSAID) and an ethanol acidified solution in mice. The same authors
also observed that an in vivo assay of ME and EAF presented no toxic effects and no mortality for 14
days. However, studies from Santos et al (10) showed that ME from S. pseudoquina was mutagenic
against strains of Salmonella, but the EAF presented absence of mutagenicity in this same assay.

The confirmation of gastroprotective action of ME and EAF from S. pseudoquina is indicative of antiulcer
action of this species, corroborating its reputed utility in folk medicine; however, these actions do not
imply that these same preparations also present healing effect on injured gastric mucosa. So the aim of
this study was to evaluate the healing action of ME or EAF of Strychnos pseudoquina throughout 14
consecutive days in the chronic ulcer model induced by acetic acid in rats. We also evaluated some

toxicological parameters by subacute treatments with S. pseudoquina and the potential antibacterial

action of this species.
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Materials and methods

Plant material and extraction of ME and EAF

Leaves of Strychnos pseudoquina St. Hil. were collected in May 2001 from Porto Nacional city,
Tocantins State, Brazil and identified by Prof. E.R. Santos, from the Institute of Biology at Tocantins
University. A herbarium specimen voucher (Nr. 3291) was deposited at the Herbarium of Tocantins
University (HTINS). The leaves were air-dried and powdered in a mill. Leaves of S. pseudoquina (300 g)
were extracted in powder form with MeOH (seven days). Solvents were evaporated in a vacuum to yield
17.7 g of extract (ME). A portion (5.0 g) of the methanolic extract (MeOH) of S. pseudoquina was
submitted to column chromatography on Sephadex LH-20 (100 x 5 cm) with MeOH as the eluent. One
hundred fractions (5 ml) were collected, checked by TLC on silica gel plates CHCl3-MeOH-n-PrOH-H,0
(5:6:1:4, viviviv lower phase) and revealed with Draggendorff, iodoplatinate or NP/PEG (Natural
Products/Polyethyleneglycol) reagents. Alkaloids were detected in Fr. 3-29 (denominated “enriched
alkaloid fraction - EAF 3 g) and flavonoids were detected in Fr. 35-90 (250 mg). These exactly the same
batches from MeOH and the EAF have been used in this study were extensively study and

phytochemical profiles of both were described by Silva et al [9].

Animals

Male Wistar albino rats (150-250 g) from the Central Animal House of the UNESP were used. The
animals were fed a certified Nuvilab® (Nuvital) diet with free access to tap water under standard
conditions of 12 h dark-12 h light, humidity (60 + 1.0%) and temperature (21 + 1°C). Fasting (24h) was
used prior to assays because standard drugs, ME or EAF were always administered by orally using a
saline solution (10 ml/kg) as vehicle. Animals were kept in cages with raised floors of wide mesh to

prevent coprophagy. All experiments were performed in the morning, and followed the
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recommendations of the Canadian Council on Animal Care [11]. The UNESP Institution for Animal Care

approved the employed protocols.

Healing in acetic acid-induced gastric lesion

The experiment was performed according to the method described by Takagi et al [12], with some
modifications. Three groups of rats that had fasted for 24 h were used in this experiment (n=7-8). Under
anesthesia, a laparotomy was performed on all animals through a midline epigastric incision. After
exposing the stomach, 0.05 mL (v/v) of a 30% acetic acid solution was injected into the subserosal layer
in the glandular part of the anterior wall. The stomach was bathed with saline (20°C) to avoid adherence
to the external surface of the ulcerated region. The abdomen was then closed and all the animals were
fed normally. We selected the lowest effective dose of ME or EAF (250 mg/kg body wt.) to evaluate the
healing effect of S. pseudoquina based on data from Silva et al [9] that evaluated the gastroprotective
action of ME or EAF on acute gastric lesion model. The other group was treated with 100 mg/kg of pure
cimetidine (Sigma Co., U.S.A.) or vehicle (10 ml/kg) to determine healing effects by subacute treatment.
All treatments were administered orally once a day for 14 consecutive days beginning one day after
surgery. Body weight was recorded daily throughout the experiments and the macroscopic analyses and
weights of vital organs (liver, kidney, heart, spleen and lung) were compared among the different
treatments and the group treated with vehicle to evaluate the possible subacute toxicity induced by ME
or EAF. On the day after the last drug administration, the rats were killed and their stomachs were
gently removed. The gastric lesions were evaluated by examining the inner gastric surface with a
dissecting magnifying glass. The macroscopic ulcer area of the internal border and external border
(mm2) were determined as described by Takagi et al [12]. Histological methods: The stomach lesions
induced by acetic acid in rats submitted to the different treatments were located, sectioned, and fixed in
ALFAC solution (alcohol, chloroform and acetic acid) for 24 h at 4° C. Then the samples were routinely
processed for embedding in paraplast, and cut into 7um-thick sections that were stained with periodic

