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libertadora da beleza do reino do espírito, para 
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comunidade à qual seu futuro trabalho 

pertencer." 
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O Altíssimo faz sair da terra os medicamentos, e o 

homem 

sensato não os rejeita. Não foi por um pedaço de 

madeira que ficou doce a água, para que as 

pessoas reconhecessem assim a força de Deus? 

O Altíssimo deu aos homens a ciência, 

para que pudessem honrá-lo por suas maravilhas. Com 

os 

remédios o médico acalma a dor e, com eles, o 

farmacêutico prepara os ungüentos: assim, suas obras 

não ficam 

inacabadas e a saúde de difunde sobre a terra... 
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RESUMO 

 

O estudo de novos compostos oriundos de plantas medicinais potencializa a 

descoberta de novas substâncias bioativas utilizadas na terapêutica. A 

caracterização fitoquímica do óleo essencial de Citrus aurantium, uma 

espécie medicinal que possui fortes indicativos de uso popular para gastrites 

e distúrbios do trato gastrintestinal (MORAES et al., 2009), apontou a 

presença do monoterpeno β-mirceno (1,43%) como um dos constituintes de 

sua composição. O resultado mais surpreendente deste composto é com 

relação a dose terapêutica de 7.5 mg/kg para a obtenção desta ação 

protetora gástrica em todos os animais avaliados. Os índices de proteção do 

β-mirceno na dose de 7.5 mg/kg variam de 60 a 86% de proteção da mucosa 

gástrica e duodenal o que representa uma equivalência a 13 vezes a ação da 

cimetidina (dose 100 mg/kg) ou 4 vezes o efeito do lansoprazol (30 mg/kg), 

duas drogas antiulcerogênicas padrão utilizadas em doses terapêuticas 

muito superior ao β-mirceno. Este monoterpeno mostrou-se efetivo no 

modelo de indução de úlcera por etanol absoluto com porcentagem de 

proteção de 66% e o controle positivo, a cimetidina, com 67% de proteção 

gástrica. Essa ação gastroprotetora ocorre devido à um aumento na 

produção de muco gástrico (p<0,05) mesmo não favorecendo a expressão de 

PGE2 na mucosa gástrica. Além disso, a potente atividade gastroprotetora do 

β-mirceno é completamente dependente da presença de NO e dos 

grupamentos sulfidrílicos (SHs) aliada à sua incrível atividade antisecretória 

gástrica, sem, no entanto, alterar a motilidade intestinal dos animais sob 

sua influência. Nossos resultados também apontam para uma potente ação 

antioxidante do β-mirceno quando o mesmo exerceu efetiva ação 

antiulcerogênica (86% de proteção) frente a lesões gástricas induzida pelo 

processo de isquemia e reperfusão da artéria celíaca que contribui para o 

fluxo sanguíneo da mucosa gástrica. Neste modelo experimental, foi possível 

observar a atuação das espécies reativas de oxigênio (ERO) que promoveram 

lesões extremamente extensas na mucosa gástrica, mas que foram 

minimizadas pela ação do monoterpeno. Com isso conclui-se que o β-

mirceno apresenta um fabuloso potencial antiulcerogênico e antioxidante 

enfatizando a fantástica dose utilizada em todos os modelos experimentais. 
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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 β-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 β-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 β-

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 PGE2 in the gastric mucosa. 

Furthermore, the potent gastroprotective activity of β-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 β-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 β-myrcene has an awesome potential and antioxidant 

antiulcerogenic emphasizing the fantastic dose used in all experimental 

models. 
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INTRODUÇÃO 

 
O Trato Gastrointestinal é constituído pelo tubo digestivo e suas 

glândulas secretoras anexas. É responsável pela digestão e absorção dos 

nutrientes encontrados no bolo alimentar e funciona, ao mesmo tempo, 

como barreira seletiva de proteção entre o meio externo e o interno 

(SANIOTO, 1991). Quando existe falha nesta barreira de proteção, há o 

desenvolvimento de lesões nas paredes do trato gastrointestinal, conhecidas 

como úlceras (SILVERTHORN, 2003). 

 As úlceras pépticas (figuras 1 e 2) são lesões na mucosa gástrica e 

duodenal provocadas por um desequilíbrio entre os fatores protetores 

(secreção de muco gastroduodenal, produção de bicarbonato, fluxo 

sangüíneo adequado) e lesivos (excesso de pepsina ou ácido clorídrico) da 

mucosa gástrica e duodenal (SHICHIJO et al., 2003). Estas lesões podem ser 

agravadas pelo consumo de bebidas alcoólicas, tabagismo, estresse, uso de 

drogas antiinflamatórias não-esteroidais (DAINEs), fatores dietéticos, 

representados pelo consumo excessivo de café, refrigerantes e condimentos 

(HIRUMA-LIMA, 1998), presença da bactéria Helicobacter pylori, motilidade 

gastroduodenal, presença excessiva de ácidos e pepsina (EASTWOOD, 1997).   

 

                   1          2  

FIGURA 1) Foto de um estômago de rato sem lesão ulcerativa. FIGURA 2) Foto de um 
estômago de rato com lesões ulcerativas, indicadas pela seta. 

 

 A humanidade tem convivido com as úlceras pépticas desde tempos 

remotos. Talvez a primeira descrição dessa doença tenha sido inscrita nos 

pilares do templo de Esculápio em Epidaurus por volta do século IV a.C.: 

―um homem com úlcera no estômago. Ele incubou e teve uma visão; o Deus 

pareceu ordenar a seus seguidores que o capturassem e o mantivessem 

prisioneiro, que ele poderia operar o seu estômago. Assim, o mesmo fugiu mas 

foi capturado e amarrado a uma aldraba. Em seguida Esculápio abriu-lhe o 
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estômago, retirou a úlcera, costurou-o novamente e soltou suas amarras”. 

Muitas pessoas ilustres sofreram de indigestão e úlceras, inclusive o 

imperador romano Marco Aurélio, cuja morte foi atribuída por alguns à uma 

úlcera perfurada e cujo médico era o próprio Galeano. A neutralização ácida 

foi reconhecida como um tratamento eficaz há mais de doze séculos por 

Paulus Aeginata, o qual prescreveu uma mistura de solos de Samos, Lemnos 

e leite, não diferente dos esquemas terapêuticos com leite e antiácidos 

usados em meados do século XX. 

 O parágrafo acima retirado de HOOGERWERF & PASRICHA em 

―Goodman & Gilman`s – The pharmacological basis of the therapeutic‖ 

(2005), citando SMITH & RIVERS (1953), mostra o longo histórico das 

úlceras pépticas e sua importância na história da humanidade. Os mesmos 

autores chamam a atenção para os enormes avanços no conhecimento da 

patogênese e no tratamento dos quadros clínicos de úlceras pépticas, desde 

então. Entretanto a descoberta da Helicobacter pylori (TYTGAT & RAUWS, 

1986) e dos inibidores protônicos (SIEPLER et al., 1986) são os últimos 

grandes acontecimentos da patologia e ambos ocorreram no século passado. 

Grande parte das pesquisas científicas que envolvem úlceras pépticas 

direciona-se principalmente para o estudo de H. pylori ou aponta esta 

infecção bacteriana e as DAINEs (Drogas antiinflamatórias não-esteroidais) 

como os maiores responsáveis pela incidência desta moléstia (WATANABE E 

CHIBA, 2002). H. pylori (figura 3) está presente em quase 50% da população 

mundial e as DAINEs são os fármacos de maior uso; porém, nem todos os 

indivíduos infectados pela bactéria ou que se utilizam de drogas 

antiinflamatórias manifestam gastrites ou desenvolvem úlceras pépticas 

(GO, 1997; BAUER E MARKER-HERMANN, 2003; PEURA, 2004). 

Terapias para erradicação da bactéria Helicobacter pylori, 

revolucionaram o curso natural dessa doença. Tratamentos contra essas 

infecções têm relativo êxito no organismo, sendo erradicado ao redor de 80% 

dos pacientes. Numerosos estudos sugerem que a taxa de recaída anual - de 

80% da úlcera duodenal e 60% para úlcera gástrica - é reduzida a menos de 

5% depois do tratamento para erradicação da bactéria (NERVI et al., 2006) e 

isto é mais efetivo para a cura do que a utilização de drogas antisecretórias 

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

 

Sabe-se que a úlcera péptica é uma doença comum na população em 

geral, com grande incidência clínica e chance de cura maior que 95% 

durante o primeiro tratamento. Porém, as chances de reincidência estão 

entre 65-80%, um ano após a cura, e quase 100% depois de dois anos. O 

tratamento e cura de recidivas ainda é um sério problema no campo médico, 

pois causa morbidade e eleva os custos hospitalares. O tratamento e cura 

das recidivas ainda é um sério problema de saúde pública (SONE  et al., 

2008). As estimativas de gastos com faltas ao trabalho, hospitalização e 

cuidados com pacientes, excluindo custos com medicamentos, somam mais 

de US$ 5 bilhões por ano nos EUA (WALLACE & DEVCHAND, 2005).  

Estudos recentes realizados por LEONG (2009) demonstram que a 

doença ulcerosa péptica, afeta igualmente tanto populações de países 

ocidentais como orientais, porém a magnitude do problema é regional e tem 

se agravado muito com o uso indiscriminado e cada vez mais freqüente das 

DAINEs para diferentes finalidades.  

A úlcera duodenal (UD) (figura 4) é uma doença que acomete 5-10% 

da população americana em ao menos uma vez em suas vidas, e esta forma 

de úlcera é duas a até quatro vezes mais prevalente do que úlcera gástrica 

(KROMENKO et al., 2009).  

Essa doença sempre representou um diagnóstico endoscópico de alta 

freqüência em qualquer serviço de endoscopia digestiva. O estresse 

emocional, o consumo de álcool, o uso de drogas antiinflamatórias não 

esteroidais (DAINEs), medicamentos imunosupressores, outras drogas e a 
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queda dos níveis de prostaglandinas têm mostrado também serem fatores 

contribuintes no aparecimento da úlcera (YUANG et al, 2006). 

Nas duas últimas décadas, importantes mudanças têm ocorrido na 

epidemiologia da úlcera duodenal (UD) no Brasil (POST, 2006). Observou-se 

decréscimo gradativo dos percentuais de prevalência da úlcera duodenal, 

ano após ano, onde em 1996 ocorreram com 8,6% de prevalência e em 2005 

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

 

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

 

 

SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA 

 Uma das mais importantes funções do estômago é a produção de 

ácido. O ácido gástrico facilita a digestão de proteínas e a absorção de ferro, 

cálcio e vitamina B12. Ele também impede a entrada de bactérias no 

organismo. Quando os mecanismos homeostáticos estão prejudicados o 

volume e a acidez gástrica pode aumentar desproporcionalmente, superando 

assim as defesas da mucosa gástrica, levando a formação de úlcera 

duodenal, úlcera gástrica e doença do refluxo gastro-esofágico (SCHUBERT, 

2004). 

De acordo com KUTCHAI (1996), o estômago pode ser anatomicamente 

e funcionalmente dividido em quatro regiões revestidas por mucosa: cárdia, 

fundo, corpo e antro. A mucosa gástrica, por sua vez, é constituída por uma 

série de depressões e glândulas (WOLFE e SOLL, 1988) (Figura 5). Nas 

depressões estão as células epiteliais superficiais, enquanto que a porção 

glandular contém as células mucosas cervicais, parietais, pépticas ou 

principais e algumas endócrinas (DOCKRAY et al., 1996).  
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A secreção ácida gástrica é produzida pelas células oxínticas, um dos 

diversos tipos de células presentes nas glândulas gástricas (YAO e FORTE, 

2003). Essa secreção é o aspecto mais importante da função gástrica 

estudada na prática médica. A influência de alterações nessa função tem 

sido considerada no desenvolvimento de drogas (POHLE e DOMSCHKE, 

2003). 

 

 

Figura 5) Estruturas da mucosa gástrica (de SCHAUF, 1993 Guanabara Koogan (com modificações)) 
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MECANISMOS PERIFÉRICOS DE REGULAÇÃO DA SECREÇÃO ÁCIDA 

GÁSTRICA 

 

ESTIMULANTES 

GASTRINA  Gastrina é um hormônio descoberto por J.S. Edkins em 

1905 como um secretagogo ácido (MODLIN et al., 1997). Ela é produzida 

pelas células G e é o principal hormônio estimulante de secreção ácida 

durante a ingestão de alimentos. A gastrina também regula o crescimento 

normal de tecido e de células tumorais no TGI (SCHUBERT, 2004). 

Este hormônio é liberado em resposta a produtos da digestão tais 

como aminoácidos; sua inibição é promovida pela somatostatina (produzida 

pelas células D) quando o pH cai abaixo de 3 no antro. O ácido aplicado 

diretamente à célula G inibe a secreção de gastrina; já na célula D, o mesmo 

procedimento estimula a secreção de somatostatina, o que 

consequentemente inibe a liberação de gastrina (ZAVROS et al., 2002). 

Os efeitos biológicos da gastrina são encontrados nas células do 

estômago, pâncreas, vesícula biliar e sistema nervoso central, através de sua 

ação 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 aminoácido 5-

terminal formando o local carboxiterminal; este domínio é necessário para a 

ligação com o receptor e, portanto, responsável por sua atividade biológica. 

Partes dos receptores CCKA e CCKB têm 48% de homologia e são 

conservados entre as espécies; no entanto as afinidades pela gastrina e CCK 

a esses receptores são diferentes. Receptor CCKA tem mais afinidade por 

CCK8 sulfatado que por gastrina. Já o receptor CCKB/gastrina, no qual se 

ligam gastrina e CCK8 sulfatada e não sulfatada, tem igual afinidade. A 

gastrina é, portanto, capaz de estimular células parietais através de receptor 

de gastrina (CCK) ou indiretamente pela ativação de células ECL (células 

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

 

HISTAMINA  A histamina é principalmente estocada em células do 

tipo enterocromafim que residem na parte basal das glândulas oxínticas do 

estômago. Os receptores de histamina têm sido classificados em quatro 
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grandes subclasses: H1, H2, H3 e H4. O hormônio antral gastrina e o 

mediador neuronal simpático Peptídeo Ativador de Adenilato Ciclase 

Pituitário (PACAP) estimulam a síntese de histamina, armazenamento e 

secreção pelas células do tipo enterocromafins (ECL). A histamina liberada 

se difunde para as células parietais vizinhas e estimula a secreção ácida pela 

interação com os receptores H2 expressos na superfície da célula parietal 

(PRINZ et al., 2003). 

 

ACETILCOLINA  A acetilcolina, liberada do sistema nervoso entérico, 

estimula diretamente a secreção de ácido através da ativação dos receptores 

M3 nas células parietais, mediado pelo segundo mensageiro adenosina 

monofosfato cíclica (AMPc). A acetilcolina também pode aumentar a secreção 

ácida gástrica de maneira indireta, através da estimulação de células ECL 

secretoras de histamina. Receptores do tipo M1 presentes nas células ECL 

quando bloqueados por antagonistas específicos M1 inibem a liberação de 

histamina, reduzindo a secreção ácida gástrica (YAMAJI et al., 2007). 

 

INIBIDORES DA SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA 

SOMATOSTATINA  O principal efeito fisiológico da somatostatina no 

sistema digestivo é a inibição da secreção ácida gástrica. A somatostatina 

pode inibir o peristaltismo do estômago, intestino, vesícula biliar e 

proliferação de células da mucosa; reduzir o fluxo sanguíneo no TGI, 

absorção de água, eletrólito, glicose, aminoácido e triglicerídeo no intestino 

delgado; também deprime a secreção de ácido gástrico, pepsina, bile 

hepática e gastrina, além de outros hormônios gastrointestinais (SUN et al., 

2002). O efeito inibitório da somatostatina é devido mais ao bloqueio da 

liberação de histamina do que à inibição direta da célula parietal 

(KOMASAKA et al., 2002). 

 

AMILINA  A amilina tem a mesma localização que a somatostatina 

em células endócrinas do fundo gástrico. Em estômagos de ratos e 

camundongos, a amilina, liberada de células D contendo somatostatina, 

interage com receptores distintos de amilina para aumentar a secreção de 
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somatostatina por uma via autócrina que leva a inibição de histamina e da 

secreção ácida (SCHUBERT, 2004). 

 

PROSTAGLANDINAS  As prostaglandinas (PGs) exercem efeitos 

inibitórios sobre a célula parietal, e a inibição da sua síntese pode resultar 

em um aumento da secreção ácida gástrica (WALLACE, 2001). As PGs unem-

se ao receptor de PGE2 na célula parietal e ativam uma proteína G inibitória 

(Gi), que inibe a enzima adenilato ciclase. As PGs endógenas modulam a 

secreção ácida pelo bloqueio do aumento de AMPc estimulado por histamina 

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

 

 

MECANISMOS CENTRAIS DA SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA 

 O Sistema Nervoso Central (SNC) regula a atividade parassimpática no 

plexo mioentérico da parede gástrica. A regulação é realizada por modulação 

da atividade dos núcleos do hipotálamo através de peptídeos e transmissores 

químicos. A modificação da atividade vagal afeta a secreção ácida por meio 

de alterações nas complexas redes dos sistemas reflexos aferentes e 

eferentes (TACHE et al., 1990). 

 O complexo dorsal vagal tem um importante papel na regulação da 

integridade da mucosa gástrica, envolvendo proteção da mucosa e formação 

de úlcera. O neurônio aferente tem função semelhante ao eferente no trato 

gastrintestinal; neuropeptídeos liberados a partir de terminações nervosas 

periféricas de neurônios aferentes primários podem induzir proteção da 

mucosa gástrica (GYIRES, 2004). 

 Entretanto os mecanismos sensoriais não participam somente da 

secreção, mas também da absorção de alimento, motilidade, defesa do tecido 

e perfusão vascular. Além disso, a fase cefálica da secreção ácida gástrica é 

induzida pelos sinais sensoriais do pensamento, visão, olfato, sabor e 

deglutição do alimento e isto é abolido pela vagotomia e pode contribuir em 

mais de 50% de toda a produção ácida em resposta ao alimento 

(SCHUBERT, 2004). 
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MECANISMO DE AÇÃO GERAL DA SECREÇÃO ÁCIDA GÁSTRICA 

A H+/K+/ATPase (a bomba protônica) é a enzima responsável pela 

secreção ácida gástrica. A subunidade α é a responsável pela troca de H+ por 

K+ com gasto energético fornecido pela catalisação do ATP. Nas células 

parietais em repouso, a bomba de H+/K+/ATPase é armazenada em 

tubulovesículas citoplasmáticas. Quando os receptores das células parietais 

são estimulados por seus agonistas, são gerados segundos mensageiros, que 

através de cascatas de fosforilação permitirão com que as tubulovesículas 

contendo as enzimas se fundam com a membrana apical, permitindo com 

que a enzima transmembrânica se torna ativa. Na ausência do estímulo, as 

bombas são recicladas de volta para o compartimento citoplasmático. 

Inibidores das bombas de próton são pró-drogas que sofrem catalisação 

ácida com um rearranjo químico nos canalículos secretórios, permitindo, 

assim, a inibição da H+/K+/ATPase através da ligação covalente a resíduos 

de cisteína na subunidade α (SCHUBERT, 2004). 

Portanto, a secreção ácida gástrica é um processo contínuo e complexo 

(Figura 6), controlado por múltiplos fatores tanto centrais (neuronais), 

quanto periféricos (endócrino e parácrino). Cada fator se refere a um evento 

fisiológico final comum – a secreção de H+ pelas células parietais, as quais 

estão localizadas no corpo e no fundo gástrico. Os fatores neuronais 

(acetilcolina – Ach), parácrinos (histamina) e endócrinos (gastrina) 

desempenham papéis importantes na regulação da secreção gástrica, como 

já vimos anteriormente. Seus respectivos receptores específicos (M3, H2 e 

CCK2) foram identificados anatômica e farmacologicamente na membrana 

basolateral da célula parietal. Existem duas vias principais de sinalização 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 última. A via dependente de AMPc resulta na fosforilação 

das proteínas efetoras da célula parietal e a via dependente do Ca+2 leva à 

um aumento de Ca+2 citosólico. Ambas as vias ativam a H+/ K+/ ATPase 

(bomba protônica). Essa bomba produz o maior gradiente iônico 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) Representação esquemática da secreção ácida gástrica. Adaptado de OLBE et al., 2003. 

 

 

IMPORTANTES FATORES PROTETORES DA MUCOSA GÁSTRICA 

A mucosa gástrica mantém sua integridade estrutural e funcional 

apesar de estar constantemente exposta a fatores nocivos como HCl e 

pepsina, os quais são capazes de digerir tecido. Sob condições normais, a 

integridade da mucosa é mantida pelos mecanismos de defesa, os quais 

incluem fatores pré-epiteliais, uma barreira epitelial (superfície das células 

epiteliais justapostas secretando muco, gerando bicarbonato, peptídeos e 

prostaglandinas), renovação contínua de células, fluxo sanguíneo contínuo 

através de microvasos da mucosa, além de barreira endotelial, geração de 

PGs e Óxido Nítrico (NO), além de mecanismos antioxidantes (LAINE et al., 

2008). 

 

MUCO E BICARBONATO  A mucosa gástrica produz fatores de digestão 

como ácido gástrico e enzimas proteolíticas. Para manter a integridade da 

mucosa, um sistema de defesa efetivo é necessário. A primeira linha de 
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defesa contra o ácido é a barreira do muco que vem sendo investigada por 

vários grupos de estudo (PHILLIPSON et al., 2002). 

O muco é um fator significativamente importante para a mucosa 

gástrica, o qual se apresenta de forma viscosa, elástica, aderente, como um 

gel transparente, que contém 95% de água e 5% de glicoproteína, recobrindo 

toda a superfície 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 são danificadas por 

radicais de oxigênio extracelular, o muco intracelular é liberado no tecido 

gástrico prevenindo danos por varredura (SENO et al., 1995), protegendo a 

mucosa gástrica, devido às glicoproteínas, sendo os açúcares potentes 

seqüestradores de EROs ou espécies reativas de oxigênio (MOJZIS et al., 

2000). 

O epitélio gástrico é recoberto por uma contínua camada de muco 

gástrico o qual adere na superfície da mucosa. Esse muco aderido, 

juntamente com o bicarbonato secretado pelo epitélio, serve como uma 

barreira contra a autodigestão causada pelo ácido e pepsina (ALLEN E 

FLEMSTROM, 2005). Num estômago humano saudável, o muco forma uma 

cobertura contínua de gel na mucosa gástrica de mais ou menos 0,1-0,2 mm 

de espessura, cuja manutenção se dá por equilíbrio dinâmico entre sua 

produção e secreção pelas células epiteliais e sua erosão na porção em 

contato com o lúmen (JORDAN et al., 1998). 

A secreção do muco gástrico é controlada por vários fatores em 

diferentes vias. Prostaglandinas (PGE2) e secretina, as quais são inibidoras 

da secreção ácida, estimulam a secreção de muco (TANI et al., 1997). O 

aumento da secreção de HCO3 é regulado pelas PGE2 através da interação 

com receptores específicos (TAKEUCHI et al, 2006). 

 

ÓXIDO NÍTRICO (NO)  O óxido nítrico (NO) é reconhecido como um 

mediador fundamental nos mecanismos de defesa gástrica, devido a sua 

habilidade de aumentar o fluxo sangüíneo da mucosa gástrica e a produção 

de muco e de inibir a aderência de neutrófilos às células endoteliais 

(CORUZZI et al., 2000). 
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Além disso, o NO tem um papel chave na perfusão e regulação 

vascular por promover a vasodilatação pela sinalização da célula muscular 

lisa via GMPc (SHAH et al., 2004). O principal fluxo sangüíneo para o TGI 

chega através da veia mesentérica, e a regulação do fluxo até as arteríolas 

mesentéricas é um passo importante para a regulação do fluxo sangüíneo 

intestinal geral e local (SHAH et al., 2002). 

A produção 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 sangüíneo da mucosa e 

estabilizar a influência dos mastócitos (ALICAN et al., 1996). Entretanto, o 

excesso na produção de NO associado com estados inflamatórios é 

caracterizado pelo aumento na permeabilidade epitelial e perda da função da 

barreira de muco. Assim, os níveis de produção 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 proteção (SHAH et al., 2004). 

O NO é sintetizado pela NO sintase (NOS) a partir de oxigênio (O2) e L-

arginina. Existem três isoformas conhecidas da NOS: uma forma induzida 

(ou inflamatória) - iNOS (expressa em macrófagos e células de Kupffer, 

neutrófilos, fibroblastos, músculo liso vascular e células endoteliais em 

resposta a estímulos patológicos como microrganismos invasores) e duas 

dita constitutivas, que estão presentes em condições fisiológicas no endotélio 

(eNOS) e nos neurônios (nNOS) (CHO, 2001; UCHIDA et al., 2001). 

Estímulos apropriados, tais como respostas inflamatórias como por 

exemplo a presença de úlcera gástrica, aumentam a atividade da iNOS 

(KRISTJANSSON et al., 2005). O bloqueio do NO aumenta o estresse 

oxidativo, ativando mastócitos, que são 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) mantêm a integridade 

da mucosa gástrica pela inibição da secreção ácida, estimulação da secreção 

de muco e bicarbonato, inibição da ativação de mastócitos, diminuição da 

aderência leucocitária ao endotélio vascular, inibição da apoptose, aumento 



                                                                                                                                      Introdução 

 40 

ou manutenção do fluxo sangüíneo da mucosa, assim prevenindo a isquemia 

(ATAY et al., 2000). 

A enzima ciclooxigenase (COX) converte o ácido araquidônico em 

prostaglandina G2 pela inserção de duas moléculas de oxigênio e então 

reduzindo este intermediário a prostaglandina H2 (PGH2). A PGH2 é um 

metabólito instável que é convertido em outras espécies de prostaglandinas, 

incluindo prostaglandina E2, prostaciclina e tromboxanos (ATAY et al., 

2000). Está bem estabelecido que existe pelo menos duas isoformas distintas 

da COX, denominadas COX-1 e COX-2. A COX-1 é expressa 

constitutivamente na maioria dos tecidos (PESKAR, 2001) e esta isoforma 

provavelmente promove a produção de PG protetora da mucosa gástrica e 

que possui um papel importante na manutenção da homeostase 

(RODRÍGUEZ-TÉLLEZ et al., 2001). Ao contrário, a expressão da COX-2 

geralmente é baixa sob condições basais. O aumento da expressão da COX-2 

ocorre em certas condições patofisiológicas como a inflamação, dano tecidual 

e transformação maligna (PESKAR, 2001). 

Muitas prostaglandinas (PG) incluindo PGE2 e PGI2 previnem a 

formação da úlcera por um mecanismo adicional a inibição da secreção 

gástrica, chamado de citoproteção gástrica (TAKEUCHI et al., 2001). A 

secreção de muco e bicarbonato, a vasodilatação e a rápida regeneração 

epitelial são alguns dos componentes de defesa da mucosa que são 

regulados pelas PG (WALLACE & GRANGER, 1996). 

 

GRUPAMENTOS SULFIDRILICOS (SHs)  O papel gastroprotetor dos 

grupamentos SH endógenos (compostos sulfidrílicos), presentes no muco 

gástrico e em diversas enzimas do sistema antioxidante, já foi demonstrado 

em diversos modelos de indução de úlcera (etanol, DAINEs e estresse), nos 

quais ocorre uma depleção 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 

indução de úlceras gástricas (HIRAISHI et al., 1994), enquanto que 

aumentos significativos promovem gastroproteção (SENER-MURATOGLU et 

al., 2001). 
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No processo inflamatório, espécies reativas de oxigênio (EROs) são 

geradas e iniciam uma reação em cadeia que culmina na peroxidação 

lipídica e morte celular (TARIQ et al., 2006). Os compostos sulfidríla ligam-se 

aos radicais livres formados durante este processo ou produzidos após 

exposição a agentes nocivos, protegendo assim a mucosa gástrica (AVILA et 

al., 1996). 

Estes agentes são também importantes na produção (SALIM, 1992) e 

manutenção do muco gástrico, uma vez que suas subunidades glicoprotéicas 

são unidas entre si por pontes dissulfeto que, uma vez reduzidas, tornam o 

muco hidrossolúvel (AVILA et al., 1996). 