acid —Schiff (PAS) [13] and hematoxylin-eosin (HE) [14]. Paraffin slides were processed for HE staining
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and imunohistochemical reaction in blood vessels. For both analyses, we used at least 6 fields for each
group and the results were submitted to statistical analyses. Morphometric analyses: For the
morphometric analyses a slice of stomach was examined in a Leica microscope coupled with Leica
Qwin Software (Leica-England), where the height of regenerated mucosa was measured by employing
a variation of the method used by Ishihara and Ito [15]. Immunohistochemical analyses: The antibodies
utilized (Novo Castra NCL-PCNA) included anti-PCNA (cell division marker, to evaluate regeneration
potential) and anti-SOD (superoxide dismutase, to evaluate antioxidant activity on the superoxide
radicals). Slices were deparaffinized, dehydrated and immunostained with peroxidase by the avidin-
biotin method. High temperature antigen unmasking technique in 0.01M citrate buffer, pH 6, in a
microwave oven was performed two times for 5 min total. Blocking of nonspecific reaction was
completed with 1% normal goat serum and 3% not-fat milk. After rinsing in phosphate buffered saline
(0.01 mol/l PBS pH 7.4), the sections were incubated in secondary antiserum. They were then washed
in PBS and incubated in ABC (avidine and biotine complex) reagents (ABC kit — Vector) and incubated
in peroxidase reaction (3,3 -diaminobenzidine tetrahydrochoride containing 0.01% H202 in PBS buffer.
After being immunostained, the sections were lightly counterstained with Mayer's hematoxylin. The
slides were observed under a Leica light microscope. For positive control we used the stem cell region
in stomach mucosa and for negative control the primary and secondary antibodies were omitted.
Anti-Helicobacter pylori activity

The ME and EAF were tested to detect anti-Helicobacter pylori activity [16]. The strain of Helicobacter
pylori (ATCC 43504) was isolated from patients with duodenal ulcer disease. Frozen H. pylori isolate
was thawed and grown on 5% sheep blood agar plates for 3 to 4 days at 37°C in 10% CO2 and 98%
humidity. Each plate was swabbed with a sterile cotton-tipped applicator and the cells were suspended
in sterile saline to obtain turbidity equivalent to a 2.0 McFarland standard. Muller-Hinton broth containing
10% horse serum was added to all wells of a 96-well microtiter plate (Corning-USA). Each well was
incubated with H. pylori at a final concentration of ~1x105 CFU/ml. The plates were incubated for 5 days

in a microaerobic atmosphere at 37°C. Following incubation, the plates were examined visually and
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spectrophotometrically and the lowest concentration showing complete inhibition of growth was
recorded as the MIC (Minimum Inhibitory Concentration). The results were considered valid only when
the MIC values for the control organisms were within the ranges established by the National Committee
for Clinical Laboratory Standards (NCCLS).

Statistical analysis
Results were expressed as mean £ S.E.M. Statistical significance was determined by one-way analysis of

variance followed by Dunnett's or Tukey’s test, with the significance level at P < 0.05.

Results and Discussion

Since the gastric ulcer model induced by acetic acid was established more than 40 years ago [12] this
assay has been used for the study of underlying mechanisms of ulcer cicatrisation by subacute and
chronic treatment of anti-ulcer drugs that accelerated the lesion-healing effect [17]. Based on data from
Okabe and Agamase [18], this model was the one that most closely approximates human peptic ulcer
disease, because the damage caused by the acetic acid penetrates in gastric mucosa not only in the
mucous membrane and submucous layer but also the muscular layer.

Figure 1 shows the result of the macroscopic analysis of the gastric lesions induced by acetic acid in
rats treated with vehicle, cimetidine, ME or EAF from S. pseudoquina. Our results shown that although
ME from S. pseudoquina induced significant gastroprotective effect against injuries caused by NSAID
and ethanol/HCl in mice [9]. The treatment of rats for 14 consecutive days with this extract did not reveal
significant healing action by reducing internal or external border area, when compared macroscopically
with vehicle-treated animals (P > 0.05). However, the gastric lesions of the animals treated with EAF, at
the same dose, induced significant reduction (P < 0.05) in internal (42%) and external (38%) border.
This macroscopic result was also proven by histological analyses (Table 1) in which the height of the
regeneration area (um) was measured. The animals treat with EAF from S. pseudoquina significantly

increased epithelial height in regenerative area of gastric mucosa when compared with vehicle-treated
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ones. These results indicate EAF stimulated some proliferative factors in gastric mucosa that were
important factors to regeneration of injured gastric mucosa.