 

RADICAIS LIVRES E DEFESA ANTIOXIDANTE  Radicais livres são 

átomos ou moléculas que contém um ou mais elétrons não pareados em sua 

última camada de valência. A presença deste elétron não pareado altera a 

reatividade química dos átomos ou moléculas tornando-os mais reativos que 

as espécies não radicalares (aqueles com os elétrons pareados) (JÚNIOR, 

1998).  

Na natureza existem duas importantes substâncias que podem gerar 

radicais livres, o oxigênio no estado fundamental (O2) e o óxido nítrico (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 (JÚNIOR, 2001). Estes radicais 

livres, cujo elétron desemparelhado encontra-se centrado nos átomos de 

oxigênio ou nitrogênio, são denominados EROs (espécies reativas do 

oxigênio) e ERNs (espécies reativas do nitrogênio) (BARREIROS et al., 2006). 

Um radical livre é 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 geração destas espécies químicas acontece naturalmente nos 

sistemas vivos, ocorrendo por vias endógenas, tais como; respiração celular, 

inflamações e transporte de oxigênio pela hemoglobina. As vias exógenas que 

geram estas espécies são: ozônio, radiação gama e ultravioleta, 

medicamentos, dieta e cigarro (HALLIWELL et al., 1994, 1995, 1998).  
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Quando a concentração de radicais livres sobrepõe-se à capacidade 

antioxidante da célula, ocorre ataque oxidativo a lipídios de membrana, a 

proteínas estruturais e funcionais, e a ácidos nucléicos. Este ataque é 

denominado ―estresse oxidativo‖ (McCORD, 2000; ANDREOLI, 2000; 

ARUOMA, 1996). 

As células que compõem a mucosa gástrica são ricas em mitocôndrias 

devido a sua alta atividade metabólica e produção de muco; por esta razão 

tornam-se sítios onde ocorrem danos oxidativos nos processos de geração de 

lesões da mucosa gástrica (CABEZA E MOTILVA, 2001; DAS et al., 1997, 

1998; DAS E BANERJEE, 1993; ITO et al., 1998). 

O excesso de radicais livres no organismo é combatido por 

antioxidantes produzidos pelo corpo ou absorvidos na dieta. De acordo com 

HALLIWELL (2000) “Antioxidante é qualquer substância que, quando presente 

em baixa concentração comparada à do substrato oxidável, regenera o 

substrato ou previne significantemente a oxidação do mesmo”. 

Obviamente o organismo possui vários sistemas de defesa antioxidante 

que atuam na detoxificação das espécies reativas de oxigênio de formas 

diferenciadas. Dentre eles, o sistema enzimático antioxidante parece ser o 

principal meio de remoção 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 não enzimaticamente, a exemplo 

da GSH (glutationa total). Além dos antioxidantes produzidos pelo corpo, o 

organismo utiliza aqueles provenientes da dieta como o α-tocoferol (vitamina-

E), β caroteno (pró-vitamina A), ácido ascórbico (vitamina C) e compostos 

fenólicos, onde se destacam os flavonóides e os poliflavonóides (HUSAIN et 

al., 1987; HALLIWELL, 1995). 

 

FARMACOTERAPÊUTICA DA ÚLCERA PÉPTICA  Por mais de um 

século, as úlceras pépticas foram controladas cirurgicamente, com altas 

taxas de morbidade e mortalidade. O tratamento farmacológico resumia-se 

em neutralizar a acidez gástrica estomacal com a utilização de antiácidos, 

como bicarbonato de sódio (NaH2CO3), carbonato de cálcio (CaCO3), 

hidróxido de alumínio (Al(OH)3) e hidróxido de magnésio (Mg(OH)2) ou 



                                                                                                                                      Introdução 

 43 

associações. Porém, por alterar o pH gástrico e urinário, os antiácidos tem a 

capacidade de interagir com uma variedade de fármacos através de 

interações farmacocinéticas de dissolução e absorção, biodisponibilidade e 

eliminação renal. Alguns podem também quelar outras drogas presentes no 

trato gastrointestinal, formando complexos insolúveis que passam pelo TGI 

sem serem absorvidos. Assim, a supressão farmacológica efetiva e mais 

segura da secreção ácida gástrica teve início com a introdução dos 

antagonistas de receptores H2 de histamina nos anos 70. Estes fármacos 

inibem a produção ácida por competirem de modo reversível com a 

histamina pela ligação aos receptores H2 na membrana basolateral das 

células parietais. Atualmente existem quatro diferentes antagonistas de 

receptores H2, a cimetidina, a ranitidina, a famotidina e a nizatidina e 

possuem estruturas químicas diferentes que possibilitam variação nas 

interações com outros fármacos e alteram o perfil dos efeitos colaterais 

(YUAN et al, 2006; BRUNTON et al, 2006).  

Durante os anos 80, as cirurgias de úlceras pépticas diminuíram cerca 

de 85%, o que pode ser atribuído ao uso de cimetidina (figura 7) e 

ranitidina. A partir de 1980 foram lançados os fármacos que inibem a bomba 

H+/ K+/ ATPase (bomba de prótons) omeprazol, lansoprazol (figura 8), 

rabeprazol e pantoprazol esomeprazol considerados, atualmente os fármacos 

mais eficazes na supressão da secreção de ácido gástrico. O desenvolvimento 

destes fármacos melhorou a inibição da acidez gástrica, melhorando também 

a cicatrização das úlceras gástricas e duodenais. Estes inibidores de bomba 

são pró-fármacos, necessitando ativação em ambiente ácido. Entram na 

célula parietal a partir do sangue e, devido a sua fraca natureza básica, 

acumulam-se em canalículos secretores ácidos da célula parietal, onde são 

ativados por um processo catalisado por prótons que resulta na formação de 

uma sulfenamida tiofílica ou ácido sulfênico. Esta forma ativada reage por 

meio de ligação covalente com o grupo sulfidril de cisteínas do domínio 

extracelular da H+/ K+/ ATPase, resultando em uma inativação irreversível 

da bomba. A secreção do ácido só se reinicia após a inserção de novas 

moléculas de bomba na membrana luminal. (YUAN et al, 2006; BRUNTON et 

al, 2006).  
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Figura 7) Estrutura química da Cimetidina 

 

 

 

Figura 8) Estrutura química do Lansoprazol 

 

 

Entretanto, estas duas classes de fármacos, principalmente quando 

utilizados de forma crônica promovem vários efeitos colaterais, entre eles a 

hipergastrinemia que pode estar associada ao desenvolvimento do câncer 

gástrico. Os efeitos colaterais agravados pela utilização prolongada levam ao 

estudo para o desenvolvimento de alternativas que associem múltiplas 

ações, reduzindo os mecanismos reflexos compensatórios (YUAN et al., 

2006). 

Outra droga utilizada experimentalmente no tratamento de úlceras 

gástricas e duodenais é 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 úlceras pépticas que possui um mecanismo que não 

envolve a inibição da secreção ácida no estômago (BARON, 1977). Ela foi 

descoberta como resultados de estudos com Glycirrhiza glabra –alcaçuz 

(figura 9) comumente usada pelos indígenas no tratamento de úlceras 

gástricas (AKTAR & MUNIR, 1989).  
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Figura 9) Glycirrhiza glabra (alcaçuz) 

 

 

A carbenoxolona (figura 10) estimula a produção de muco no 

estômago, promove a proliferação celular, aumenta a taxa de incorporação 

de açúcares na mucosa gástrica (glicoproteínas), inibe a esfoliação celular da 

mucosa, inibe a atividade péptica e, além disso, diminui a atividade das 

enzimas que degradam a PGE2, aumentando o nível de prostaglandinas 

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

Ela já foi amplamente usada na Europa para o tratamento de úlceras 

gástricas. Entretanto, seus efeitos benéficos são acompanhados por graves 

efeitos colaterais em um número significativo de pacientes. Estudos in vitro 

demonstraram que a Carbenoxolona inibe a enzima Cortisona 5β-redutase e 

a 11β-hidroxiesteróide desidrogenase responsáveis pela regulação do 

metabolismo do cortisol e da aldosterona (BAKER, 1994; DZUBAK et al., 

2006). Essa inibição aumenta a meia-vida do cortisol, o que leva a um 

prolongamento de sua atividade biológica. Consequentemente, os pacientes 

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

HANSON, 1991; FARINA et al., 1998; DZUBAK et al., 2006). 

 

Figura 10) Estrutura química da Carbenoxolona 

 

Para o tratamento de infecções por H. pylori, as diretrizes estão 

mudando progressivamente. Em geral, a erradicação das infecções por H. 

pylori utiliza uma terapia tripla, incluindo um IBP e dois antibióticos 

(MALFERTHEINER et al., 2006), claritromicina e metronidazol ou 

claritromicina e amoxilina, sendo que a opção por um ou pelo outro é devido 

à resistência a algum desses antibióticos e, assim sendo, a taxa de 

erradicação da bactéria chega a 97% (GISBERT et al.,  2005). A duração do 

tratamento da terapia tripla é controverso. Na Europa a duração do 

tratamento é 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, não 

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

 

PRODUTOS NATURAIS  Há uma grande variedade de substâncias 

químicas isoladas de plantas, mistura de plantas e extratos vegetais cujas 

atividades terapêuticas foram comprovadas em modelos experimentais de 

indução de úlcera, indicando, portanto, o importante potencial das plantas e 
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de seus princípios ativos na descoberta de novas terapêuticas para as 

úlceras pépticas (SCHMEDA-HIRSCHMANN & YESILADA, 2005; MOTA et al., 

2009). 

Estes compostos obtidos de plantas com atividade antiulcerogênica 

apresentam estruturas químicas diversas e distintos mecanismos de ação. 

Dentre as principais classes de compostos relacionados a essa atividade 

têm-se os terpenos, triterpenos, flavonóides, alcalóides, glicosídeos, 

saponinas e polissacarídeos (LEWIS & HANSON, 1991). 

O desenvolvimento da química orgânica e de produtos sintéticos para 

tratamentos farmacológicos deu-se com a Revolução Industrial (RATES, 

2001). A fácil aceitação e a preferência pelas drogas sintéticas se devem em 

partes a acessibilidade, eficácia e segurança desses produtos. Dentre os 

fatores que definem o emprego popular das plantas nos cuidados com a 

saúde, está o alto preço dos medicamentos industrializados (RATES, 2001). 

A pesquisa sistemática para a obtenção de novas substâncias com 

finalidade terapêutica pode ser executada por meio de vários processos (DI 

STASI, 1996). Os mais utilizados são a síntese de novas moléculas, a 

modificação molecular de substâncias naturais e/ou sintéticas com 

propriedades farmacológicas definidas, extração, isolamento e purificação de 

novos compostos de fontes naturais, especialmente de origem vegetal, a qual 

se caracteriza como uma fonte inesgotável de substâncias potencialmente 

ativas como medicamento. Por outro lado, as plantas medicinais devem ser 

consideradas não apenas como matéria-prima, ponto de partida para a 

descoberta de novas moléculas, mas também como um recurso natural 

potencialmente ativo na forma de fitoterápico padronizado e eficaz (DI STASI, 

1996). 

Em termos históricos, a pesquisa de plantas medicinais tomou 

impulso após 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 

substâncias isoladas de produtos naturais, semi-sintéticos, derivados de 

produtos naturais ou então 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). 

Substâncias com atividade antiulcerogênica, obtidas a partir de 

plantas, exercem seus efeitos estimulando os fatores de proteção da mucosa 

gástrica, aumentando a síntese de prostaglandinas e/ou estimulando a 

secreção de muco e bicarbonato, ou ainda, inibindo a secreção ácida e 

atuando como potente antioxidante (BEIL et al., 1995; BORRELLI & IZZO, 

2000; LEWIUS & SHAW, 2001). 

 

ÓLEOS ESSENCIAIS E MONOTERPENO β-MIRCENO   

Os óleos essenciais são encontrados em aproximadamente 60 famílias 

de plantas, mas apenas 150 espécies são exploradas comercialmente para 

produção de óleo (LAVABRE, 2001; SIMÕES & SPITZER, 2003). Entre as 

famílias, espécies e nomes comuns citados , as mais conhecidas como 

fornecedoras de óleos são: ASTERACEAE (Artemisia canfhorata Vill/ 

cânfora); APIACEAE (Foeniculum vulgare Mill. / funcho); CYPERACEAE 

(Cyperus articulata L. / priprioca); LABIATEAE (Hyptis martiusii Benth / 

cidreira-do-mato); LAMIACEAE (Ocimum basilicum L. / manjericão); 

LAURACEAE (Ocotea odorífera (Vell.) Rohwer / sassafrás); MYRTACEAE 

(Eucalyptus citriodora Hook / eucaliptus); PIPERACEAE (Piper aduncum L. / 

falso-jaborandi); PUNICACEAE (Punica granatum L. / romã); RUTACEAE 

(Citrus limon / limão); ZINGIBERACEAE (Alpinia zerumbet / alpínia) e a 

VERBENACEAE (Lippia alba / erva-cidreira) (SIMÕES & SPITZER, 2003). 

Na indústria farmacêutica ou na farmacognosia os óleos essenciais são 

amplamente utilizados em função de suas propriedades farmacológicas, ou 

seja: antiespasmódicos, cardiovascular, antisecretórios, anestésicos, 

antiinflamatórios e anti-sépticos (SIMÕES & SPITZER, 2003). 

A maioria dos compostos presentes nas plantas faz parte do 

metabolismo primário. Esses compostos são polissacarídeos, açúcares e 

proteínas, substâncias essenciais à sobrevivência e desenvolvimento das 

plantas (VERPOORTE & MEMELINK, 2002). Além desses metabólitos as 

plantas produzem uma grande variedade de metabólitos secundários. Esses 

compostos, não necessariamente essenciais ao organismo produtor, têm um 
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papel importante na sobrevivência da planta em seu ecossistema. (SANTOS, 

2003).   

Os metabólitos secundários encontrem-se presentes em concentrações 

bem menores nas plantas a maioria deles tais como os alcalóides, 

terpenóides, antocianinas, esteróides, flavonóides, quinonas e ligninas têm 

encontrado aplicações comerciais como fármacos, corantes, aromas, 

inseticidas etc. Esses compostos apresentam uma ampla diversidade em 

estruturas e tamanhos sendo encontrados e distribuídos por todo o reino 

vegetal (COLLIN, 2001; VERPOORTE & MEMELINK et al, 2002). 

Os terpenos são um enorme grupo de produtos naturais, formados a 

partir do hidrocarboneto isopreno. São classificados de acordo com o 

número de carbonos, em múltiplos 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, já foram identificadas mais de 

23000 combinações conhecidas de terpenos (WANG et al., 2005).   

A produção de terpenos nas plantas está relacionado a uma funções 

ecológicas. Eles são encontrados abundantemente em frutas, legumes, e 

plantas aromáticas e medicinais onde a função importante deles é proteção 

contra infecções, parasitas e outra condição de stress (BAKALLI et al., 2008), 

além de serem responsáveis por atrair polinizadores e por poder agir na 

prevenção contra o ataque de herbívoros em algumas espécies de plantas 

(CARRO, 1996; MATEO & JIMÉNEZ, 2000; CÂMARA et al., 2004; FLAMINI, 

2005) 

Constituem uma classe de produtos naturais que podem ser 

transformados em combinações comercialmente importantes para a 

produção industrial (MIMOUN, 1996; BAUER et al., 1997; PYBUS, 1999). Os 

terpenos são extensamente utilizados como aditivos condimentares em 

comidas e bebidas, em cosméticos como fragrâncias e como intermediários 

na fabricação de substâncias químicas de perfume. Eles também são 

empregados como aroma em produtos domésticos (ex: detergentes, sabões e 

em repelentes de inseto) e como ingredientes ativos em algumas drogas 

(STICHER, 1977; LEUNG, 1980). 
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Monoterpenos são combinações naturais de dez carbonos (C10) 

constituídas de duas moléculas de isopreno (C5H8, ou hemiterpeno) que é a 

base de cinco carbonos de todos os terpenos (STICHER, 1977). Há estudos 

que relaciona monoterpenos e atividades terapêuticas tais como o câncer por 

exemplo (CROWELL, 1999). Eles são encontrados em plantas comestíveis, 

medicinais e aromáticas e são os componentes químicos principais dos seus 

óleos essenciais (STICHER, 1977; ERICKSON, 1976). 

O mirceno, ou β-mirceno, é um composto orgânico natural, 

proveniente de óleos essenciais de muitas plantas como o capim-limão, e em 

plantas do gênero Verbena. Há muitos estudos em relação a seus efeitos na 

saúde humana (DELGADO, 1993; DE OLIVEIRA, 1997; FREITAS, 1993), 

porém seus mecanismos de ação ainda não foram investigados. Ele é 

classificado como um monoterpeno (C10) poliinsaturado acíclico natural que 

contém três ligações duplas de carbono-carbono, dois deles sendo 

conjugados (ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989). 

  O β-mirceno (figura 11) é um dos mais importantes produtos químicos 

utilizados na indústria de perfumaria. Ele participa da produção 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 síntese de vitaminas A e E (KIRK, 1981; ALMEIDA, 1994; 

FOCA et al., 2004; GUEVARA DOS SANTOS, 2005). 

Este monoterpeno é também facilmente disponível pelas pirólises 

industriais de β-pineno (um dos componentes principais da aguarrás) 

(ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989) à 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 química do monoterpeno β-mirceno 
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JUSTIFICATIVA DA DISSERTAÇÃO 

Nosso laboratório tem concentrado esforços para realização de ensaios 

biológicos que estão relacionados com as úlceras pépticas, fazendo uso de 

extratos padronizados e frações obtidas à partir de plantas com potencial 

medicinal, buscando em modelos experimentais, mimetizar as úlceras 

pépticas (gástricas e duodenais) por meio das frequentes lesões induzidas 

por etanol, drogas antiinflamatórias não-esteroidais (DAINEs), secreção 

gástrica ou cicatrização.  

Em estudos anteriores neste mesmo laboratório – Laboratório de 

Ensaios Biológicos com Produtos Naturais – foi descoberta a atividade 

antiulcerogênica (MORAES et al., 2008) de uma espécie medicinal que é o 

óleo essencial de Citrus aurantium (laranja-amarga) (figura 12) e de seu 

constituinte majoritário, o limoneno (90% da constituição) em modelos 

experimentais de úlceras gástricas induzidas in vivo por diferentes agentes. 

A caracterização fitoquímica desse óleo apontou a presença de outros dois 

constituintes majoritários em sua composição sendo que o monoterpeno β-

mirceno é um deles, com 1,43% do óleo. A partir destes estudos, observou-

se que, tanto o óleo essencial quanto o limoneno (dose de 250 mg/kg), 

possuem expressivas ações gastroprotetoras sobre a mucosa gástrica de 

ratos submetidos a fatores lesivos como etanol absoluto e DAINE. Esta ação 

protetora da mucosa gástrica se deve ao fortalecimento dos fatores 

protetores tais como a produção elevada de muco, bicarbonato e PGE2 

(prostaglandina E2) que são ativados pela ação tanto do óleo essencial como 

do limoneno (MORAES et al., 2009). Outros estudos mais aprofundados com 

este óleo essencial na dose de 250 mg/kg apontam que além da ação 

protetora gástrica, esta também possui uma ação cicatrizante em mucosas 

lesadas que foram submetidos à lesão intragástrica com ácido acético 

(agente lesivo). Análises morfométricas e imunohistoquímicas de animais 

submetidos ao tratamento diário com o óleo essencial apontam que a 

cicatrização do estômago ocorre principalmente por aumento da área de 

regeneração da mucosa gástrica ativado por fatores de proliferação celular 

(PCNA) e reestruturação da matriz tecidual (COX-2) que restabeleceram a 

arquitetura da mucosa gástrica destruída pelo ácido acético (MORAES, 

2008). 
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A curiosidade investigativa nos instigou a avaliar também os demais 

constituintes do óleo essencial de C. aurantium, tais como o β-mirceno, que 

além de fazer parte da composição do óleo de C. aurantium, também  possui 

ação analgésica (LORENZETTI et al., 1991) e sobre o sistema nervoso central 

(GURGEL DO VALE et al., 2002). 

 

 

 

Figura 12) Foto de Citrus aurantium 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 



 

  

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Objetivos



 

  

 

OBJETIVOS GERAIS E ESPECÍFICOS 
 

 

Nosso objetivo geral é o de encontrar novas substâncias 

farmacologicamente ativas com potencial terapêutico para o combate e/ou 

prevenção das úlceras gástricas e duodenais e oferecer novas opções 

terapêuticas antiulcerosas que promovam uma melhor eficácia e ausência de 

efeitos adversos. 

 

Sendo assim, os objetivos específicos deste projeto foram: 

 

1) Avaliação da atividade antiulcerogênica do monoterpeno β-mirceno 

em modelos experimentais de úlcera induzida por diferentes agentes em 

animais; 

2) Estudar os mecanismos de ação antiulcerogênicos, em modelos 

experimentais diversos, que caracterizaram os efeitos: gastroprotetor, 

antioxidante e antisecretor do monoterpeno β-mirceno. 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

 

Para a construção do artigo (próxima sessão) 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 β-MIRCENO EM MODELOS EXPERIMENTAIS 

DE ÚLCERA PÉPTICA 

 

Bonamin, F.; Santos, R.C.; Rocha, L. R. M.; Hiruma-Lima, C.A. 

Departamento de Fisiologia, Instituto de Biociências, UNESP/Botucatu 

 

RESUMO 

O estudo de novos compostos oriundos de plantas medicinais potencializa a 

descoberta de novas substâncias bioativas utilizadas na terapêutica. A 

caracterização fitoquímica do óleo essencial de Citrus aurantium, uma 

espécie medicinal que possui fortes indicativos de uso popular para gastrites 

e distúrbios do trato gastrintestinal (MORAES et al., 2009), apontou a 

presença do monoterpeno β-mirceno (1,43%) como um dos constituintes de 

sua composição. Em vista disso, foram realizados ensaios biológicos in vivo e 

in vitro com o β-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 gástrica frente a agentes 

indutores de lesão como o etanol (p<0,01), indometacina (DAINE) (p<0,01), 

isquemia-reperfusão (p<0,01) e na úlcera duodenal (p<0,01). Esta 

gastroproteção não é mediada pela expressão de PGE2 na mucosa gástrica, 

mas o β-mirceno agiu como um surpreendente ―varredor‖ de radicais livres 

através da ação da glutationa total dos tecidos dos animais submetidos aos 

diferentes tratamentos. Com isso, conclui-se que o β-mirceno apresenta uma 

potente ação antiulcerogênica e antioxidante em dose muito inferior as 

demais drogas antiulcerogenicas disponíveis no mercado. 

Palavras-chave: β-mirceno; úlcera; monoterpeno; antioxidantes 
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INTRODUÇÃO 

A úlcera péptica pode ser definida como um desequilíbrio entre fatores 

protetores (bicarbonato, muco, prostaglandina, etc.) e fatores agressores 

(ácido e pepsina) da mucosa gástrica. Outros fatores como Helicobacter pylori 

e antiinflamatórios não esteroidais (AINES) também podem ocasionar 

úlceras. Aproximadamente 60% das úlceras pépticas estão relacionadas com 

infecção estomacal por H. pylori (BRUNTON et al, 2006). 

Outro agente responsável por danificar as células são as espécies 

reativas de oxigênio (EROs). A geração de EROs é apontada como um dos 

fatores mais importantes envolvidos no desenvolvimento da úlcera gástrica, 

sendo induzida por diversos fatores, como: etanol, drogas antiinflamatórias 

não-esteroidais, estresse e isquemia e reperfusão (DE LA LASTRA et al., 

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

Uma alternativa para impedir esses processos oxidativos pode ser por 

meio da modificação das condições ambientais ou pela utilização de 

substâncias antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o 

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

Estima-se que 50% do total dos fármacos mundialmente utilizadas na 

clínica são derivados de produtos naturais (GURIB-FAKIM, 2006), sendo que 

substâncias com atividade antiulcerogênica, obtidas a partir de plantas, 

exercem seus efeitos estimulando os fatores de proteção da mucosa gástrica, 

pelo aumento da síntese de prostaglandinas e/ou estimulando a secreção de 

muco e bicarbonato. Além disso, algumas dessas substâncias agem inibindo 

a secreção ácida e atuam como potente antioxidante (BEIL et al., 1995; 

BORRELLI & IZZO, 2000; LEWIUS & SHAW, 2001). 

Os terpenos são substâncias extensamente utilizadas como aditivos 

condimentares em alimentos e bebidas, em cosméticos como fragrâncias e 

como intermediários na fabricação de substâncias químicas que comporão 

os perfumes. Além disso, são também empregados como aroma em produtos 

domésticos (ex: detergentes, sabões e em repelentes de inseto) e como 

ingredientes ativos em algumas drogas (STICHER, 1977; LEUNG, 1980). Eles 

são 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 

terapêuticas tais como na prevenção da cura do câncer, por exemplo 

(CROWELL, 1999). Eles são encontrados em plantas comestíveis, medicinais 

e aromáticas e são os componentes químicos principais dos seus óleos 

essenciais (STICHER, 1977; ERICKSON, 1976). 

O Mirceno, ou β-mirceno, é um composto orgânico natural, 

proveniente de óleos essenciais de muitas plantas como o capim-limão e em 

plantas do gênero Verbena. Há muitos estudos em relação a seus efeitos na 

saúde humana (DELGADO, 1993; DE OLIVEIRA, 1997; FREITAS, 1993), 

porém seus mecanismos de ação ainda não foram investigados. Ele é 

classificado como um monoterpeno (C10) poliinsaturado acíclico natural que 

contém três ligações duplas de carbono-carbono, dois deles sendo 

conjugados (ERMAN, 1985; LAWRENCE, 1989). 

 Frente a isso, os objetivos deste estudo foram a avaliação da atividade 

gastroprotetora e também a avaliação da atividade antioxidante do 

monoterpeno β-mirceno em modelos experimentais de úlceras pépticas.  

 

MATERIAL E MÉTODOS 

β - MIRCENO 

O β-mirceno foi adquirido pelo laboratório Acros Organics, U.S.A. 

Para a realização 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 antiulcerogênica. As doses 

do β-mirceno utilizadas foram de 3,75 mg/kg, 7,5 mg/kg e 11,25 mg/kg que 

obedeceram à relação de proporcionalidade presente no óleo essencial de 

Citrus aurantium já 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 indução de lesões gástricas experimentais, 

foram utilizados ratos machos linhagem Wistar (150 a 200g) provenientes do 

Biotério Central da UNESP - Botucatu, aclimatados às condições do biotério 
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setorial (Departamento de Fisiologia, UNESP, Botucatu) por pelo menos sete 

dias antes da manipulação experimental, sob temperatura (21  2 C) e ciclo 

claro-escuro de 12 horas. Os animais foram alimentados com ração Guabi  

destrusada e água ad libitum. A morte dos animais foi realizada em câmara 

de CO2. Todos os experimentos obedeceram aos protocolos experimentais 

n 17, 18, 19, 20, 21 e 22/04-CEEA e aprovados pela Comissão de Ética em 

Experimentação Animal, do Instituto de Biociências da UNESP - Botucatu. 

 

LESÕES ULCEROSAS 

Nos testes de atividade antiulcerogênica do monoterpeno β-mirceno, as 

drogas-padrão cimetidina, carbenoxolona ou lansoprazol foram usadas como 

controles positivos e indicadas em cada modelo de lesão gástrica, 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 

solução salina 0.9% ou Tween 80® a 8% na qual foi solubilizado o óleo ou as 

drogas-padrão. Para ensaio in vitro a concentração 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 mínimo 12 horas, dependendo do 

modelo. Para a quantificação das lesões gástricas, os estômagos foram 

colocados em placa de vidro, as quais foram escaneadas para realização da 

quantificação, através do aplicativo AVSoft® (mm2). A análise da lesão 

duodenal foi realizada através de SCORE (descrito detalhadamente no 

modelo experimental). 