Wallace and Devchand [19] reported that reconstructing the entire structural architecture of gastric
mucosa damage can require several weeks and involves the formation of granulation tissue at the base
of the ulcers, formation of new vessels (angiogenesis), and re-establishment of the whole glandular
architecture. The quality of mucosal structural restoration may be the most important factor in
determining future ulcer recurrence [20]. H&E staining of histological cuts (Figure 2) from EAF-treated
animals reveals well structured mucous glands in the highly regenerated area that probably provoked
their elongation and alignment. The architectural reorganization of regenerated area in EAF-treated
animals (Figure 2) facilitates the passage of the mucus and of other substances towards the surface of
the gastric mucous membrane. Tarnawski et al [21] indicated that some gastric mucosa showed re-
epithelialization of the mucosal surface but that subepithelial mucosa displayed prominent
abnormalities. These abnormalities could interfere with oxygenation, nutrient supply, and mucosal
resistance and defense; therefore, they could be a basis for ulcer recurrence.

Cellular proliferation plays an important role in maintaining the integrity of the gastrointestinal system.
Cell division in gastrointestinal treatment is limited to a discreet anatomical area, the proliferative
compartment [22]. To investigate the effect of EAF on cell proliferation in the gastric ulcer area, this
parameter was determined by immunohistochemical assay (Figure 3). In the vehicle group, the
immunoreactions for PCNA (expressed throughout the cell cycle whereas its concentration increased
further in the S-phase) were observed as dark accumulations of DAB (diaminobenzidine) reaction
products in the nuclei of the gastric mucosa layer. We observed that the EAF-ulcerated group stimulated
the cell proliferation in the regeneration area, mainly at the base of the mucous glands (Figure 3). So
PCNA-positive nuclei from EAF-group was incontestably more intense than in the vehicle-treated or the
cimetidine positive control group.

Previous studies also suggested that the quality of epithelial surface reconstitution was guaranteed by

angiogenesis (formation of a new vascular network) that ensures an adequate supply of oxygen and
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nutrients to the healing mucosa [20, 23]. We quantified vessels in gastric mucosa submitted to different
treatments (Table 1). The number of vessels in rats treated with cimetidine was double that in those
treated only with vehicle. But the number of vessels in gastric mucosa of rats treated with EAF from S.
pseudoquina reveals an expressive increase (4 times more than vehicle treatment) of vessels. This
result indicates that EAF treatment induced healing action in gastric mucosa by proliferating vessels in
gastric mucosa that stimulated cell proliferation in the healing region.

Leite et al [24] observed that replenishment of SOD (superoxide dismutase) led to decrease in
constrictive remodeling and enhanced angiogenesis. SOD is the most important enzymes responsible
for eliminating free radicals from the cell, given that it transforms O - radicals into H202 and protects the
cells from damage through the removal of those radicals. The SOD activity level represents the
intracellular antioxidant ability of the cell. The free radicals affect the structure of the cell membrane as
well as the membranes of various organelles including the mitochondria, lysosomes and the
endoplasmic reticulum [25].

The participation of SOD (superoxide dismutase) in the EAF action mechanism was also evaluated, due
to its importance as an antioxidant and eliminator of free radicals from the cells [25, 26]. The result of this
study evidenced a greater number of stained cells (in brown) from the EAF-treated group than in groups
treated with vehicle (Figure 4). We also observed that SOD stained cells were not present in cimetidine-
treated group. Konturek et al [27] observed that SOD accelerates the healing of ischemia and reperfusion
lesions due to suppression of oxygen free radicals and improvement of gastric microcirculation. Based on
our result we can conclude that the EAF is quite effective in the process of releasing SOD, eliminating
free radicals and, thus, healing gastric lesions.

Some new antiulcer drugs, such as rebamipide, were effective in inducing ulcer healing but failed in H.
pylori eradication therapy [28]. As it is highly desirable to identify one drug that produces gastroprotective
action, heals injured gastric mucosa and also acts against Helicobacter pylori, we evaluated the anti-
Helicobacter pylori effect of EAF from S. pseudoquina against a strain of Helicobacter pylori isolated from

patients with duodenal ulcer disease. Recently, Castillo-Juarez et al [29] evaluated plants used in
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traditional medicine against Helicobacter pylori while considering an MIC value lower than 125 ug/ml to
constitute strong antibacterial action. We obtained a very interesting MIC from EAF of 75 pg/ml, a finding
that indicates a highly satisfactory anti-Helicobacter pylori action from this fraction.