 

 

ATIVIDADE FARMACOLÓGICA GERAL 

ÚLCERAS GÁSTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL  

Os ratos foram tratados, após 12 h de jejum, com o monoterpeno  β-

mirceno na dose de 7,5 mg/Kg, com 100 mg/kg de cimetidina ou veículo 

(controle negativo – Tween 80® a 8%), uma hora antes da indução das lesões 

gástricas pela administração, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto 
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(MORIMOTO et al., 1991).  Após 1 h da indução, os animais foram mortos e os 

estômagos retirados para contagem e classificação das lesões, como descrito 

anteriormente.  

 

INDUÇÃO DE LESÃO GÁSTRICA 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 

água ad libitum. Após 30 min. decorridos da administração oral de Tween 

80® a 8% (controle negativo), cimetidina 100 mg/kg (como controle positivo), 

β-mirceno (7,5 mg/kg), o agente lesivo indometacina (50 mg/kg solubilizada 

em Carbonato de Sódio 0,5% - ALLEN & HAMILTON, 2000) foi administrado 

oralmente para todos os grupos. Após 6 horas da administração do agente 

lesivo (indometacina), todos os animais foram mortos e os estômagos 

retirados para leitura das lesões gástricas. Tiras do estômago foram retiradas 

e pesadas para posteriores procedimentos bioquímicas. Para este modelo, 

utilizou-se também um grupo denominado SHAM, que foi submetido ao 

mesmo estresse dos demais grupos, sem a utilização de agentes indutores de 

lesão.  

 

DETERMINAÇÃO DOS NÍVEIS DE PROSTAGLANDINA (PGE2). 

 Com a finalidade de se observar a produção deste composto nos 

animais tratados com o β-mirceno, foi realizado um ensaio para a 

quantificação de PGE2 com base no método descrito por CURTIS et al., 

(1995). Grupos de ratos (n=6) foram divididos aleatoriamente nos grupos 

veículo, veículo + indometacina, β-mirceno, β-mirceno + indometacina. Após 

os procedimentos, os animais foram mortos e tiveram os estômagos 

retirados, as mucosas raspadas e os órgãos foram picotados e suspensos em 

1 mL de tampão fosfato de sódio a 10 mM, pH 7,4. A solução obtida foi 

incubada a 37oC por 20 minutos. A PGE2 no tampão foi mensurada com um 

―kit‖ de dosagem imunoenzimático (RPN222-Amersham) e a leitura realizada 

em leitor de ELISA Biossistem a 480 nm. 
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ÚLCERAS PÉPTICAS INDUZIDAS POR ISQUEMIA E REPERFUSÃO  

Os ratos foram divididos em diferentes grupos tratados somente com 

veículo, Lansoprazol (30 mg/Kg) e o monoterpeno β-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 incisão de aproximadamente 

3 cm, do lado esquerdo do abdômen onde a aorta e a veia cava são 

primeiramente identificadas para facilitar a localização da artéria celíaca. 

Após a identificação, a artéria celíaca foi isolada, submetida a um processo 

de limpeza e eliminação de aderências e eventual tecido adiposo. Um clamp 

microvascular foi colocado nessa artéria e permaneceu clampado durante 30 

min. Após este período de isquemia, o clamp foi removido (para permitir a 

reperfusão) permanecendo assim os 60 min. subseqüentes. No final desse 

período, os animais foram mortos e uma porção do tecido gástrico de cada 

rato foi removida para exame das lesões como descrito anteriormente e o 

tecido foi armazenado para a caracterização enzimática descritas. 

 

ÚLCERAS DUODENAIS INDUZIDAS POR CISTEAMINA  

A úlcera duodenal em ratos foi induzida por administração oral de 

cisteamina hidroclorídrica (300 mg/Kg de peso corporal) em 19% de solução 

aquosa em intervalos de 4 horas, num total de 2 administrações (dose final 

de cisteamina: 600 mg/kg) (SZABO, 1987). Os ratos, após jejum de 2 horas, 

foram pré-tratados com lansoprazol (30 mg/kg – controle positivo), com o 

veículo tween 80® a 8% (como controle negativo) e o monoterpeno β-mirceno 

(7,5 mg/kg) trinta min. antes da primeira administração de cisteamina. 

Decorridas 24h do início do jejum, os animais foram mortos, os duodenos 

foram retirados e abertos para classificação e análise da lesão. Tiras do 

duodeno foram retiradas, pesadas e armazenadas para posteriores 

procedimentos bioquímicos (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 utilização de agentes indutores 

de lesão duodenal. 
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DETERMINAÇÃO DE GLUTATIONA TOTAL - GSH  

 As tiras retiradas nos procedimentos experimentais mencionados 

anteriormente, foram pesadas e armazenadas em 1 mL de solução de ácido 

tricloroacético a 5% (TCA). O conteúdo de glutationa total do estômago foi 

determinado utilizando a substância 5,5’ditio-bis (2-ácido nitrobenzóico) 

(DTNB) (ANDERSON et al., 1985). A reação enzimática é constituída de 200 

l da amostra contendo 2mg/ml de proteína, 0,2 M de tampão fosfato pH 

8,0; 0,5mM DTNB (2mg em 10ml de citrato de sódio 1%) em um volume final 

de 2mL. A absorvância foi determinada em 412 nm utilizando um 

espectrofotômetro. A concentração de glutationa total foi expressa utilizando 

o coeficiente de extinção de 13,6 mM. 

 

DETERMINAÇÃO DA MIELOPEROXIDASE – MPO  

Tiras armazenadas dos modelos experimentais descritos anteriormente 

foram pesadas e congeladas à -80ºC até o momento da utilização. Foi 

utilizado o tampão de reação HTAB (a 0,5% em tampão fosfato sódico 50 

mM, pH 6,0) que atua como detergente lisando os grânulos dos neutrófilos 

que contém a enzima, que então foi liberada. A atividade enzimática foi 

determinada seguindo a cinética da reação da enzima com água oxigenada 

do tampão de reação, sendo que 1 unidade de MPO determinada é capaz de 

degradar 1 nmol/minuto de água oxigenada a 25ºC (KRAWISZ et al., 1984). 

A atividade da MPO é proporcional ao número de neutrófilos infiltrados na 

mucosa. A absorvância foi determinada em 450 nm utilizando um 

espectrofotômetro. 

 

INIBIÇÃO DA LIPOPEROXIDAÇÃO (LPO) INDUZIDA POR SULFATO 

FERROSO E ÁCIDO ASCÓRBICO  

A avaliação da atividade antioxidante foi realizada segundo método 

descrito por STOCKS et al., (1974). A metodologia se baseia na determinação 

colorimétrica da formação de malonildialdeído (MDA) após a peroxidação 

lipídica induzida por sulfato ferroso e ácido ascórbico em membranas 
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lipídicas de encéfalo de rato. A peroxidação lipídica é classicamente 

determinada pela reação do MDA com o ácido tiobarbitúrico. A atividade 

antioxidante do β-mirceno foi determinada utilizando-se uma curva de diluição. 

A medição da atividade antioxidante do calculo da IC50 (concentração inibitória 

de 50% da peroxidação lipídica). 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram expressos na forma de média  erro padrão da 

média (e.p.m.) dos parâmetros obtidos. Os valores médios obtidos foram 

submetidos à análise de variância de uma via (ANOVA), seguido pelos testes 

de Dunnet em experimentos com mais de dois grupos de tratamento. Para 

modelos nos quais foi empregada classificação por score, foi utilizado teste 

não paramétrico Kruskal-Wallis, seguido por Dunn. A análise estatística dos 

resultados considerou como nível de significância mínima de p < 0.05. 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A mucosa gástrica está sujeita a contínuas mudanças de agentes 

agressores endógenos e exógenos. Para combater esse ataque, a mucosa 

possui mecanismos de defesa interativa que protegem o tecido de danos e 

eventuais ulcerações (WHITTLE, 2003). 

O álcool possui um papel muito importante nas doenças do trato 

gastrointestinal. A lesão da mucosa gástrica ocorre devido a uma diminuição 

de função da barreira de muco, a principal proteção contra o ácido gástrico. 

Altas concentrações de etanol levam a um aumento da permeabilidade 

epitelial, como conseqüência de mudanças da diferença de potencial celular 

que é causado pela re-difusão de íons H+ através da mucosa lesada, e danos 

da mucosa principalmente devido aos distúrbios vasculares e diminuição do 

fluxo sangüíneo local (SIEGMUND et al., 2003). O etanol também induz 

estresse oxidativo, danos ao DNA e diminuição dos grupamentos sulfidrílicos 

não-protéicos (GSH) das células que é um dos mais importantes fatores de 

proteção da mucosa gástrica (REPETTO & LLESUY, 2002). 

O ―estresse oxidativo‖ é um termo dado quando a concentração de 

radicais livres sobrepõe-se à capacidade antioxidante da célula, ocorre 

ataque oxidativo a lipídios de membrana, a proteínas estruturais e 



                                                                                                                                             Artigo 

 65 

funcionais, e a ácidos nucléicos. (ARUOMA, 1995; MCCORD, 2000; 

ANDREOLI, 2000). 

Na Figura 1 estão demonstrados valores de % de inibição das lesões 

gástricas dos animais tratados com o monoterpeno β-mirceno frente a lesões 

gástricas induzidas por um agente lesivo de máxima severidade que é o 

etanol absoluto administrado na mucosa gástrica de ratos. A partir desses 

resultados, é inegável a intensa ação protetora da mucosa gástrica que este 

monoterpeno exerce. Esse resultado é muito promissor, pois com uma dose 

consideravelmente baixa (7,5 mg/Kg), foi possível constatar uma proteção 

gástrica de 66% (p<0,01) quando comparado com a droga-padrão cimetidina 

(67% - p<0.01) e o veículo. 

 

Figura 1) Atividade antiulcerogênica do β-mirceno no modelo de 

indução de úlcera por etanol em ratos 

 

Efeito gastroprotetor do monoterpeno β-mirceno no modelo de úlcera gástrica 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 veículo (Tween 80® a 8%). 

 

 

Os radicais livres são átomos ou moléculas que contém um ou mais 

elétrons não pareados em sua última camada de valência. A presença deste 
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elétron não pareado altera a reatividade química dos átomos ou moléculas 

tornando-os mais reativos que as espécies não radicalares (aqueles com os 

elétrons pareados) (JÚNIOR, 1998). Eles são 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 endógenas geradoras de espécies reativas 

de oxigênio estão as mitocôndrias e a atividade de algumas enzimas como: 

xantina oxidase, citocromo P450-oxidase, monoaminooxidases, enzimas 

envolvidas na via de produção de prostaglandinas e tromboxanos, e a 

NADPH-oxidase da membrana plasmática de macrófagos, as quais produzem 

uma grande quantidade de EROs (espécies reativas de oxigênio) em resposta 

ao estímulo fagocitário (HALLIWELL & GUTTERIDGE, 1991). 

No entanto, os processos oxidativos podem ser evitados por meio da 

modificação das condições ambientais ou pela utilização de substâncias 

antioxidantes com a propriedade de impedir ou diminuir o desencadeamento 

dessas reações 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 biológicos importantes, incluindo a síntese de proteínas, 

metabolismo e proteção celular (MEISTER & ANDERSON, 1983). Ela é um 

marcador da saúde celular e sua queda é indicativa de lesão oxidante. Seu 

déficit acarreta diminuição da resistência às drogas e radiações, da 

capacidade de reversão de tumores e da síntese do ascorbato em animais. É 

um consenso, atualmente, que o efeito lesivo promovido pelo etanol sobre a 

mucosa gástrica é conseqüência do aumento da peroxidação lípidica e 

diminuição do nível de glutationa (RODRIGUEZ, 2007). 

O GSH atua como um varredor de radicais livres e substâncias tóxicas 

ingeridas com a comida ou produzidas diretamente no Trato gastrointestinal 

(SHIRIN et al., 2001). Sob condições de estresse oxidativo, as espécies 

reativas de oxigênio são reduzidas pelo GSH com a concomitante formação 

de glutationa oxidada, GSSG. Além da sua ação como um antioxidante 
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químico, o GSH também atua na primeira linha de defesa antioxidante como 

um cofator da glutationa peroxidase na redução de peróxidos, também 

resultando na formação de GSSG. Em circunstâncias fisiológicas normais, o 

GSSG é reduzido a GSH pela glutationa redutase às custas de NADPH 

(Figura 2) (CNUBBEN et al., 2001). 

 

 

Figura 2: Esquema das reações que ocorrem na determinação do 
conteúdo de glutationa total nas amostras de estômago 

 

 

Ao quantificar os níveis de glutationa total no tecido dos animais 

tratados com o β-mirceno, a cimetidina (antagonista de receptor H2) e com o 

veículo (Tween 80® a 8%) no modelo de indução de úlcera por etanol 

absoluto (figura 3), verificou-se que os níveis de glutationa total 

(apresentados pela linha verde no gráfico) apresentaram-se elevados na 

presença do monoterpeno em comparação aos níveis encontrados tanto no 

grupo controle negativo (veículo) quanto no controle positivo (neste também 

se mantiveram altos os níveis de glutationa total). Este resultado demonstra 

que o β-mirceno aciona esta via para proteger a mucosa gástrica contra os 

danos causados pelo etanol, enfatizando a relação dose-efeito deste 

monoterpeno em relação à cimetidina, sendo esta última 13 vezes maior do 

que a droga teste. 
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Figura 3) Efeito do β-mirceno nos níveis de glutationa total e de 

mieloperoxidase no modelo de etanol 

 

 

As barras representam os valores de média ± erro padrão da média. (++) Para glutationa 

total (p<0,01); (*) para MPO (p<0.05) e (**) para MPO (p<0,01) em reação ao veículo. 

 

 

A mieloperoxidase (MPO) é descrita como marcadora da 

infiltração/agregação de neutrófilos e está elevada em lesões ulcerogênicas 

(GUHA et al., 2009) sendo um marcador sensível e específico da inflamação 

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

Ao proceder com a quantificação de mieloperoxidase (MPO) verificou-

se que a prévia administração de β-mirceno foi capaz de inibir a formação 

das lesões, mantendo baixos os níveis de MPO (p<0,05). O mesmo resultado 

pode ser observado para os animais tratados com lansoprazol, indicando que 

MPO participa da proteção da mucosa gástrica, tanto do monoterpeno 

quanto da droga cimetidina.  

Além do álcool, o uso crônico de drogas antiinflamatórias não 

esteroidais (DAINEs) é outra causa muito freqüentemente envolvida na 

* 
* 

** 

++ 
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etiologia das patologias gástricas no homem (RAIHA et al., 1998; 

SCHMASSMANN, 1998; LEVENSTEIN, 1998). 

As DAINEs como a indometacina e o piroxicam são um dos agentes 

farmacológicos mais utilizados para o tratamento de inflamações em geral 

(GARNER, 1990). Porém, essa classe de substâncias pode causar ulceração 

gastrointestinal, devido à habilidade desses agentes em suprimir a síntese de 

prostaglandinas, as quais protegem o estômago contra agentes lesivos 

(WALLACE, 2001).  

Clinicamente as DAINEs induzem significamente ulceração, 

hemorragia, e/ou obstrução de 1- 4% dos pacientes que utilizam estas 

drogas cronicamente (SILVERSTAIN et al., 2000). Altas taxas de ulceração 

são vistas em pacientes com histórico de úlceras pépticas, em pacientes que 

utilizam simultaneamente anticoagulantes, baixas doses de aspirina ou 

glicocorticóides, e também em idosos (SILVERSTAIN et al., 2000; LAINE et 

al., 2002). 

Os mecanismos pelos quais as DAINEs produzem danos no estômago 

podem ser divididas em ações locais (tópica) e ações sistêmicas. As ações 

tópicas no epitélio gástrico podem envolver mecanismos severos. Algumas 

DAINES, particularmente as de natureza ácida, podem matar diretamente as 

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

DAINES também podem reduzir localmente a secreção de muco e de 

bicarbonato, desse modo, diminuindo a efetividade do gradiente de pH da 

mucosa na proteção do epitélio (ALLEN et al., 1993; PHILLIPSON et al., 

2002; BAUMGARTNER et al., 2004; JAWORSKI et al., 2005), além disso, o 

efeito sistêmico mais importante do uso de antiinflamatórios é a habilidade 

de suprimir a síntese de prostaglandinas (RAINSFORD et al., 1983; 

WALLACE et al., 1993).  

O modelo de indução de úlceras gástricas pelo uso de indometacina foi 

realizado para se avaliar a ação antiulcerogênica do β-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 formação de 

lesões gástricas induzidas por indometacina, protegendo o estômago em 74% 
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quando comparado ao veículo (Tween 80® a 8%) e à droga padrão cimetidina, 

a qual protegeu o estômago em 99% em relação ao veículo.  

Figura 4) Atividade antiulcerogênica do β-mirceno no modelo de 

indução de úlcera por indometacina (DAINE) em ratos 

 

Figura 3) Efeito gastroprotetor do monoterpeno β-mirceno no modelo de úlcera gástrica 
induzida por DAINE em ratos. Dados expressos como média ± e.p.m. ANOVA, com teste 

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

 

 

 

Ao proceder com a quantificação de glutationa total (figura 5), não se 

verificou alterações nas concentrações quando comparado ao veículo, no 

entanto, a prévia administração de β-mirceno foi capaz de manter os níveis 

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

Está bem determinado que a atividade da MPO esta aumentada no 

tecido, após indução de lesão gástrica por DAINEs e os aumentos nos níveis 

dessa enzima podem estar associados com o aumento nos níveis de 

infiltração de neutrófilos e H2O2 no tecido danificado pré-tratado com 

indometacina (WHITTLE, 2004). Desta forma, o β-mirceno foi capaz de inibir 

a formação de lesões gástricas induzidas por indometacina, com redução nos 
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níveis de MPO que neutralizam os efeitos deletérios das DAINEs nas células 

da mucosa gástrica. 

 

Figura 5) Efeito do β-mirceno nos níveis de glutationa total e de 

mieloperoxidase no modelo de indometacina  

 

As barras representam os valores de média ± erro padrão da média. Para MPO (*)p<0.05 e 

(**) p<0,01em reação ao veículo. 

 

 

As prostaglandinas são um grupo de ácidos graxos que foram 

primeiramente isolados do fluido seminal por Von Euler (VON EULER, 1936). 

Vários estudos indicam que elas aceleram a cura das úlceras gástricas 

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

 Um dos principais tipos de prostaglandinas produzidas tanto pelos 

humanos quanto por roedores na mucosa gástrica é a PGE2 (KNAPP et al., 

1978; PESKAR et al., 1980). 

A ação protetora das prostaglandinas envolve aumento do fluxo 

sanguíneo, diminuição da secreção ácida gástrica, estimulação de muco, 

secreção de bicarbonato (HAWKEY, 2000) e aumento da resistência 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 inflamatória e reduz a gravidade do dano na mucosa é a 

modulação da atividade de imunócitos na mucosa.  

A importância das prostaglandinas (PGs) na defesa da mucosa é 

evidenciada pela capacidade das DAINEs induzirem danos na mucosa 

gástrica, dano esse correlacionado com sua habilidade em suprimir a síntese 

de prostaglandinas gástricas (WALLACE, 2001). 

O efeito deletério de DAINEs clássicas na cicatrização da úlcera pode 

ser reproduzido por inibidores seletivos de COX-1 e COX-2, sugerindo que 

ambas isoformas de COX são importantes fontes de prostaglandinas durante 

a cicatrização de úlcera (BRZOZOWSKI et al., 2000). 

Dessa forma, a PGE2 é um fator importante na proteção da mucosa 

gástrica, pois tanto ela quanto o NO atuam na homeostasia vascular e estão 

intimamente ligados à produção de muco gástrico (LAINE et al., 2008). 

A figura 6 demonstra que a administração da indometacina, o inibidor 

da síntese de PGE2 foi capaz de reduzir significativamente a síntese deste 

prostanóide. A administração de β-mirceno isoladamente não promove 

estimulação da síntese de PGE2, mas mantém os níveis próximos aos 

animais tratados somente com o veículo. Já a administração de β-mirceno 

(dose de 7,5 mg/kg) em associação com indometacina não foram capazes de 

manter os níveis de PGE2 elevados. Em vista disso, o β-mirceno não é capaz 

de interferir na ação inibitória da PGE2 pelas DAINEs, mas mesmo assim 

apresenta potente atividade antiulcerogênica por manter os níveis elevados 

de PGE2 na mucosa gástrica. 
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Figura 6) Quantificação de PGE2 na mucosa gástrica de ratos tratados 

com β-mirceno 

 

Valores expressos em média ± erro padrão da quantificação de PGE2 (picogramas) 

dividido pelo peso do raspado de mucosa (em miligramas). Análise entre os grupos 

com o mesmo pré-tratamento: ANOVA de uma via seguida do teste de Tukey.  Letras 

diferentes representam diferenças estatísticas p<0,05. 

 

Já o modelo de úlcera por isquemia e reperfusão (IR) é utilizado para 

avaliar resposta de fármacos em um processo de ulcerogênese sem utilização 

de agentes químicos, patógenos ou estresse somático, como nos modelos de 

etanol, H. pylori e estresse por contenção e frio, isolando os fatores 

ulcerativos relacionados a radicais livres formados por processos 

inflamatórios e vasculares (CABEZA et al., 2001; ZIMMERMAN & GRANGER, 

1994). 

Para reverter o estado isquêmico, há necessidade de restauração de 

fluxo sanguíneo. Entretanto, o restabelecimento do suprimento vascular 

normal paradoxalmente pode ser responsável por lesões ainda mais graves 

do que as da isquemia per se (CAMPOS & YOSHIDA, 2004). 

A isquemia por si só é capaz de provocar lesões no tecido gástrico; 

entretanto, é após a reperfusão que ocorrem os principais eventos lesivos. 

KITANO e colaboradores (2005) mostraram que após a reoxigenização da 

mucosa gástrica as lesões são aumentadas em cerca de três vezes em 

a a 



                                                                                                                                             Artigo 

 74 

relação a aquelas ocasionadas no período de isquemia (CAMPOS & 

YOSHIDA, 2004).O processo de reperfusão, após período de isquemia, inicia 

com um aumento na concentração de cálcio interno e abertura dos canais 

inespecíficos na membrana interna mitocondrial, acompanhado por uma 

perda de proteínas da matriz com alteração na densidade plasmática. 

Também ocorre uma despolarização da membrana mitocondrial com 

inchamento (swelling) das mitocôndrias e diminuição da atividade da 

ATPase. Assim, os danos causados a mitocôndria durante a isquemia-

reperfusão podem ser irreversíveis e induzir a morte celular por apoptose ou 

por necrose do tecido (GRIFFITHS & HALESTRAP, 1995). A utilização de 

compostos antioxidantes e ―scavengers‖ de radicais livres têm 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 β-mirceno no modelo de indução de 

úlcera gástrica por isquemia-reperfusão (IR) foram muito expressivos (Figura 

7). Com a administração de uma dose reduzida de 7.5 mg/kg de 

monoterpeno foi possível constatar a diminuição significativa das lesões 

ulcerativas com uma proteção gástrica de 86% quando comparadas ao grupo 

controle negativo (Tween 80® a 8%) e ao lansoprazol (controle positivo) com 

proteção de 91%, sendo que este apresenta dose 4 vezes maior que o β-

mirceno. 
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Figura 7) Atividade antiulcerogênica do β-mirceno no modelo de 

indução de úlcera isquemia-reperfusão em ratos 

Efeito gastroprotetor do monoterpeno β-mirceno no modelo de úlcera gástrica induzida 

por Isquemia-reperfusão em ratos. Dados expressos como média ± e.p.m. ANOVA, com 

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

 

 

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

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

foram ainda mais surpreendentes levando em consideração a baixa dose do 

β-mirceno. Os níveis de glutationa total se mostraram significantemente 

aumentados para o monoterpeno em relação ao veículo (Tween 80® a 8%) e 

visivelmente mais altos em relação ao encontrado com o Lansoprazol 

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

forma, porém com a quantificação de MPO no tecido, os níveis de 

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

do que os níveis encontrados no veículo e também no grupo lansoprazol 

(p<0,05). 
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Figura 8) Efeito do β-mirceno nos níveis de glutationa total e de 

mieloperoxidase no modelo de indução de úlcera por isquemia-

reperfusão  

 

As barras representam os valores de média ± erro padrão da média. (++) Para glutationa 

total (p<0,01); (*) para MPO (p<0.05); (**) para MPO (p<0,01) em reação ao veículo. 

 

 

Estes resultados ressaltam o pressuposto de que o tratamento com o β-

mirceno exerce fantástica ação protetora sobre a mucosa gástrica em modelo 

de liberação de radicais livres, conferindo-lhe uma poderosa ação 

antioxidante. 

Além das úlceras gástricas, outra doença que tem merecido destaque é 

a úlcera duodenal. A úlcera duodenal (UD) se apresenta em duas a até 

quatro vezes mais prevalente do que úlcera gástrica (KROMENKO et al., 

2009), sendo que ela sempre representou um diagnóstico endoscópico de 

alta freqüência em qualquer serviço de endoscopia digestiva. Nas duas 

últimas décadas, importantes mudanças têm ocorrido na epidemiologia da 

úlcera duodenal (UD) no Brasil (POST, 2006). Observou-se decréscimo 

gradativo dos percentuais de prevalência da úlcera duodenal, ano após ano, 

onde em 1996 ocorreram com 8,6% de prevalência e em 2005 reduziu para 

3,3% (SAUL, 2007). 
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O estresse emocional, o consumo de álcool, o uso de DAINEs, 

medicamentos imunosupressores, outras drogas e a queda dos níveis de 

prostaglandinas têm mostrado também serem fatores contribuintes no 

aparecimento da úlcera (YUANG et al, 2006). 

De acordo com CHAN & LEUNG (2002) e SONNENBERG & EVERHART 

(1997) a úlcera duodenal apresenta forte associação com infecção por H. 

pylori e muitos estudos tem se baseado na indução da úlcera duodenal 

utilizando a cisteamina (HS-CH2-CH2-NH2, mercaptoetilamina) que produz 

úlceras perfurantes no duodeno do animal dentro de 24-48h após sua 

administração (SELYE & SZABO, 1973; SZABO, 1987; SZABO & PIHAN, 

1987). No entanto, o mecanismo molecular pelo qual a cisteamina induz 

ulceração duodenal não está completamente entendido.  

Nossos resultados demonstram que o pré-tratamento com β-mirceno foi 

surpreendentemente capaz de inibir a formação de lesão duodenal pela 

cisteamina (figura 9). Esta inibição encontrada pelo monoterpeno foi 

significantemente maior do que a observada com o controle positivo 

lansoprazol, obtendo 80% de proteção gástrica com a mesma dose de outros 

experimentos contra apenas 67% encontrada com o controle positivo (dose 4 

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

Na figura 10 estão expressos os resultados das quantificações de 

glutationa total e de MPO do modelo de indução de úlcera duodenal por 

cisteamina. Os níveis de glutationa total se mostraram significantemente 

aumentados (p<0,01) tanto para o β-mirceno, lansoprazol como também 

para o Sham em relação aos níveis de glutationa total encontrados no 

veículo (Tween 80® a 8%). Isto indica mais uma vez, a poderosa atividade 

antioxidante deste monoterpeno sobre as úlceras pépticas. Além disso, os 

resultados da quantificação de mieloperoxidase destes mesmos tecidos 

indicam a queda de seus níveis nos três grupos em relação ao controle 

negativo, confirmando assim sua ação antioxidante. 
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Figura 9) Atividade antiulcerogênica do β-mirceno no modelo de úlcera 

duodenal em ratos 

Efeit
o gastroprotetor do monoterpeno β-mirceno no modelo de úlcera gástrica induzida por 
cisteamina em ratos. Dados expressos como média ± e.p.m. ANOVA, com teste a posteriori 

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

 

Figura 10) Efeito do β-mirceno nos níveis de glutationa total e de 
mieloperoxidase no modelo de úlcera duodenal 
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Figura 8) As barras representam os valores de média ± erro padrão da média. (++) 

Para glutationa total (p<0,01); (*) para MPO (p<0.05); (**) para MPO (p<0,01) em reação 

ao veículo. 
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A peroxidação lipídica mediada por espécies reativas de oxigênio é uma 

importante causa da destruição e lesão nas membranas celulares e está 

envolvido na patogênese de injúrias na mucosa induzidas por etanol, 

isquemia/reperfusão e indometacina (KVIETYS et al., 1990; SALIM et al., 

1990). 