Over twenty years ago Garner [30] predicted that the future of antiulcer drug research must address the
multifactorial etiologies of gastric ulcer as well as attempt to cure the disease rather than simply induce
antisecretory action. But the efficacy of the new drug must also be accompanied by a clear indication for
safe human use. Silva et al [9] observed that EAF and ME from S. pseudoquina did not present acute
toxicity given that no mortality was observed up to 5 g/kg (p.o.). Animals submitted to different treatments
(EAF, ME, cimetidine and vehicle) in gastric ulcer model induced by acetic acid supply some important
toxicity parameters such as evolution of body weight during 14 days, mortality, and weight of the vital
organs (Figure 5 and Table 2). The 14-day evolution in body weight alteration under EAF did not differ
significantly from the vehicle group while the average weights of vital organs and visceral conditions were
normal and comparable to those of the control group (P > 0.05). The finding of one death registered in
each of the saline, cimetidine and EAF groups, does not necessarily represent a toxicity sign but rather a
consequence of the surgical procedure of this model. Table 2 also presents results obtained by
biochemical analyses of serum, organized by treatments, among which we observed no alteration of
these parameters.

Santos et al [10] described that mutagenic effect of methanolic extract from S. pseudoquina present in
Ames and micronucleus tests. But they also recommend that EAF from S. pseudoquina should be
explored as a possible source of new antiulcerogenic phytotherapeutic preparation because the
absences of mutagenicity but new toxicological studies are necessary to ensure its safety use in human.
Phytochemical studies of EAF, in agreement with Silva et al [9], yielded nordiidrofluorcurarine, an
alkaloid indole, in addition to rutin and kaempferol 3-O-B-rutenoside. The structure of indolic alkaloid 3-
hydroxy-enolate resembles that of omeprazole, a well known antiulcer agent. But based on Silva et al
[9] this compound from S. pseudoquina may possess a reversible bond between sulfhydryl groups and

does not present adverse side effects from omeprazole related to carcinoma.
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Based on the results of the present work we concluded that the EAF from Strychnos pseudoquina
presents expressive healing effect on gastric mucosa through the increase of angiogenesis, cell
proliferation, antioxidant activity through expression of SOD activity and antibacterial action against H.
pylori. The absence of toxicity throughout the 14 consecutive days of treatment ensures its safety for

use by the population.
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Anexo 3

Table 1 — Regeneration measures of the gastric lesion borders (epithelial height) and the new blood vessels in the regeneration areas under the mucous membrane in

histological analysis of the stomach treated with EAF of Strychnos pseudoquina under the model of ulcer induction by acetic acid.

Treatments  Doses Epithelial height Number of new
(p-0.) (mg kg-1) (um) blood vessels pum-!
Saline - 1462.00 + 25.27 178.01 £ 20.64

Cimetidine 100 1489.50 * 17.56 309.17 + 30.33*

EAF 250 1611.70 + 28.14* 633.95 + 33.97*

Results are mean + S.E.M. Statistical analysis among the groups: ANOVA following by Dunnett’s test. * P < 0.05; ** P < 0.01.

141



Anexo 3

Table 2 - Effects on body and organ weights and serum biochemical parameters of a single dose (250 mg kg, p.o.)/day of methanolic extract (ME) or alkaloid fraction

(EAF) from Strychnos pseudoquina administered for 14 consecutive days after ulcer formation (n=7-8).

Treatment Organ weight Serum biochemical
(p.0.) parameters
Kidney Lungs Heart Liver Spleen Glucose ALT AST Urea Creatinine
(Ul (Ul (Ul (mg dI) (mg dI)

Control 493+026 441+023 385+0.10 10.75+013 339+£0.12 | 2557+3.12 6257+196 408.0+3538 6461+398 0.63+0.06
Cimetidine 503+£007 455+018 3.76+007 1030+014 334+012 | 2911+256 4855+2.52 346.67+1867 58.00+161 049+0.02
ME 539+0.11 446+013 380+006 1030+010 321+012 | 26.33+3.88 69.11+6.58 43322+26.12 57.11+340 055+0.03
EAF 510+£0.08 4.62+027 385+019 1047+014 344+012 | 34001357 6478+9.16 41556+3949 5722+3.71 0.51+0.01

Results are mean + S.E.M.; ANOVA followed by Dunnett’s test. No significant differences P> 0.05.

142