Apesar de apresentar elevação de fatores antioxidantes pelo pré-

tratamento com o β-mirceno, este mesmo monoterpeno não possui atividade 

antioxidante direta no tecido ao não exercer efeito inibitório sobre a 

lipoperoxidação em homogenato de cérebro de rato in vitro (dados não 

apresentados). Portanto, os resultados obtidos neste trabalho indicam a 

inegável ação gastroprotetora do β-mirceno que exerce sua ação via elevação 

dos níveis de glutationa total e queda considerável de mieloperoxidase nos 

tecidos. 
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CONCLUSÕES E PERSPECTIVAS FUTURAS 

 

O β-mirceno é um importante agente gastroprotetor, pois é capaz de exercer 

ação gastroprotetora frente a indutores de lesões gástricas através da 

diminuição da secreção de H+ na mucosa gástrica, apresentando assim, 

atividade antisecretória.  

 

O monoterpeno β-mirceno apresentou indiscutível atividade antiulcerogênica 

nos modelos de indução de úlcera gástrica por etanol, indometacina 

(DAINE), isquemia/reperfusão e úlcera duodenal por meio da inibição das 

lesões ulcerativas com significante aumento da produção de muco, um fator 

protetor da mucosa gástrica. 

 

Além disso, este monoterpeno apresentou atividade antioxidante por manter 

elevados os níveis de glutationa total (GSH) e baixos os níveis de 

mieloperoxidase (MPO) nos tecidos analisados em vários modelos 

experimentais de indução de úlcera péptica. 

 

A descoberta de atividade antiulcerogênica e o potencial antioxidante do 

monoterpeno β-mirceno são inéditos. Este trabalho abre as portas para 

futuros estudos mais aprofundados destas atividades biológicas, envolvendo 

mecanismos estimulatórios da produção de muco, antioxidantes, 

antiinflamatórios, antisecretórios e cicatrizantes. 
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ATIVIDADE FARMACOLÓGICA GERAL 

ÚLCERAS GÁSTRICAS INDUZIDAS POR ETANOL  

Os diferentes grupos de ratos (n=7) foram tratados, após 12 h de jejum, 

com o monoterpeno  β-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 veículo (controle 

negativo – Tween 80® a 8%), uma hora antes da indução das lesões gástricas 

pela administração, também por via oral, de 1 mL de etanol absoluto 

(MORIMOTO et al., 1991).  Após 1 h da indução, os animais foram mortos e os 

estômagos retirados para contagem e classificação das lesões, como descrito 

anteriormente.  

 

AVALIAÇÃO DOS PARÂMETROS DO SUCO GÁSTRICO E DOSAGEM DE 

MUCO PELO MODELO DE LIGADURA DO PILORO   

Foi adotado o modelo descrito por SHAY et al. (1945) com modificações 

onde os parâmetros do suco gástrico foram avaliados pelo efeito dos 

diferentes tratamentos administrados oral ou intraduodenalmente,  no 

intuito de avaliar o efeito local ou sistêmico do β-mirceno. Após 24 horas de 

jejum os ratos foram anestesiados, sofreram uma incisão longitudinal logo 

abaixo da apófise xifóide para a amarradura de piloro. A administração das 

drogas foi realizada logo após a amarradura, por via intraduodenal ou oral. 

As incisões foram suturadas e quatro horas após a cirurgia os ratos foram 

mortos e a incisão reaberta. Logo em seguida, foi realizada uma ligadura da 

cárdia (para preservação do conteúdo gástrico) e o estômago foi retirado. O 

conteúdo estomacal foi coletado e, em seguida determinado o volume do 

suco gástrico, o pH e a concentração de íons hidrogênio na secreção gástrica 

através de titulação com NaOH 0,01N em bureta digital (modelo EM, 

Alemanha). A concentração total de ácido foi expressa em mEq/mL/4h e o 

pH foi determinado em pHmêtro modelo PA 200. 

  

DETERMINAÇÃO DE MUCO ADERIDO À PAREDE GÁSTRICA. 

Seguindo a metodologia descrita por RAFATULLAH et al., (1990), após 

24 horas de jejum, os grupos de ratos (n=8) sob anestesia, sofreram uma 

incisão longitudinal, logo abaixo da apófise xifóide para a amarradura de 

piloro. A administração das doses do β-mirceno, carbenoxolona (200mg/kg) 
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e do veículo, todos em dose volume final de 10 ml/kg, foi realizada 1 hora 

antes da amarradura do piloro. Após 4 horas, os animais foram mortos, a 

porção glandular do estômago separada, pesada e imersa em solução de 

Alcian Blue para o procedimento de quantificação do muco. As absorvâncias 

foram lidas em espectrofotômetro a 598 nm. A leitura foi feita após 

realização de uma curva padrão com várias concentrações de Alcian blue. Os 

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

 

DETERMINAÇÃO DO PAPEL DO ÓXIDO NÍTRICO (NO) NA 

CITOPROTEÇÃO GÁSTRICA 

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 injeção intraperitoneal de solução salina e os demais 

tratamentos com L-NAME (inibidor da NO-sintase), pela mesma via 

(MATSUDA & YOSHIKAWA, 1999; MORIMOTO et al., 1991).  Após 30 min, os 

grupos receberam por via oral os respectivos tratamentos (Veículo, 

carbenoxolona na dose de 100 mg/Kg e β-mirceno na dose de 7,5 mg/kg). 

Após uma hora, os animais foram submetidos à administração oral com 

etanol (1ml/animal) e decorrido 1h do tratamento com o agente lesivo, os 

animais foram mortos, seus estômagos foram removidos e abertos ao longo 

da grande curvatura, colocados em placas de vidro e escaneadas para 

posterior avaliação macroscópica das lesões.  

 

DETERMINAÇÃO DO PAPEL DOS GRUPAMENTOS SULFIDRÍLICOS NA 

CITOPROTEÇÃO GÁSTRICA 

Após 24 horas de jejum, grupos de ratos (n=6) foram submetidos ao 

tratamento onde o grupo controle recebeu uma injeção subcutânea de 

solução salina e os demais grupos experimentais, uma injeção de N-

etilmaleimida (NEM) (10 mg/kg), um bloqueador dos grupos sulfidrílicos  

(MATSUDA & YOSHIKAWA, 1999; MORIMOTO et al.,1991). Após 30 min, 

todos os grupos de animais receberam os respectivos tratamentos orais com 

o veículo, β-mirceno (7,5 mg/kg) ou carbenoxolona (controle positivo na dose 

de 100 mg/kg). Após uma hora, os animais foram submetidos à 

administração oral de 1 ml de etanol por animal e decorrido 1h da 
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administração do agente lesivo etanol, os animais foram mortos, seus 

estômagos foram removidos e abertos ao longo da grande curvatura, 

colocados em placas de vidro e escaneadas para posterior avaliação 

macroscópica das lesões.  

 

QUANTIFICAÇÃO DE GLUTATIONA TOTAL DO TECIDO DE ANIMAIS 

PRÉ-TRATADOS COM NEM, UM BLOQUEADOR DOS GRUPAMENTOS 

SULFIDRÍLICOS  

Neste experimento foram utilizados grupos de ratos com peso entre 

130 – 200 g, submetidos a jejum de 12 h e com livre acesso a água. Os 

animais foram divididos ao acaso em grupos de pelo menos 7 animais/cada, 

tratados com uma injeção subcutânea de solução salina (controle negativo) 

ou 10 mg/kg de N-etilmaleimida, um bloqueador dos grupos sulfidrilas 

(MATSUDA et al., 1999). Trinta min. após o pré-tratamento, os grupos 

receberam por via oral veículo, carbenoxolona (controle positivo – 100mg/Kg) 

ou o monoterpeno β-mirceno (7,5 mg/Kg). Trinta minutos após o tratamento, 

todos os grupos de animais receberam uma administração oral de etanol 

absoluto; uma hora após a administração do etanol os animais foram 

mortos, seus estômagos removidos e abertos ao longo da grande curvatura 

para a coleta de amostras do tecido gástrico de cada grupo. Estas amostras 

foram armazenados a -80°C para a quantificação 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 solução de ácido 

tricloroacético a 5% (TCA). O conteúdo de glutationa total do estômago foi 

determinado utilizando a substância 5,5’ditio-bis (2-ácido nitrobenzóico) 

(DTNB) (ANDERSON et al., 1985). A reação enzimática é constituída de 200 

l da amostra contendo 2mg/ml de proteína, 0,2 M de tampão fosfato pH 

8,0; 0,5mM DTNB (2mg em 10ml de citrato de sódio 1%) em um volume final 

de 2mL. A absorvância foi determinada em 412 nm utilizando um 

espectrofotômetro. A concentração de glutationa total foi expressa utilizando 

o coeficiente de extinção de 13,6 mM. 
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DETERMINAÇÃO 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: veículo (controle negativo), atropina 5 mg/kg (i.p., 

controle positivo) e β-mirceno (7,5 mg/kg). Após trinta min., todos os 

animais receberam carvão ativado 10% (p.o.) em volume de 10 ml/kg. Meia 

hora após a administração do carvão, todos os animais foram mortos. O 

passo seguinte foi a remoção de todo intestino delgado juntamente com o 

estômago, para a realização da medição do comprimento total do intestino e 

a distância percorrida pelo carvão ativado, para a obtenção da relação entre 

a distância percorrida e comprimento total do intestino. Os dados obtidos 

dessa relação foram corrigidos em arcoseno para posterior análise 

estatística. 

 

 

ANÁLISE ESTATÍSTICA 

Os resultados foram expressos na forma de média  erro padrão médio 

(e.p.m) dos parâmetros obtidos. Os valores médios obtidos foram submetidos 

à análise de variância de uma via (ANOVA), seguida pelo teste a posterior de 

Dunnett ou de Tukey, com nível de significância mínimo de P < 0,05.  

 

 

RESULTADOS E DISCUSSÃO 

A mucosa gástrica está sujeita a contínuas mudanças de agentes 

agressores endógenos e exógenos. Para combater esse ataque, a mucosa 

possui mecanismos de defesa que protegem o tecido de danos e eventuais 

ulcerações (WHITTLE, 2003). 

A administração tópica do etanol absoluto causa edema no tecido, 

hemorragia subepitelial, esfoliação celular e infiltração de células 

inflamatórias que podem contribuir para indução dos danos na mucosa e 

geração de espécies reativas de oxigênio (KOUNTOURAS et al., 2001). As 

úlceras aparecem devido à sua ação necrotizante na mucosa gástrica, com 

menor participação da secreção gástrica (LEWIS e HANSON, 1991; EVANS, 

1996). A menor participação da secreção gástrica é devido ao 

desaparecimento do ácido no lumen gástrico (KIVILAAKSO et al., 1978) que 
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tem sido atribuído a uma retro-difusão do ácido direto na barreira gástrica 

rompida (DAVENPORT, 1972). Esse ácido no lumen gástrico é um dos 

muitos fatores que levam ao rompimento celular (JACOBSON, 1992). 

Na Figura 1 estão demonstrados valores de % de inibição das lesões 

gástricas dos animais tratados com 3 doses diferentes (curva dose–efeito) do 

monoterpeno β-mirceno frente a lesões gástricas induzidas por um agente 

lesivo de máxima severidade que é o etanol absoluto administrado na 

mucosa gástrica de ratos. A partir desses resultados, é inegável a grande 

ação protetora da mucosa gástrica que este monoterpeno exerce. Esse 

resultado é muito promissor, pois com uma dose de 3,75 mg/Kg, foi possível 

constatar uma proteção gástrica de 30% (p<0,05) quando comparado com a 

droga-padrão cimetidina (71% - p<0.01) na dose de 100 mg/Kg. No entanto, 

a máxima proteção foi alcançada com a dose de 7,5 mg/kg (60% - p<0,01) ou 

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

 

 

Figura 1) Curva dose-efeito do β-mirceno em modelo de úlcera gástrica 

induzida por etanol absoluto 

 

Efeito gastroprotetor do monoterpeno β-mirceno no modelo de úlcera gástrica 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 veículo (n=7) 
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Após a constatação da ação do β-mirceno como aquela capaz de 

proteger a mucosa gástrica, frente a um dos indutores mais severos de lesão, 

avaliou-se os mecanismos de ação que podem estar envolvidos na proteção 

da mucosa gástrica. Assim, passou-se a investigar de que forma este 

monoterpeno estaria interferindo sobre a secreção ácida gástrica, já que este 

efeito (redução da secreção ácida) poderia também ser responsável pela 

proteção gástrica, visto que os protetores do estômago mais prescritos na 

terapia da úlcera/gastrite são os bloqueadores de receptores H2 e inibidores 

de bomba de prótons, e ambos drogas que atuam diminuindo a acidez 

gástrica.  

A secreção ácida gástrica é finamente regulada por vias 

interdependentes que incluem o sistema nervoso central, o sistema nervoso 

entérico e uma intrincada rede de células neuroendócrinas e imunes, que 

atuam na modulação parácrina e hormonal (SCHUBERT, 2004). A interação 

da histamina, gastrina e acetilcolina com seus receptores nas células 

parietais são os principais responsáveis pela ativação da bomba de prótons, 

enzima secretora de H+ que confere o pH ácido ao suco gástrico. Assim, uma 

ação inibidora do β-mirceno em qualquer nível da estimulação da secreção 

ácida, poderia estar levando a proteção gástrica por diminuir os fatores 

agressores da mucosa. 

As úlceras induzidas por ligadura de piloro são formadas devido a 

auto-digestão da mucosa gástrica e ao colapso da barreira dessa mucosa 

provavelmente devido à produção excessiva e acumulação de HCl no 

estômago (SAIRAM et al., 2003). O aumento da acidez gástrica é considerado 

um fator que contribui na patogênese da úlcera gástrica (GOA & MONK, 

1987; TARIQ et al., 2007). Além disso, a migração de neutrófilos na mucosa 

após a ligadura do piloro poderia estar envolvida no dano causado à mucosa 

do estômago possivelmente por liberar radicais livres que causam 

peroxidação lipídica e danos para a membrana da célula (RASTOGI et al., 

1998). 

Acredita-se que esta hipersecreção ácida seja estimulada por reflexo 

vago-vagal, em decorrência da distensão gástrica provocada pelo aumento do 

volume gástrico devido à obstrução do piloro. Este procedimento estimula a 
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secreção do hormônio gastrina, cuja função no trato gástrico é estimular as 

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

 

 

Figura 2) Efeito do β-mirceno em ratos submetidos à ligadura de piloro 

e avaliação dos parâmetros do suco gástrico. 

 

Via Tratamento
s 

 

Dose 
(mg/kg

) 

 Volume 
suco 

gástrico 

(mL/4h) 

Concentração 
de Hidrogênio 

[H]+ (mEq/L) 

 
Oral 

 

 
 

Intraduodenal 

 

Veículo 
Cimetidina 

β-mirceno 

 
Veículo 

Cimetidina 

β-mirceno 

- 
100 

7,5 

 
- 

100 

7,5 

 6,43±0,52 
5,0±0,49 

6,5±0,43 

 
7,6 ± 0,60 

7,0 ± 0,45 

6,4 ± 0,51 

13,33 ± 1,23 
0,63 ± 0,07** 

9,11 ± 0,96** 

 
19,20 ± 1,24 

3,20 ± 0,20** 

6,40 ± 0,24** 

 
Valores expressos em média ± erro padrão. Análise estatística entre os grupos: ANOVA de 
uma via seguida do teste de Dunnett. ** p<0,01 (n=7). 
 
 

 

 

O β-mirceno na dose de 7,5 mg/kg diminuiu significativamente a 

concentração hidrogeniônica do suco gástrico (p<0,01) tanto no tratamento 

oral quanto no tratamento intraduodenal (figura 2). Foi possível observar 

que os animais tratados com o β-mirceno (7,5 mg/kg), administrados local 

ou sistemicamente, diminuem a secreção H+ na mucosa gástrica sem alterar 

o volume do suco gástrico. Portanto, a administração desse monoterpeno 

promove relevante ação antisecretória e com uma dose 13 vezes menor que a 

cimetidina.  

O muco contribui para a defesa da mucosa por promover uma barreira 

física contra bactérias; age como lubrificante reduzindo os efeitos abrasivos 

na mucosa, além de participar na proteção contra danos causados por 

ácidos e toxinas no lúmen (WALLACE et al., 2000; NAM et al., 2005; 

WALLACE, 2007). Sua forma viscosa, elástica, aderente, como um gel 

transparente, que contém 95% de água e 5% de glicoproteína, recobre toda a 

superfície 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 quantificação de muco aderido à mucosa gástrica de 

animais submetidos aos diferentes tratamentos (Figura 3) foi possível 

observar que os animais tratados com β-mirceno foram capazes de aumentar 

significantemente a quantidade de muco gástrico secretado no estômago 

quando comparado ao veículo e com o controle positivo, a carbenoxolona, a 

qual estimula a produção de muco no estômago, confirmando assim a 

surpreendente atividade gastroprotetora desse monoterpeno com uma dose 

tão baixa em relação ao controle positivo (27 vezes menor que a 

carbenoxolona). 

 

 

Figura 3) Determinação de muco aderido à mucosa gástrica 

 

ANOVA: Muco aderido expresso em mg de Alcian Blue/ g de tecido. Teste de Dunnet 

**p<0,05. 

 

 

O próximo passo foi investigar a participação do óxido nítrico (NO) e dos 

grupamentos sulfidrílicos (SHs) da gastroproteção do β-mirceno. Estes dois 

compostos são outros importantes mecanismos de defesa da mucosa 

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

envolvimento de NO na preservação da mucosa em modelos experimentais 

de úlcera pois o NO promove vasodilatação, redução da peroxidação lipídica 

e também existem relatos de seu envolvimento como agente antiinflamatório 

nos tecidos. De acordo com WALLACE & MILLER (2000), o NO é também um 

importante regulador da secreção de muco no estômago e seus efeitos são 

produzidos pela estimulação da guanilato ciclase nas células epiteliais. 

Assim, NO parece ser produzido na célula epitelial em resposta à ativação de 

receptores colinérgicos e provoca a liberação de muco para essas células, 

garantindo assim, a integridade da mucosa.  

O NO é responsável tanto pela mediação das funções teciduais normais, 

quanto pelas lesões na mucosa gástrica. O NO, portanto, é um mediador das 

defesas e do reparo na mucosa gastrointestinal, porém NO também pode 

contribuir com as injúrias teciduais em algumas doenças do trato digestório 

e alterar a motilidade gástrica (WALLACE, 1999; CHO, 2001), além de 

promover ou iniciar respostas inflamatórias quando combinado com outras 

espécies reativas de oxigênio (CHO, 2001).  

No modelo experimental em que foi avaliado o papel de NO como fator 

protetor ativado pelo β-mirceno, foi utilizado o inibidor de NO (L-NAME). O 

pré-tratamento com o inibidor L-NAME reverteu significantemente a 

gastroproteção exercida pelo β-mirceno, demonstrando dessa forma, que 

existe um grande envolvimento desta via no mecanismo de ação 

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

modelo de úlcera induzida por Etanol em ratos. 

 

 

Valores expressos em média ± erro padrão. Análise entre os grupos com o 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 diferenças significantes (* p<0,05 e 

*** p<0.0001) são comparações entre os diferentes pré-tratamentos (salina + tratamento e L-

NAME + tratamento). 

 

 

Outro fator que contribui para a integridade da mucosa gástrica é a 

formação de compostos SH que tem como finalidade básica o fortalecimento 

das pontes de dissulfeto e redução da formação de radicais livres derivados 

de oxigênio, relacionando-se com a proteção celular (KONTUREK et al., 

1990; MATSUDA, 1999).  

Os efeitos gastroprotetores dos compostos SH incluem também 

processos redutores e de proteção celular frente ao estresse oxidativo 

induzidos por diversos agentes e circunstâncias, como aqueles que ocorrem 

com as exposições tóxicas como o próprio etanol na mucosa gástrica 

(TAKEUCHI et al., 1988, KONTUREK et al., 1990). Em contrapartida, a 

redução dos níveis normais de SH tem impacto significativo na mucosa, 

tornando-a susceptível ao ataque de substâncias ulcerogênicas, afetando o 

mecanismo defensivo da mucosa e dessa forma, facilitando a formação de 

lesões gástricas (GLAVIN & SZABO, 1992; KO & CHO, 1995).  
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A administração do inibidor de formação dos compostos sulfidrílicos 

endógenas (NEM - N-etilmaleimida) para os grupos tratados, provocou um 

aumento expressivo das lesões gástricas induzidas pelo etanol (figura 5). 

Porém, o aumento significativo das lesões dos animais pré-tratados com o 

bloqueador dos grupamentos sulfidrílicos e tratados com o β-mirceno, 

evidenciou a importância deste fator na gastroproteção deste monoterpeno 

indicando, portanto, a forte participação deste componente no seu 

mecanismo de ação antiulcerogênico. 

  

 

Figura 5) Efeito do β-mirceno frente depletor de sulfidrila endógena 

(NEM) em modelo de úlcera induzida por Etanol em ratos. 

 

 
Valores expressos em média ± erro padrão. Análise entre os grupos com o 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 diferenças significantes (*** 

p<0.0001) são comparações entre os diferentes pré-tratamentos (salina + tratamento e NEM + 

tratamento). 

 

A glutationa total é um componente antioxidante endógeno e sua 

propriedade antioxidante está relacionada com a presença do grupo tiol em 

sua estrutura. A glutationa reage com peróxidos e radicais de oxigênio 

tóxicos para proteger células contra danos e também mantém grupamentos 
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SH de proteína em sua forma reduzida, protegendo da oxidação (WALKER et 

al., 1995). O tratamento agudo com etanol induz ao estresse oxidativo, dano 

no DNA, queda da atividade da xantina oxidase e dos níveis de 

malondialdeído e diminuição do conteúdo de glutationa total em células da 

mucosa gástrica (MAROTTA et al., 1999). Quando a defesa do sistema 

antioxidante é insuficiente, radicais livres são acumulados causando injúrias 

na membrana celular, danos oxidativos e morte celular se o dano for 

contínuo (REPPETO & LLESUY, 2002). 

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

submetidos ao modelo de indução de úlceras por NEM, um inibidor da 

síntese de SHs, os resultados foram surpreendentes levando em 

consideração a baixa dose do β-mirceno (figura 6). A prévia administração 

do bloqueador dos grupamentos sulfidrílicos, além de reverter o efeito 

gastroprotetor conferido ao monoterpeno, diminuiu os níveis de glutationa 

total dos tecidos quando comparado aos animais previamente tratados com o 

β-mirceno. Os níveis de glutationa total se mostraram visivelmente 

aumentados para o monoterpeno em relação ao veículo e também mais altos 

em relação ao encontrado com o lansoprazol (controle positivo), com níveis 

de glutationa total semelhantes ao Sham (animais que não receberam 

qualquer agente lesivo). Este resultado é um indicativo de uma possível 

atividade antioxidante deste monoterpeno, sendo que sua atividade 

gastroprotetora possa ser proporcionada pelo aumento dos níveis de 

glutationa total no tecido. 
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Figura 6) Quantificação de Glutationa total na mucosa gástrica de 

animais submetidos a etanol 

 

Figura 7) As diferenças observadas foram em relação ao grupo controle (veículo); 
+p<0.05; ++p,0.01.  As barras transversais representam os valores de média e e.p.m e 
são comparações entre os diferentes pré-tratamentos (Salina+tratamento e 
NEM+tratamento); *p<0.05, ***p<0.001. Teste de Dunnett. 
 
 
 
 

Outro resultado importante conseguido com o β-mirceno, foi com 

análises sobre a motilidade intestinal. 

A motilidade intestinal está relacionada com a velocidade de 

esvaziamento gástrico em contínuo estado de contração, relaxamento e 

secreção. Essas funções são controladas pelo sistema neuromotor, que é 

regulado por vários sistemas de receptor, entre eles o opioidérgico, bem como 

o colinérgico, adrenérgico e serotonérgico (KANUM, 2000). Várias drogas 

afetam o trânsito gastrointestinal pela ação de agonistas ou antagonistas no 

receptor celular específico (GHOSH, 2005). A atropina, antagonista de 

receptor muscarínico, tem ação sobre a região antral do estômago, podendo 

assim reduzir a contratilidade e o esvaziamento gástrico (PARKMAN et al., 

1999), além de ser usada freqüentemente como uma ferramenta para 

identificação de mecanismos envolvendo a via colinérgica (GHOSH, 2005). No 

experimento de determinação da ação do monoterpeno β-mirceno sobre a 

motilidade, não foi observada alteração dos padrões normais de motilidade. 

Na Figura 7 foram apresentados os dados de trânsito intestinal dos 

animais previamente tratados com β-mirceno. Os resultados indicam que 

não houve interferência do monoterpeno na motilidade intestinal (p>0.05) 

quando comparado com o grupo controle negativo tratado com o veículo. 



                                                                                                                                           Anexo 1 

 113 

Somente os animais tratados com atropina reduziram de modo significativo o 

trânsito intestinal.  

 

Figura 7) Avaliação da motilidade gástrica do β-mirceno no modelo de 

carvão ativado 

 

Teste de Dunnett. **p<0.01. As barras transversais representam os valores de média ± 
erro padrão da média. 

 

 

À partir de todos estes dados levantados, podemos concluir que o β-

mirceno é um interessante adjuvante gastroprotetor, pois ele é capaz de 

exercer ação gastroprotetora frente ao etanol absoluto, um poderoso agente 

indutor de úlceras gástricas. Aliado à isso, a atividade gastroprotetora deste 

monoterpeno é totalmente dependente de NO e dos compostos sulfidrílicos, 

mantendo alto os níveis de glutationa total na mucosa, sendo um indicativo 

de uma possível atividade antioxidante deste monoterpeno. Além disso, o β-

mirceno é capaz de diminuir a secreção de H+ na mucosa gástrica, 

conferindo-lhe a importantíssima atividade antisecretória.  
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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 g/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-França 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-H2O 

(5:6:1:4, v/v/v/v 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 oral ly 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 4º C. Then the samples were routinely 

processed for embedding in paraplast, and cut into 7 m-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% H2O2 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 ( m) 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 O2 – radicals into H2O2 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 µg/ml to 

constitute strong antibacterial action. We obtained a very interesting MIC from EAF of 75 µg/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- -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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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.   

 

 

 

 

 

 

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

Treatments 

(p.o.) 

Doses   

(mg kg-1) 

Epithelial height 

(µm) 

Number of new 

blood vessels µm-1 

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** 
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Table 2 – Effects on body and organ weights and serum biochemical parameters of a single dose (250 mg kg-1, 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 

(p.o.) 

Organ weight 

 

Serum biochemical 

parameters 

 Kidney Lungs Heart Liver Spleen Glucose 

(UI l-1) 

ALT 

(UI l-1) 

AST 

(UI l-1) 

Urea 

(mg dl-1) 

Creatinine 

(mg dl-1) 

Control 4.93 ± 0.26 4.41.± 0.23 3.85 ± 0.10 10.75 ± 0.13 3.39 ± 0.12 25.57 ± 3.12 62.57 ± 1.96 408.0 ± 35.38 64.61 ± 3.98 0.63 ± 0.06 

Cimetidine 5.03 ± 0.07 4.55 ± 0.18 3.76 ± 0.07 10.30 ± 0.14 3.34 ± 0.12 29.11 ± 2.56 48.55 ± 2.52 346.67 ± 18.67 58.00 ± 1.61 0.49 ± 0.02 

ME 5.39 ± 0.11 4.46 ± 0.13 3.80 ± 0.06 10.30 ± 0.10 3.21 ± 0.12 26.33 ± 3.88 69.11 ± 6.58 433.22 ± 26.12 57.11 ± 3.40 0.55 ± 0.03 

EAF 5.10 ± 0.08 4.62 ± 0.27 3.85 ± 0.19 10.47 ± 0.14 3.44 ± 0.12 34.00 ± 3.57 64.78 ± 9.16 415.56 ± 39.49 57.22 ± 3.71 0.51 ± 0.01 

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

 

 


